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QIAGEN: tecnologias para la preparacién de muestras
y ensayos de biologia molecular

QIAGEN es el proveedor lider de tecnologias innovadoras para la preparacién
de muestras y ensayos de biologia molecular que permiten el aislamiento y la
deteccién del contenido de cualquier muestra biolégica. Nuestros productos
y servicios de vanguardia y mdxima calidad garantizan el éxito, desde la
muestra hasta el resultado.

QIAGEN define los estandares en los siguientes campos:
M Purificacién de ADN, ARN y proteinas

B Ensayos de dcidos nucleicos y proteinas

M Investigacién con microARN y ARNi
H

Automatizacién de tecnologias de preparacién de muestras y ensayos
de biologia molecular

Nuestra misién es ayudarle a superar sus retos y a alcanzar un éxito
excepcional. Para obtener mds informacién, visite www.qgiagen.com.



http://www.qiagen.com/
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Uso previsto

El kit therascreen BRAF RGQ PCR es una prueba de diagnéstico in vitro
disefiada para la deteccién de las cinco mutaciones sométicas encontradas
en el gen BRAF con el fin de proporcionar una valoracién cudlitativa del estado
de las mutaciones. El ADN serd extraido de tejido tumoral fijado en formalina
e impregnado en parafina (FFPE) y se analizard mediante una reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real en los equipos Rotor-Gene Q
MDx. Los resultados del kit therascreen BRAF RGQ PCR tienen como finalidad
ayudar al personal médico a la identificacién de pacientes con cdncer que
puedan beneficiarse de las terapias dirigidas a BRAF, como vemurafenib.

Tabla 1. Lista de mutaciones e identificadores COSMIC*

Mutacién Cambio de base ID COSMIC
V600E GTG>GAG 476
V600E compleja GTG>GAA 475
V600D GTG>GAT 473
V600K GTG>AAG 474
V600R GTIG>AGG 477

* Se utilizan los identificadores (ID) COSMIC del catdlogo de mutaciones somdticas
del cancer (Catalog of Somatic Mutations in Cancer):
www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic.

Resumen y explicacién

El kit therascreen BRAF RGQ PCR es un equipo listo para su uso que se ha
disefiado para la deteccién de cinco mutaciones somdticas en el gen BRAF
mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (RT PCR) en tiempo real
en el equipo Rotor-Gene Q MDx.
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Gracias a las tecnologias ARMS® (amplificacién refractaria de sistemas de
mutaciones) y Scorpions®, el kit therascreen BRAF RGQ PCR permite la
deteccién de las siguientes mutaciones en el codén 600 del oncogén BRAF
en ADN gendmico nativo.

W V600E
B V600E compleja (V60OOEc)
B V600D
B V600K
M V600R

Los métodos que se utilizan en este kit son altamente selectivos y, en funcidn

del volumen total de ADN presente, permiten detectar un bajo porcentaje de
mutaciones en ADN gendmico nativo. Los limites de selectividad y deteccién

son superiores a los de ofras tecnologias como la de secuenciacién mediante
terminadores fluorescentes.

Principio del procedimiento

El kit therascreen BRAF RGQ PCR combina las tecnologias ARMS y Scorpions
para detectar mutaciones de PCR en tiempo real.

ARMS

La tecnologia ARMS permite llevar a cabo una amplificacién especifica de los
alelos o las mutaciones. La enzima Tag ADN polimerasa (Tag) resulta eficaz
para diferenciar entre una coincidencia y un error de coincidencia en el
extremo 3' de un primer o primer de PCR. Algunas secuencias mutadas se
amplifican de forma selectiva, incluso en muestras cuya mayoria de secuencias
no presentan la mutacién, por ejemplo: Cuando la coincidencia con el primer
es completa, la amplificacién se produce con total eficacia. Cuando no hay
coincidencia con la base 3', Gnicamente tiene lugar una amplificacién de
fondo de nivel bajo.

Scorpions

La deteccién de la amplificacién se realiza mediante la tecnologia Scorpions.
Scorpions es una técnica de moléculas bifuncionales que contienen un primer
de PCR unido covalentemente a una sonda marcada con fluorescencia. El
fluoréforo de esta sonda se asocia a un quencher o silenciador, también
incorporado en la sonda, lo que reduce la fluorescencia. Durante la reaccién
de la PCR, cuando la sonda se une al amplicén, se separan el fluoréforo y el
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silenciador. El resultado es un aumento medible de la fluorescencia en el tubo
de reaccioén.

Formato del kit
El kit therascreen BRAF RGQ PCR se suministra con cinco ensayos:
B Un ensayo de control (mezcla de reaccién para control; CTRL)

B Cuatro ensayos de mutacidn (mezclas de reaccién de mutacién;

V600E/Ec, V600D, V600K y V6OOR)

El ensayo V60OE/Ec detecta la presencia de las mutaciones V60OE y V60OEc,
pero no distingue entre ellas.

Todas las mezclas de reaccidn son dobles y contienen reactivos para la
deteccién de dianas marcadas con FAM™ y un control interno marcado con
HEX™. Este ensayo de control interno controla la existencia de inhibidores que
puedan conducir a resultados de falsos negativos.

Ensayos

El kit therascreen BRAF RGQ PCR incluye un procedimiento de dos pasos.

En el primer paso, el ensayo de control se realiza para evaluar el ADN total
amplificable de BRAF de una muestra. En el segundo paso, tanto la mutacién
como los ensayos de control se realizan para determinar la presencia o
ausencia de ADN mutante.

Ensayo de control

El ensayo de control, marcado con FAM, sirve para valorar el ADN total
amplificable de BRAF de la muestra. El ensayo de control amplifica una regién
del exén 3 del gen BRAF. Los primers y la sonda Scorpions estdn disefiados
para realizar la amplificacién independientemente de los polimorfismos
conocidos del gen BRAF.

Ensayos de mutacién

Cada ensayo de mutacién contiene una sonda Scorpions marcada con FAM
y un primer ARMS para discriminar entre el ADN nativo y el ADN mutante
especifico.
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Controles

Nota: todas las series experimentales deben utilizar controles positivos
y negativos.

Control positivo

Cada serie debe contener un control positivo en los tubos del 1 al 5. El kit
therascreen BRAF RGQ PCR contiene control positivo (PC) de BRAF para
utilizarlo como molde en la reaccién de control positivo. Se evaluardn los
resultados de control positivo para garantizar que el kit funciona segin los
criterios de aceptacién indicados.

Control negativo

Cada serie debe contener un control negativo (“control sin molde”) en los tubos
del 9 al 13. El kit therascreen BRAF RGQ PCR contiene agua para el control sin
molde (NTC), que se utiliza como “molde” en el control sin molde. El control sin
molde se utiliza para evaluar las posibles contaminaciones durante la configu-
racién de la serie y para evaluar el rendimiento de la reaccién de control
inferna.

Evaluaciéon de la reaccién de control interna

Cada mezcla de reaccidn contiene un control interno, ademds de la reaccién
objetivo. Un error indica que pueden existir inhibidores que podrian derivar en
un resultado inexacto o bien que se ha producido un error de configuracién del
usuario para ese tubo. Si el error del control interno se debe a una inhibicién
de PCR, diluir la muestra podria reducir el efecto de los inhibidores, pero debe
tenerse en cuenta que esto también diluiria el ADN obijetivo. El kit incluye un
tubo de agua para la dilucién de la muestra (Dil.). La dilucién de muestras
debe realizarse con el agua para la dilucién de muestras (Dil.).

Valoraciéon de las muestras

Se recomienda encarecidamente utilizar la mezcla de reaccién para control
(CTRL) suministrada con el kit therascreen BRAF RGQ PCR a fin de valorar el
ADN total amplificable de BRAF de la muestra. El ensayo de control amplifica
una regién del exén 3 del gen BRAF. Se recomienda preparar las muestras
Unicamente con el ensayo de control usando el control positivo (PC) de BRAF
como control positivo y agua para el control sin molde (NTC) como control
sin molde.

Nota: la valoracién del ADN deberia basarse en la PCR y puede diferir de la
cuantificacién basada en las lecturas de absorbancia. Se suministra mezcla de
reaccién para control (CTRL) adicional para valorar la calidad y la cantidad de
las muestras de ADN antes del andlisis con el kit therascreen BRAF RGQ PCR.
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Materiales suministrados

Contenido del kit

therascreen BRAF RGQ PCR Kit (24)
N.° de referencia 870211
Nomero de reacciones 24
Control Reaction Mix

(mezcla de reaccién Rojo 1 CTRL 2 x 720 pl
para control o CTRL)

V600E/Ec Reaction Mix ,

(mezcla de reaccién V60OE/Ec) Prpura 2 N0/ e 7207
V600D Reaction Mix ,

(mezcla de reaccién V600D) Naranja 3 Ve00D 720yl
V600K Reaction Mix

(mezcla de reaccién V600K) A £ VB 720 pl
V60O0R Reaction Mix

(mezcla de reaccién V60OR) Verde > VOOOR 720yl
BRAF Positive Control :

(control positivo de BRAF) Beis S 230
Tag DNA Polymerase

(Tag ADN polimerasa) Menta faq 280l
Water for NTC

(agua para el NTC) Blanco NTC 1,9 ml
Woater for Sample Dilution

(agua para la dilucién de la Blanco Dil. 1,9 ml

muestra)

therascreen BRAF RGQ PCR Kit Handbook

(manual de uso en inglés)

Manual de uso del kit therascreen BRAF RGQ PCR 06/2016




Materiales requeridos pero no suministrados

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio
adecuada, guantes desechables y gafas protectoras. Para obtener més
informacién, consulte las hojas de datos correspondientes sobre seguridad
(SDS), que puede solicitar al proveedor del producto.

Reactivos

Kit para el aislamiento de ADN (consulte “Extraccién y preparacién del
ADN”, en la pégina 14)

B Xileno

M Etanol (96-100%)*

Consumibles

B Tubos de microcentrifuga de 1,5 ml 0 2 ml (para los pasos de lisis)

B Tubos de microcentrifuga de 1,5 ml (para los pasos de elucién)
(suministrados por Brinkmann [Safe-Lock, n.° de referencia 022363204],
Eppendorf [Safe-Lock, n.° de referencia 0030 120.086] o Sarstedt
[Safety Cap, n.° de referencia 72.690])"

B Pipetas exclusivas* (ajustables) para la preparacién de muestras

B Pipetas exclusivas* (ajustables) para la preparacién de la mezcla maestra
para PCR

B Pipetas exclusivast (ajustables) para la dispensacién de ADN molde

B Puntas de pipeta estériles con filtros (para evitar la contaminacién cruzada,
recomendamos puntas de pipeta con barreras para aerosoles)

Equipo

B Agitador calentador, incubador orbital térmico, bloque térmico o bafio
de agua que permita la incubacién a 90 °C*

B Centrifuga de mesat con rotor para tubos de reaccién de 2 ml

B Voértex?

10

No utilice alcohol desnaturalizado, que contiene otras sustancias como metanol
o metiletilcetona.

Esta no es una lista de proveedores completa.

Compruebe que los equipos se han revisado y calibrado segin las recomendaciones
del fabricante.
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Equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*T con canales de fluorescencia
para Cycling Green y Cycling Yellow (deteccién de FAM y HEX,
respectivamente)

Software Rotor-Gene Q, versién 2.3 con software BRAF Assay Package
(versidn 3.1.1) instalado para la deteccién de mutaciones automatizada
(consulte el apartado “Apéndice II: instalacién del software therascreen
BRAF Assay Package”, en la pdgina 89)

Nota: el software Rotor-Gene Q se puede utilizar sin el software BRAF
Assay Package para la deteccién de mutaciones manual. Consulte el

apartado “Apéndice |: protocolo manual del kit therascreen BRAF RGQ
PCR”, en la pdgina 60.

0.1 ml Strip Tubes and Caps (tubos y tapones de tiras de 0,1 ml) para
uso con un rotor de 72 pocillos (QIAGEN, n.° de referencia 981103
0 98110¢)

Tubos estériles de microcentrifuga para la preparacién de las mezclas
maestras

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (tubos de 72 x 0,1 ml de bloque de
carga), blogue de aluminio para la configuracién de reaccién manual
con pipeta de un solo canal (QIAGEN, referencia 9018901

Advertencias y precauciones

Para uso de diagndstico in vitro

Informacién de seguridad

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio
adecuada, guantes desechables y gafas protectoras. Para obtener més
informacién, consulte las hojas de datos correspondientes sobre seguridad
(SDS). Puede obtenerlas en linea en el préctico y compacto formato PDF en
www.giagen.com/safety, desde donde también podré buscar, ver e imprimir

las hojas de datos SDS de todos los kits y componentes de los kits QIAGEN®,

* Compruebe que los equipos se han revisado y calibrado segin las recomendaciones

T

del fabricante.
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En ofros paises, si corresponde, se puede utilizar el equipo Rotor-Gene Q 5plex HRM con
una fecha de produccién de mayo de 2011 o posterior. La fecha de produccién se puede
obtener del nimero de serie situado en la parte posterior del equipo. El nimero de serie
presenta el formato “mmaannn”, donde “mm” indica el mes de produccién en digitos,
“aa” indica los dos Gltimos digitos del afio de produccién y “nnn” indica el identificador
exclusivo del equipo.
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Precauciones generales

El usuario debe proceder siempre de acuerdo a las siguientes
recomendaciones:

Almacene y extraiga el material positivo (muestras y controles positivos)
por separado del resto de reactivos y aiddalo a la mezcla de reaccién
en una zona separada fisicamente.

Extreme la precaucién para evitar la contaminacién de las reacciones

de PCR con material de control sintético. Es recomendable usar pipetas
especificas independientes para preparar las mezclas de reaccién y afadir
ADN molde. La preparacién y dispensacién de las mezclas de reaccién
deben realizarse en una zona separada de la zona donde se afade el
molde. Los tubos de Rotor-Gene Q no se deben abrir después de haber
finalizado la serie PCR. Con ello, se evita la contaminacién del laboratorio
con productos posteriores a la PCR.

Los reactivos del kit therascreen BRAF RGQ PCR presentan una dilucién
Sptima. No se recomienda una mayor dilucién de los reactivos puesto que
estos podrian perder eficacia. No se recomienda utilizar volimenes de
reaccién inferiores a 25 pl puesto que se incrementaria el riesgo de
resultados falsos negativos.

Todos los reactivos del kit therascreen BRAF RGQ PCR se han formulado
especificamente para obtener un rendimiento éptimo. Todos los reactivos
suministrados con el kit therascreen BRAF RGQ PCR se suministran para
su uso exclusivo con ofros reactivos del mismo kit therascreen BRAF RGQ
PCR. Para mantener un rendimiento éptimo de los reactivos del kit, no los
sustituya.

Utilice dnicamente la Tag ADN polimerasa (Taq) suministrada con el kit.
No la sustituya por Tag ADN polimerasa de otros kits del mismo o de otro
tipo ni por Tag ADN polimerasa de otro fabricante.

Almacenamiento y manipulacién de reactivos

El kit therascreen BRAF RGQ PCR se suministra en hielo seco y debe mantenerse
congelado a la llegada. En caso de que el kit therascreen BRAF RGQ PCR

no esté congelado a la llegada, de que el embalaje externo se haya abierto
durante el transporte o de que el envio no incluya la nota de embalaije, el
manual o los reactivos, péngase en contacto con los departamentos del servicio
técnico de QIAGEN (consulte la contraportada o visite www.giagen.com).
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Tras recibirlo, debe almacenar el kit therascreen BRAF RGQ PCR inmediata-
mente en un congelador a una temperatura constante de =15 a =30 °Cy
protegido de la luz. Los primers Scorpions (asi como todas las moléculas
marcadas con fluorescencia) deben protegerse de la luz para evitar el
blanqueamiento.

Cuando se almacena en las condiciones recomendadas en el embalaje
original, el kit es estable hasta la fecha de caducidad que figura en la caja.
No es aconsejable descongelarlo y volver luego a congelarlo. No exceda un
mdéximo de 6 ciclos de congelacién-descongelacién.

Manipulacién y almacenamiento de muestras

Nota: todas las muestras deben manipularse como material potencialmente
infeccioso.

El material de las muestras debe ser ADN gendémico humano, obtenido de
muestras de tejido fijado en formalina e impregnado en parafina (FFPE).

Las muestras se deben transportar de acuerdo con la metodologia anatomo-
patolégica estédndar para garantizar la calidad de las muestras.

Existe la posibilidad de que las muestras de tumores y los datos de una muestra

de tumor no coincidan con otras secciones del mismo tumor. Las muestras de
tumores también pueden contener tejido no tumoral. En un principio, no se

prevé que el ADN del tejido no tumoral contenga las mutaciones que detecta
el kit therascreen BRAF RGQ PCR.

Manual de uso del kit therascreen BRAF RGQ PCR 06/2016
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Procedimiento

Extraccion y preparacién del ADN

Las caracteristicas de rendimiento del kit therascreen BRAF RGQ PCR se han
determinado mediante ADN extraido con el kit QlAamp FFPE Tissue (QIAGEN,
n.° de referencia 56404). Si se utiliza el kit QlAamp FFPE Tissue, lleve a cabo
la extraccién del ADN de acuerdo con las instrucciones del manual y tenga en
cuenta las recomendaciones siguientes:

B Los cortes de FFPE deben colocarse en un portaobjetos de vidrio.

B El exceso de parafina localizado alrededor de los cortes tisulares debe
retirarse mediante un bisturi estéril nuevo.

B El corte tisular debe depositarse en los tubos de microcentrifuga utilizando
un bisturi nuevo para cada muestra que se vaya a extraer.

B El ADN gendmico purificado debe eluirse en 120-200 pl de tampén ATE
(suministrado en el kit QlAamp DNA FFPE Tissue). Almacene el ADN

gendémico purificado a una temperatura de entre —=15 y -30 °C.

La valoracién del ADN deberia basarse en la mezcla de reaccién para control
(CTRL) suministrada con el kit therascreen BRAF RGQ PCR y puede diferir de la
cuantificacién basada en las lecturas de absorbancia. Se suministra mezcla de
reaccién para control (CTRL) adicional para valorar la calidad y la cantidad de
las muestras de ADN antes del andlisis con el kit therascreen BRAF RGQ PCR.

Nota: para garantizar suficiente ADN para el andlisis, se recomienda extraer
conjuntamente dos portaobjetos de FFPE como minimo en primera instancia y
valorarlos con el ensayo de control. Si se ha obtenido ADN suficiente para la
PCR, pueden extraerse mds portaobjetos y agrupar el ADN.

Nota: para garantizar suficiente ADN para el andlisis, los cortes de FFPE deben
tener un grosor minimo de 5 pm.

Todos los ensayos del kit therascreen BRAF RGQ PCR generan productos de
PCR cortos. Sin embargo, el kit therascreen BRAF RGQ PCR no funciona
correctamente con un ADN excesivamente fragmentado.
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Protocolo: valoracién de las muestras

Este protocolo se utiliza para valorar el ADN amplificable total de las muestras
mediante BRAF CE Sample Assessment Locked Template (Assay Package) para
la valoracién de muestras automatizada.

Nota: para obtener informacién sobre la valoracién manual de las muestras,

consulte el apartado “Apéndice |: protocolo manual del kit therascreen BRAF
RGQ PCR”, en la pdgina 60.

Cuestiones importantes antes de comenzar

B Antes de iniciar el procedimiento, consulte el apartado “Precauciones
generales”, en la pégina 12.

B Témese su tiempo para familiarizarse con el equipo Rotor-Gene Q MDx
antes de iniciar el protocolo. Consulte el manual del usuario del equipo.

B No mezcle en vértex la enzima Tag ADN polimerasa (Tag) ni ninguna otra
mezcla que contenga Tag ADN polimerasa, ya que esto inactivaria la
enzima.

B Pipetee la enzima Tag ADN polimerasa (Tag). Para ello, introduzca la
punta de la pipeta justo debajo de la superficie del liquido para evitar que
la punta se cubra de enzima en exceso.

B Lo mezcla de reaccién para control (CTRL) disponible permite evaluar hasta
24 muestras.

Antes de comenzar

B Compruebe que se haya instalado el software therascreen BRAF Assay
Package antes de utilizar el equipo Rotor-Gene Q por primera vez
(consulte el apartado “Apéndice II: instalacién del software therascreen

BRAF Assay Package” en la pdgina 89).

B Antes de cada uso, es necesario descongelar todos los reactivos durante al
menos 1 hora a temperatura ambiente (15-25 °C), mezclarlos invirtiendo
cada tubo 10 veces y centrifugarlos brevemente para recoger el contenido
de la parte inferior del tubo.

B Asegurese de que la enzima Tag ADN polimerasa (Taq) se encuentra a
temperatura ambiente (15-25 °C) antes de cada uso. Centrifugue el tubo
brevemente para que la enzima se deposite en el fondo del tubo.
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Procedimiento

1. Descongele la mezcla de reaccién para control (CTRL), el agua para el
control sin molde (NTC) y el control positivo (PC) a temperatura ambiente
(15-25 °C) durante al menos 1 hora. Cuando se hayan descongelado
los reactivos, mézclelos invirtiendo cada tubo 10 veces para evitar
concentraciones localizadas de sales. A continuacién, centrifiguelos
brevemente para que el contenido se deposite en el fondo del tubo.

2. Prepare cantidades suficientes de mezclas maestras (mezcla de reaccién
para control [CTRL] més la enzima Taq ADN polimerasa [Taq]) para
muestras de ADN, una reaccién de control positivo y una reaccién de
control sin molde, segun los volumenes indicados en la tabla 2. Incluya
reactivos para una muestra adicional a fin de que exista excedente
suficiente para la configuracién de la PCR.

La mezcla maestra contiene todos los componentes necesarios para PCR
excepto la muestra.

Tabla 2. Preparacién de la mezcla maestra de ensayo para control*

Componente Volumen

Mezcla de reaccién para control (CTRL) 19,5 pl x (n+1)*
Tag ADN polimerasa (Tagq) 0,5 pl x (n+1)*
Volumen total 20,0 pl/reaccién

* n = n0mero de reacciones (muestras y controles). Cuando realice la mezcla maestra,

no olvide preparar la cantidad suficiente para 1 muestra adicional (n+1) a fin de que
exista excedente suficiente para la configuracién de la PCR. El valor n no deberia ser
superior a 26 (24 muestras, més 2 controles).

3. Mezcle bien la mezcla maestra pipeteando suavemente arriba y abajo
10 veces. Coloque el nimero adecuado de tubos de tiras en el bloque de
carga segun el esquema de la ilustracién 1. Afiada inmediatamente 20 pl
de la mezcla maestra en cada tira de tubo para PCR.
Los tapones permanecen en el contenedor de pldstico hasta que son
necesarios. Para la valoracién de muestras, la mezcla maestra para ensayo
de control debe afadirse a un pocillo de control positivo, un pocillo de
control negativo y un pocillo por cada muestra.
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Ensayo

Control 9 17 25 = = - - _
Control 10 18 26 = = - - -
Control 11 19 - = = - - _
Control 4 12 20 - = = - - _
Control 5 13 21 - = = — - _
Control 6 14 22 - = = - - _
Control 7 15 23 - = = - - _
Control 8 16 24 - = = — - _

llustracién 1. Disposicién de los ensayos de evaluacién de muestras en el bloque de carga.
Los ndmeros indican las posiciones en el bloque de carga y la posicién final del rotor.

4. Aiiada inmediatamente 5 pl de agua para el control sin molde (NTC) al tubo
de control sin molde (nimero del tubo de PCR: 2) y tapelo. Afiada 5 pl de
cada muestra a los tubos de muestra (nGmeros de los tubos de PCR: del 3
al 26) y tépelos. Afiada 5 pl de control positivo (PC) de BRAF al tubo de
control positivo (nimero del tubo de PCR: 1) y tépelo.

Marque los tapones de los tubos para indicar la direccién en la que se
deben cargar los tubos en el equipo Rotor-Gene Q MDx.

5. Después de cerrar todos los tubos de PCR, realice una comprobacién visual
de los niveles de llenado de los tubos de muestras para asegurarse de que
la muestra se ha anadido a todos los tubos.

6. Invierta todos los tubos de PCR (4 veces) para mezclar las muestras y las
mezclas de reaccién.

7. Coloque los tubos de tiras de PCR en las posiciones apropiadas en el rotor
de 72 pocillos (ilustracién 1). Si el rotor no esta totalmente lleno, debe
rellenar todas las posiciones vacias con un tubo tapado vacio.

8. Coloque inmediatamente el rotor de 72 pocillos en el equipo Rotor-Gene Q
MDx. Asegurese de que el anillo de fijacién (accesorio del equipo Rotor-
Gene Q) se encuentra en la parte superior del rotor para proteger los
tubos durante la serie.

9. Inicie el software Rotor-Gene Q. Para ello, haga doble clic en el icono
“therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template” (Molde
bloqueado de valoracién de muestras de BRAF CE de therascreen) del
escritorio del portdtil conectado al equipo Rotor-Gene Q MDx (consulte
la ilustracién 2).
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Lt

therascreen

BRAF CE

Sample
Aszsessment
Locked
Template

llustracién 2. Icono “therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template” (Molde
bloqueado de valoracién de muestras de BRAF CE de therascreen).

10. La pestaiia “Setup” (Configuracién) (consulte la ilustracién 3) se abre de
manera predeterminada. Confirme que el anillo de fijacién esté sujeto
y marque la casilla “Locking Ring Attached” (Anillo de fijacién sujeto).
Cierre la tapa del equipo Rotor-Gene Q.

Fotce -Gene O Sevies Software VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Sample Assesiment Locked Template 2004-09-12 (1) - [BRAF Analysis] s e S
Ede Help 2 %
View asasn
b ]
.I — Sotup I
Thiz sciven dieplaps miscelanoous selu opbons for the run. Comglebe the Sekds snd clck Start Flun when pou are 1eady bo begin the n
= Hotes ;
KR Nams: Fessacieen SFAL Ro0 Rotor: [57| acking Ring Anached
Templste Version: 111
Fun 10: - - T Layout of the pipsting adapier
Impon Samples |
Sl
Sl Home
[SampleiD | Sample Hiame | Prston 2

When the run setings have bsen confimed, chck St Flur o begn the n. [ 57 Stut Run ' i

FRoba-Giena O Senes Sofvwere 231 Sherancreen BRAF Modde VIRTUAL MOOE | Cument User GLOBAL/ZimmerB JAdmant stors|

llustracién 3. Pestaiia “Setup” (Configuracién) (1) y opcién “Locking Ring Attached” (Anillo de
fijacion sujeto) (2)

11. Introduzca el identificador de la serie en el campo “Run ID” de acuerdo con
la convencién de nomenclatura local. Escriba el nombre de la muestra en el
campo “Sample Name” segin la convencién de nomenclatura local y pulse
la tecla Enter. Al hacerlo, se anade el nombre de la muestra a la lista de
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muestras que aparece mds abajo y se le asigna un identificador (“Sample
ID” 1, 2, 3, efc.). Ademads, se actualiza el panel “Layout of the pipetting
adapter” (Esquema del adaptador de pipeteo) situado a la derecha con

el nombre de la muestra (ilustracién 4).

Nota: también existe la posibilidad de importar los nombres de las mues-
tras almacenadas en los formatos *.smp (archivo de muestras de Rotor-
Gene Q) o *.csv (valores separados por comas) mediante el botén “Import
Samples” (Importar muestras). Con este método, los nombres de las
muestras se introducen automdticamente.

Nota: en el panel “Layout of the pipetting adapter” (Esquema del adap-
tador de pipeteo), compruebe que la nueva muestra aparezca resaltada
con un color distinto y que el nombre de la misma aparezca en la posicién
de muestras (ilustracién 4).

Nota: los nombres de las muestras con més de 8 caracteres no pueden
mostrarse al completo en el panel “Layout of the pipetting adapter”
(Esquema del adaptador de pipeteo).

" Ptor-Gene § Sevies Soware VIRTUAL MOD - therascreen BAAF CE Sample Assessment Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anabysis] L e
File Help - i@l

st

Setup 1

This screen daplays miscellanaous sebup opbons lor the un. Complete the Belds and chok Sta Fun when you a6 ready 1o begen the un
Motes
Rotor (57| eiing Rirg Atached

Template Verson ana P,
1 %

Kit Hame: therascresn BRAF RGO
PCR KR

IR«-IB' [OMA S ample Arseriment I Laposit of the pipetting adapier
5 G S | ;
Samgies
2 SaglaMame: |
ample D) N
Samgle 1

‘wihasn e run setings have been confimed, chck. Stat Flun 1o begn the . 57 StatBun |

Roigrfiene O Senea Software 231 thersscieen BRAF Module VIRTUAL MODE ' Curent User: GLOBAL ZimmesB [Admanatraton)

llustracién 4. Introduccién del identificador de la serie (“Run ID”) y del nombre de la muestra
(“Sample Name”). (1 = Campo “Run ID” [Identificador de la serie], 2 = Campo “Sample
Name” [Nombre de la muestra], 3 = Lista de muestras, 4 = Panel “Layout of the pipetting
adapter” [Esquema del adaptador de pipeteo], 5 = Botén “Import Samples” [Importar
muestras].)
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12. Repita el paso 11 para introducir los nombres de todas las muestras
adicionales (ilustracion 5).

Nota: para editar el nombre de una muestra, haga clic en la opcién
“Sample Name” de la lista de muestras para que la muestra seleccionada
aparezca en el campo “Sample Name” anterior. Modifique el nombre de
la muestra segin la convencién de nomenclatura local y pulse la tecla Enter
para actualizar el nombre.

" Pator Gene Q Seves Saktmare VIRTUAL MODE - therascreen BRAT CE Sample Assessment Lockes Template 2014.09-12 (1) - [BFAF Anaysis] R — ]
File Help fix
= sssss

Sotup 1 Fa Progae Al

Thiz scrmen displaps miscelanoous selup ophons for the . Comglete the Skt and clck Start Flun when pou are 1oady to begin the .

Hotes ;
Kt Wame: hasaicsesn BRAF RGO ROWE (5 oy Ry Aachad '

PR KA
Template Verion: 311
Aun 10: [y re— Layout of the pipetting adupher
I Samglet o
s Sancie 7
b
.I s |
outon2  Paston10
b .

i P Paston |
T Sangle | NTC smgle
2 Sunple 2 Corbol o
3 Sapia 3
4 Sample 4
S Camph S P
& S Sance
Samgle 7
 Sample §
Pouton &
Samghe 4
Conbed
Posson 7
Sample §
_ f
Pouon il
Samgle €
Corbod
When nga have b d, chok St Fun o begnthe . (57 Swtfun |
Ficka Gena 0 Seves Soltware 211 Wesarcroan BRAF Modde VIRTUAL MODE | Cusrent Liser GLOBAL/Zimeesd {Acimististoes|

llustracién 5. Introduccién de nombres de muestra adicionales en el campo “Sample Name”
(1 = Campo “Sample Name” [Nombre de la muestra], 2 = Lista de muestras, 3 = Panel
“Layout of the pipetting adapter” [Esquema del adaptador de pipeteo])
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13. Cuando haya terminado de introducir todos los nombres de las muestras,
compruebe que sean correctos. Si es necesario, incluya cualquier informa-
cién adicional en el campo “Notes” (Notas) y haga clic en el botén “Start
Run” (Iniciar la serie) (ilustracion 6).

Nota: si queda alguna posicién del rotor vacia, aparecerd un mensaje
de advertencia (“Warning”) (ilustracién 6) para recordarle que deben
ocuparse todas las posiciones sin utilizar del rotor con tubos vacios
tapados. Compruebe que todas las posiciones sin utilizar del rotor
contengan un tubo vacio tapado y haga clic en “OK” (Aceptar) para
continuar.

" Rotcr-Gene O Series Software VIRTUAL MODE - thevascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anslys] =i e

Vi

et

Sotup L

Thiz screen dhaplays miscelanaous setup oplions hr the run. Complebe the bokds and chck Stan Flun when wou s stady b bagn Bhe
= [T
Rotor: [55 | ceking Fiing Alachad

oo 30 1

Eit Nama: thesssscresn BRAF RGO

Fun 1D [y re—— Laoul of th ppefing sdacar
Impot S.amges |
Samgle:
Sasgls Hame
T —— ] Rotor-Gere Q Seres Softmare ol
Sangls ID e i .
Sarngie 1
2 Samgle 2 Waening - There are unused Rotor Tubes.
Sample 3
4 Saengle & Plesse il 48 unased postions with amphy tubes
5 Snple 5 Do you with to continue? 3
Samgie &
T Sarrgle 7
8 Savpie 8§
o || el
— "

.......

2 Sampie £
wh...o-nmwm;hmummcki;u.\-nwmw»-nmII{'}i’ giatFun_| I

FRolgrfiene O Senes Software 231 Serscreen BRAF Modde VIRTUAL MODE | Curert Uter GLOBAL/ZimmerB phdmetistors]

llustracién 6. Campo “Notes” (Notas) (1), botén “Start Run” (Iniciar la serie) (2) y mensaje
“Warning” (Advertencia) sobre las posiciones sin utilizar del rotor (3)
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14. Aparecerd una ventana “Save As” (Guardar como). Seleccione un nombre
de archivo adecuado y guarde la serie de PCR como un archivo ejecutable
*.rex en la ubicacién seleccionada. Luego, haga clic en el botén “Save”
(Guardar) (ilustracién 7).

[% Save As ﬁ
- o — ;

@'\_/ @ |50 » Favorites = | 44 ||| Search Favorites )

| - -

| Organize = i 2 (7]

4 .0 Favorites ! Desktop
| B Desktop e

& Downloads

Dewnloads

-, Recent Places

4 Libraries

1% Computer

|
1 — 1 Fﬁ MNetwork
|
|
‘ File name: therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template 2014-09-12 (1).rex -
2 ‘ Save as type: | Run File (*.rex) A
| (= Hide Folders I Save II Cancel

llustracién 7. Guardado del archivo ejecutable (1 = Ventana “Save As” [Guardar como],

2 = Campos “File Name” [Nombre de archivo] y “Save as type” [Guardar como tipo],
3 = Botdn “Save” [Guardar])
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15. Comienza la serie de PCR.

Nota: cuando empieza la serie, la pestafia “Run Progress” (Progreso de la
serie) se abre automdticamente para mostrar el registro de la temperatura
y el tiempo restante para finalizar la serie (ilustracién 8).

1

Rsten-Gene G Senes Sofware VIRTUAL MODE - thesuscreen BRAF CF Sameple Assessment Locked Template 2014-09012 (1) - [BRAF Anabysia} & et i

File Help =iFin

View e
Sk 1 fin Progpess ]
104 minute(s) ramairing
Tamperoture Trace - Temp ("C) vs Time (min)
I
3
e
3
o
0
k5
E0
45
o
2
0
el
15
10
k
Ll i mn 2 {~11]
Al S —
Fuosge Giene 0 Semen Sofware 231 themaacusen BRAF Modde |VIFITUAL MODE | Cument User GLOBAL et [Adminsiaton|

llustracién 8. Pestaia de progreso de la serie (“Run Progress”)
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16. Una vez finalizada la serie, se abre automaticamente la pestaiia “Analysis”
(Andlisis).
Nota: si la pestaiia “Analysis” no se abre, haga clic en la pestafa
“Analysis” (ilustracién 9).
Nota: encontrard una explicacién sobre el método de célculo empleado en
el apartado “Interpretacién de los resultados” de la pdgina 39.

" e nep -joix
= oo
Smp 3 Bun Progess 1 Anabyzss — .I
__Beor |
Contiol flun Sanple Ao Table:
Tk D |Sanghe o I [Fiaga s [T 2
1 PC Contsal 208 Wakd
2 NTC Contrad 240 - ik
3 Sangle 1 ) ket

{RotacGene O Senes Soltwase 231 thenaacosen BRAF Moduls | VIATUAL MODE | Cument Liser GLOBAL Tinmert [Admirictraton|

llustracién 9. Pestafia “Analysis” (Andlisis) e informe de los resultados (1 = pestafia “Analysis”
[Andlisis], 2 = “Sample QC Result Table” [Tabla de resultados de CC de la muestral])

17. Los resultados de control se presentan de la siguiente manera en la tabla de

resultados del CC de la muestra “Sample QC Result Table” (ilustracién 9).

M Controles de la serie (PC y NTC, posiciones 1y 2 de tubos
respectivamente). Si los resultados se hallan dentro de los rangos
aceptables, cada uno mostrard el valor “Valid” (Vélido); de lo
contrario, aparecerd el valor “Invalid” (No vélido).

B Un valor de Cr > 32,00 para la reaccién de control de la muestra
generard un resultado “Invalid” (No vélido). La cantidad de ADN no es
suficiente para realizar el andlisis de la mutacién. Es necesario volver
a analizar la muestra. Si la cantidad de ADN sigue siendo insuficiente,
extraiga mds tejido tumoral si es posible (consulte el apartado “Guia de
resolucién de problemas” en la pégina 41).
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B Un valor de Cr < 21,95 para la reaccién de control de la muestra generard
un resultado “Invalid” (No vdlido). La concentraciéon de ADN es dema-
siado alta para realizar el andlisis de la mutacién. Diluya la muestra con
agua exenta de nucleasas (Dil.) y repita el andlisis. Diluya hasta obtener
un valor de Cr comprendido entre 21,95 y 32,00. Una dilucién 1:1
aumenta el valor de Cr en aproximadamente 1,0.

B Un valor de C; de la reacciéon de control de la muestra de 21,95-32,00,
(21,95 < Cr de control > 32,00) generard un resultado “Valid” (Vélido).
La concentracién de ADN es adecuada para realizar el andlisis de
mutacion.

Nota: si fuera necesario volver a realizar una extraccién o una dilucién,
repita la reaccién de control para confirmar que la concentracién de ADN
es la adecuada para realizar el andlisis.
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18. Si lo deseq, puede generar archivos de informe haciendo clic en el botén
“Report” (Informe). Aparecerd la ventana “Report Browser” (Explorador de
informes). En el apartado “Templates” (Moldes), seleccione “BRAF CE
Analysis Report” (Informe del andlisis de BRAF CE) y luego haga clic en el
boton “Show” (Mostrar) (ilustracién 10).

Nota: existe la posibilidad de guardar los informes en otra ubicacién en
formato de archivo Web si se hace clic en el botén “Save As” (Guardar
como) situado en la esquina superior izquierda de cada informe.

1 Rotor-Gene  Series Sobtware VIRTUAL MODE - 354 SA_Sample_Control CtFamsMinCtFam_CtFams MaxCtGood_NeCtHex sex-revHEAD senD00 tmp « [BRAF Anstysia] a0 o
T Fi reriy

Conbiol Run Sangle Aesull T able:

JLi O Senms SoMwpe 231 thessicinen BRAF Modde VIRTUAL MOOE  Cumerd User GLDBAL e (Admwustestons]

llustracién 10. Seleccién del informe de andlisis de BRAF CE (“BRAF CE Analysis Report”)
(1 = Botdn “Report” [Informe], 2 = “Report Browser” [Explorador de informes], 3 = “BRAF
CE Analysis Report” [Informe del andlisis de BRAF CE], 4 = Botén “Show” [Mostrar])
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Protocolo: deteccion de mutaciones de BRAF

Este protocolo esté disefiado para la deteccién de mutaciones de BRAF.
Cuando una muestra se considera correcta segin la evaluacién de muestras,
se puede analizar mediante los ensayos de mutacién de BRAF con software
automatizado.

Nota: para obtener informacién sobre la deteccién manual de las muestras,

consulte el apartado “Apéndice |: protocolo manual del kit therascreen BRAF
RGQ PCR”, en la pdgina 60.

Cuestiones importantes antes de comenzar

Antes de iniciar el procedimiento, consulte el apartado “Precauciones
generales”, en la pégina 12.

Témese su tiempo para familiarizarse con el equipo Rotor-Gene Q MDx
antes de iniciar el protocolo. Consulte el manual del usuario del equipo.

No mezcle en vértex la enzima Tag ADN polimerasa (Tag) ni ninguna otra
mezcla que contenga Tag ADN polimerasa, ya que esto inactivaria la
enzima.

Para utilizar el kit therascreen BRAF RGQ PCR de forma eficaz, es preciso
agrupar las muestras en lotes de 6 como minimo. Un tamafio de lote

inferior implica una capacidad de andlisis de muestras inferior con el kit
therascreen BRAF RGQ PCR.

Pipetee la enzima Tag ADN polimerasa (Tag). Para ello, introduzca la
punta de la pipeta justo debajo de la superficie del liquido para evitar
que la punta se cubra de enzima en exceso.

Antes de comenzar

Compruebe que se haya instalado el software therascreen BRAF Assay
Package antes de utilizar el equipo Rotor-Gene Q por primera vez

(consulte el apartado “Apéndice I: protocolo manual del kit therascreen
BRAF RGQ PCR” en la pdgina 60).

Antes de cada uso, es necesario descongelar todos los reactivos durante al
menos 1 hora a temperatura ambiente (15-25 °C), mezclarlos invirtiendo
cada tubo 10 veces y centrifugarlos brevemente para recoger el contenido
de la parte inferior del tubo.

Asegurese de que la enzima Tag ADN polimerasa (Tag) se encuentra a
temperatura ambiente (15-25 °C) antes de cada uso. Centrifugue el tubo
brevemente para que la enzima se deposite en el fondo del tubo.
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Procedimiento

1.

3.

28

Descongele las mezclas de reaccién, el agua para el control sin molde (NTC)
y el control positivo (PC) de BRAF a temperatura ambiente (15-25 °C)
durante al menos 1 hora. Cuando se hayan descongelado los reactivos,
mézclelos invirtiendo cada tubo 10 veces para evitar concentraciones
localizadas de sales. A continuacién, centrifiguelos brevemente para que

el contenido se deposite en el fondo del tubo.

Prepare cantidades suficientes de mezclas maestras (mezcla de reaccién
mds la enzima Taq ADN polimerasa [Taql) para muestras de ADN, una
reaccién de control positivo y una reaccién de control sin molde, segin los
volumenes indicados en la tabla 3. Incluya reactivos para una muestra

adicional a fin de que exista excedente suficiente para la configuracién
de la PCR.

Las mezclas maestras contienen todos los componentes necesarios para
la PCR excepto la muestra.

Tabla 3. Preparacién de las mezclas maestras del ensayo*

Volumen de mezcla  Volumen de Tag ADN
Ensayo de reaccién polimerasa (Taq)

Control 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600E/Ec 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600D 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600K 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
V600R 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)

* n = n0mero de reacciones (muestras y controles). Cuando realice la mezcla maestra,

no olvide preparar la cantidad suficiente para 1 muestra adicional (n+1) a fin de que
exista excedente suficiente para la configuracién de la PCR.

Mezcle bien la mezcla maestra pipeteando suavemente arriba y abajo

10 veces. Coloque el nimero adecuado de tubos de tiras en el bloque de
carga segun el esquema de la ilustracién 11. Afiada inmediatamente 20 pl
de mezcla maestra a cada tubo de tira de PCR (no suministrada).

Los tapones permanecen en el contenedor de pldstico hasta que son
necesarios.
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Controles NUmero de muestras

Ensayo PC |[NTC| 1 2 3 4 5 6 7
Control 1 9 17 | 25 33 | 41 49 | 57 | 65
V600E/Ec 10| 18 26 | 34 | 42 | 50 | 58 | 66

2
V600D 3 111 19 | 27 | 35 | 43 | 51 59 | 67
V600K 4 |12 | 20 | 28 | 36 | 44 | 52 | 60 | 68
5

13 | 21 29 | 37 | 45 | 53 | 6] 69

V600R

llustracién 11. Disposicién de los ensayos de control y mutacién en el bloque de carga.
Los ndmeros indican la posicién en el bloque de carga y la posicién final del rotor.

4. Anada inmediatamente 5 pl de agua para el control sin molde (NTC) a los
tubos de tiras de PCR de control sin molde (nimeros de los tubos de PCR:
del 9 al 13) y tépelos. Afiada 5 pl de cada muestra en los tubos de muestras
(ndmeros de los tubos de PCR: 17-21, 25-29, 33-37, 41-45, 49-53, 57-61
y 65-69) y tapelos. Aiiada 5 pl de control positivo (PC) de BRAF a los tubos
de control positivo (nmeros de los tubos de PCR: del 1 al 5) y tapelos. Cada
muestra de ADN se debe analizar tanto con el ensayo de control como con
todos los ensayos de mutacién.

Marque los tapones de los tubos para indicar la direccién en la que se
deben cargar los tubos en el equipo Rotor-Gene Q MDx.

5. Después de cerrar todos los tubos de PCR, realice una comprobacién visual
de los niveles de llenado de los tubos de muestras para asegurarse de que
la muestra se ha afiadido a todos los tubos.

6. Invierta todos los tubos de PCR (4 veces) para mezclar las muestras y las
mezclas de reaccién.

7. Coloque los tubos de tiras de PCR en las posiciones apropiadas en el rotor
de 72 pocillos (ilustracién 11).

Cada serie de PCR admite un mdximo de 7 muestras. Si el rotor no esté
totalmente lleno, debe rellenar todas las posiciones vacias con un tubo
tapado vacio.
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8.

Coloque inmediatamente el rotor de 72 pocillos en el equipo Rotor-Gene Q
MDx. Asegurese de que el anillo de fijacién (accesorio del equipo Rotor-
Gene Q) se encuentra en la parte superior del rotor para proteger los tubos
durante la serie.

Inicie el software Rotor-Gene Q y abra el molde simultaneamente haciendo
doble clic en el icono “therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked
Template” (Molde bloqueado de valoracién de muestras de BRAF CE de
therascreen) del escritorio del portatil conectado al equipo Rotor-Gene Q

(ilustracién 12).
8

therascreen
BRAF CE
Mutation
Analysis
Locked

Template

llustracién 12. Icono “therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template” (Molde
bloqueado de andlisis de mutaciones BRAF CE de therascreen)
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10. La pestaiia “Setup” (Configuracién) (consulte la ilustracién 13) se abre de
manera predeterminada. Confirme que el anillo de fijacién esté sujeto
y marque la casilla “Locking Ring Attached” (Anillo de fijacién sujeto).
Cierre la tapa del equipo Rotor-Gene Q.

Fator-Gene Q Series Soltware VIRTUAL MODE - iheraicreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Anabysis] O ]
Fie Help
View Seees
AN
.I ot | |
Thia scsen dinplays mcelanedia tetup ophions for the . Complets the fekds and chck Start Rlun when you ane isady 1o begn the un
Kt Wama: thecascreen BRAF RGO Rotor: [T s Eapak ok I whaning Sl
PCR KX — — — — — ) -
Tomplate Version: 111 [ \ \ ( \ \
Aun 1D
Impont 5 anples |
Samgles
Sample e |
[Sanpe D [Samgie Name
Motes
‘w/hen the un s by o, ek § enn  [[FF _ SatBun

Rotgifiene O Sees Sofware 231 thesascroen BRAF Modde VIRTUAL MODE | Cumert User. GLDBAL T (Admerwhston |

llustracién 13. Pestaiia “Setup” (Configuracién) (1) y opcién “Locking Ring Attached” (Anillo

de fijacién sujeto) (2)

11. Introduzca el identificador de la serie en el campo “Run ID” de acuerdo con
la convencién de nomenclatura local. Escriba el nombre de la muestra en el
campo “Sample Name” segin la convencién de nomenclatura local y pulse

la tecla Enter. Al hacerlo, se anade el nombre de la muestra a la lista de

muestras que aparece mds abajo y se le asigna un identificador (“Sample

ID” 1, 2, 3, etc.). Ademas, se actualiza el panel “Layout of the pipetting
adapter” (Esquema del adaptador de pipeteo) situado a la derecha con
el nombre de la muestra (ilustracién 14).

Nota: también existe la posibilidad de importar los nombres de las muestras

almacenadas en los formatos *.smp (archivo de muestras de Rotor-Gene Q)
o *.csv (valores separados por comas) mediante el botén “Import Samples”

(Importar muestras). Con este método, los nombres de las muestras se
introducen automdticamente.
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Nota: en el panel “Layout of the pipetting adapter” (Esquema del adap-
tador de pipeteo), compruebe que el nombre de la muestra aparezca
resaltado con un color distinto y que todos los ensayos de la columna
del circulo de muestras estén resaltados (ilustracién 14).

Nota: pueden afiadirse un mdximo de 7 muestras. Los identificadores de
las muestras (en los circulos de las muestras) se asignan automdticamente

del 1 al 7.

Nota: los nombres de las muestras con mds de 8 caracteres no pueden
mostrarse al completo en el panel “Layout of the pipetting adapter”
(Esquema del adaptador de pipeteo).

Fiokor-Coene () Series Software VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CE Mutation Anslysis Locked Template 2014-09-12 (1) - (BRAF Anabyais] e ]
Fde Help s
Vo susis
Setup 1 F
The screen daplays mescelansous sehup opfions for he run. Complete he felds and click. Start Run when you aos isady lo begn the nun,
: s i o T L ayout of the ppeting adaptec
Kit Hame S0 BFAF RGO Rotor: [ Lo Ring Aached = ——— — e —_— 5
Tomplste Version: 211 I.' e b ( sampe \ | \ [ I'r \I I- Y '-.I I” \
\ E B " [\ 7 ¢ 7\ J X J \ 7/ \ J
g
" \ : e
|ﬂw o [Detectan of BRAF Mutabon ||| B Cantral
6 —_—r
gk e PO position: 1] Fouin 15
T . R T NT Samgle 1
Sumple Hoac |3 sngie 1 " REEEITH VE00E Ec] Ve e
[SscpielD _|Sample Name
| T Samgle 1 h
I ) T W Position: 1§ Poion 19
3 | . a Fc NTC San
i
[T Position: 14 Foser 4
HIC Saie |
VEDOK. ¥

Moles

‘et e 1 et have bien corfimed. cick St Auntobegnthorn. (57 StatRin |

Fotprfiene O Senes Software 211 thesascreen BRAF Modde VIRTUAL MODE | Cupert User GLOBAL/ZmmerB (hdmrvtiston]

llustracion 14. Introduccion del identificador de la serie (“Run ID”) y del nombre de la muestra
(“Sample Name”) (1 = Campo “Run ID” [Identificador de la serie], 2 = Campo “Sample
Name” [Nombre de la muestra], 3 = Lista de muestras, 4 = Panel “Layout of the pipetting
adapter” [Esquema del adaptador de pipeteo], 5 = Circulo de la muestra resaltado y panel
inferior con columna de 5 ensayos, 6 = Botén “Import Samples” [Importar muestras])

|
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12. Repita el paso 11 para introducir los nombres de todas las muestras
adicionales (ilustracion 15).
Nota: para editar el nombre de una muestra, haga clic en la opcién
“Sample Name” (Nombre de la muestra) de la lista de muestras para que
la muestra seleccionada aparezca en el campo “Sample Name” anterior.
Modifique el nombre de la muestra segin la convencién de nomenclatura

local y pulse la tecla Enter para actualizar el nombre.

" Fioto-Gare G Seek affnare VBUTUAL MODE - heraicees BAAT CE Mutiion Analyis Locked Temlate 2014-09-12 (1) - (8547 Anahs] T T
Fde Help - lx
Vi T
Setup |
The 4. foe the run. i ke ared click Start Flun when you are seady 1o bagin the nun
2 - ~  Jawout of the ppeting adapter
[ Facaan BAAF OO Rstor: [ g g Allached
Tesplitis Versions 311
Fun i {Dstectan of BRAF Mutton
irpot Sompls |
Sangle
m— e Nome:  [Sampie 7
|Sample 1| §aemgis Name
1 Sample |
2 Sample 2
| 3 Sample 3
4 5ol 4
5 Sample 5
6 Sample &
| 715k T 3
Hotss
senting: ek St o K _ @t

RotgrGene O Senes Soltware 231 thesspcreen BFAF Modde VIRTUAL MODE | Cumert User GLOBAL/ ZimmerB pdrestiston |

llustracién 15. Introduccién de nombres de muestra adicionales en el campo “Sample Name
(1 = Campo “Sample Name” [Nombre de la muestra], 2 = Lista de muestras, 3 = Panel
“Layout of the pipetting adapter” [Esquema del adaptador de pipeteo])

n”
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13. Cuando haya terminado de introducir todos los nombres de las muestras,
compruebe que sean correctos. Si es necesario, incluya cualquier infor-
macién adicional en el campo “Notes” (Notas) y haga clic en el botén
“Start Run” (Iniciar la serie) (ilustracion 16).

Nota: si queda alguna posicién del rotor vacia, aparecerd un mensaje
de advertencia (“Warning”) (ilustracién 16) para recordarle que deben
ocuparse todas las posiciones sin utilizar del rotor con tubos vacios
tapados. Compruebe que todas las posiciones sin utilizar del rotor
contengan un tubo vacio tapado y haga clic en “OK” (Aceptar) para

T flokorGene ) Series Software VIRTUAL MODE - therascreen BRAF CF Mutation Anabyis Locked Template 2014-09-12 (1) - [BRAF Analysis] SIEHNE)
Setup 1 y
Thin screen displays mescellanscur sehap ophions lor the run Cos s and chck Start Ry ady 10 begn the run
. - o Layout of the ppetting adapher
Kit Hame: ?_’?i.—:msmma Roloe: [ e Rached =
{ \ \ !
Tomplste Version: 311 % ° e | [ Sampe izt W Wi oA e M L i Sample | | )
( costeal _| Position: 1 * hy
Fun 10: [Dietachon of BRAF Mutars b %
jmpont Samples e
Sampie -
. Fotor-Gene Q Series Software
Sampie Home: [Sampie 6
[Sancie D[S amgle Name i Warning - Thene are unused Rotor Tubes.
1 Samgle 1
L 2 Sacple I Please Fill ll unuied positions wisth empty tul
| 3 Sample 1 D you wish to continue?
4 Spmple 4
5 Sample §
L] K Cancel
= NIC
Motes ©
2 e run sesings have b ik, Start I o2 IFTEN |
FletprGiene  Seins Soltwars 231 therascisen ERAF Modue VIRTUAL MODE | Cunent User GLOBAL Zmwerd jAdmevshators]

llustracién 16. Campo “Notes” (Notas) (1), botén “Start Run” (Iniciar la serie) (2) y mensaje
“Warning” (Advertencia) sobre las posiciones sin utilizar del rotor (3)
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14. Aparecerd una ventana “Save As” (Guardar como). Seleccione un nombre
de archivo adecuado y guarde la serie de PCR como un archivo ejecutable
*.rex en la ubicacién seleccionada (ilustracion 17).

5 Save As &
@Q‘ﬂ { » Favorites v |+ || Search Favorites p_

Organize v =T - 7]

4 .1 Favorites Desktop Downloads
! Shortcut Shortcut
Bl Desktop . r,|C: !J} :'1‘:-"::'-.7-:-:

& Downloads

=) Recent Places
» 4 Libraries
- 1M Computer

| E\QI Network _1

File name: therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template 2014-09-12 (1).rex -] 3

Save as type: [Run File (*.rex) -

~ Hide Folders || Save I | Cancel

—
2

llustracién 17. Guardado del archivo ejecutable (1 = Ventana “Save As” [Guardar como],

2 = Campos “File Name” [Nombre de archivo] y “Save as type” [Guardar como tipo],
3 = Botdn “Save” [Guardar])
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15. Comienza la serie de PCR.

Nota: cuando empieza la serie, la pestafia “Run Progress” (Progreso de la
serie) se abre automdticamente para mostrar el registro de la temperatura
y el tiempo restante para finalizar la serie (ilustracién 18).

1
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| 0106 07 o108 o 0110
Al 1+
FolgrGiene 0 Seves Soltware 231 thevascreen BAAF Mode VIRTLAL MODE | Cumert Liser. GLOBAL/Zamer® [Admnahator]

llustracién 18. Pestaiia de progreso de la serie (“Run Progress”) (1)

|
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16. Una vez finalizada la serie, se abre automaticamente la pestaiia “Analysis”
(Andlisis).
Nota: si la pestaiia “Analysis” (Andlisis) no se abre, haga clic en la pestaia
“Analysis” (ilustracién 19).

Nota: encontrard una explicacién sobre el método de cdlculo empleado en
el apartado “Interpretacién de los resultados” de la pégina 39.

Rotoe-Gene Q Series Sohware VIRTUAL MOOE - 233 8RAF Mutatssn Status_ Neg_Neg_Pai lnvaladres-revHEAD 5rd00 trs - [BRAF Analysis] o (5l
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VEOE akd
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] Corinal Vaid Vol Vaid
] 1) VENE£c Vol Vol Vakd
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Fiokotfiene O Senes Sofwere 211 thesascreen BRAF Modus |VIRTUAL MODE | Cussert Uiser: GLOBAL ZirmmerE Wdminskstors)

llustracién 19. Pestaiia “Analysis” (Andlisis) e informe de los resultados (1 = Pestafa
“Analysis” [Andlisis], 2 = Panel “Run Controls, Positive Control” [Controles de la serie, control
positivo], 3 = Panel “Run Controls, Negative Control” [Controles de la serie, control negativo],
4 = Panel “Sample Result Table” [Tabla de resultados de la muestra], 5 = Panel “Mutation
Status” [Estado de la mutacién])

17. Los resultados del ensayo se presentan de la siguiente manera

(ilustracién 19):

B Panel “Run Controls, Positive Control” (Controles de la serie, control
positivo). Si los resultados se hallan dentro del rango aceptable, en
la columna “Positive Control Status” (Estado del control positivo)
aparecerd un resultado “Valid” (Vélido); de lo contrario, aparecerd
un resultado “Invalid” (No vdlido).

III

B Panel “Run Controls, Negative Control” (Controles de la serie, control
negativo). Si tanto el resultado para “NTC” como para “Internal
Control” (Control interno) se hallan dentro de los intervalos aceptables,
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aparecerd un resultado “Valid” (Vdlido) en la columna “Negative
Control Status” (Estado del control negativo); de lo contrario, aparecerd
un resultado “Invalid” (No vdlido).

B Panel “Sample Result Table” (Tabla de resultados de la muestra). En la
columna “BRAF Mutation Status” (Estado de la mutacién de BRAF) se
muestran las mutaciones especificas detectadas en las muestras
positivas para la mutacién.

18. Si lo desea, puede generar archivos de informe haciendo clic en el botén
“Report” (Informe). Aparecerd la ventana “Report Browser” (Explorador
de informes). En el apartado “Templates” (Moldes), seleccione “BRAF CE
Analysis Report” (Informe del andlisis de BRAF CE) y luego haga clic en el
botén “Show” (Mostrar) (ilustraciéon 20).

Nota: existe la posibilidad de guardar los informes en otra ubicacién en
formato de archivo Web si se hace clic en el botén “Save As” (Guardar
como) situado en la esquina superior izquierda de cada informe.
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llustracién 20. Seleccién del informe de andlisis de BRAF CE (“BRAF CE Analysis Report”)

(1 = Botdn “Report” [Informe], 2 = Panel “Report Browser” [Explorador de informes],

3 = Botén “BRAF CE Analysis Report” [Informe del andlisis de BRAF CE], 4 = Botén “Show”
[Mostrar])
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Interpretacién de los resultados (Automatizada)

El software therascreen BRAF Assay Package realiza autométicamente el
andlisis y la identificacién de las mutaciones en cuanto finaliza la serie analitica.
A continuacién se explican los métodos empleados por el software therascreen
BRAF Assay Package para realizar el andlisis y la identificacién de las
mutaciones.

Nota: para obtener informacién sobre el andlisis manual, consulte el apartado
“Apéndice |: protocolo manual del kit therascreen BRAF RGQ PCR”, en la
pdgina 60.

El ciclo de PCR en el que la fluorescencia de una determinada reaccién
alcanza el valor umbral se define como valor de Cr. Los valores de Cr indican
la cantidad de ADN especifico introducido. Los valores de Cr bajos indican
niveles mds altos de ADN introducido, mientras que los valores de Cr altos
indican niveles mds bajos de ADN introducido. Las reacciones con un valor
de Cr se consideran positivas para la amplificacién.

El software Rotor-Gene Q interpola las sefiales de fluorescencia registradas
entre dos valores cualesquiera. Por lo tanto, los valores de Cr pueden ser
cualquier ndmero real (no solamente enteros) comprendido entre O y 40.

En el kit therascreen BRAF RGQ PCR, los valores de umbral de los canales
verde y amarillo estén configurados en 0,15 y 0,05 unidades relativas de
fluorescencia, respectivamente. Estos valores se configuran automdticamente
en el software therascreen BRAF Assay Package.

Se revisan los controles de la serie (control positivo, NTC y controles internos)
para asegurar la obtencién de valores de Cr aceptables y que las reacciones
se realicen correctamente.

Los valores de ACr de la muestra se calculan para cada ensayo de mutacién
mediante la ecuacién:

ACr = [valor de Cr del ensayo de mutacién]
— [valor de Cr del ensayo de control]

Las muestras se clasifican como positivas para la mutacién cuando su valor de
ACs es inferior o igual al valor de ACr de corte de dicho ensayo. Por encima
de este valor, se considera que la muestra no alcanza el porcentaje de
mutacién detectable por el kit therascreen BRAF RGQ PCR (por encima del
limite de los ensayos) o que la muestra es negativa para la mutacién, lo que
se indicaria con el resultado “No Mutation Detected” (Mutacién no detectadal).
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La ausencia de amplificacién en las reacciones para mutacién se clasifica como
“No Mutation Detected” (Mutacidn no detectada). Se prevé que los valores de
ACr calculados a partir de la amplificacién del fondo sean superiores a los
valores de ACr de corte, en cuyo caso la muestra se clasifica como “No
Mutation Detected”.

Los resultados del ensayo pueden ser “Mutation Detected” (Mutacién
detectada), “No Mutation Detected” (Mutacién no detectada), “Invalid”

(No vdlido) o “Run Control Failed” (Control de la serie erréneo) si alguno de
los controles de la serie da error. En las muestras positivas para la mutacién,
las mutaciones especificas se indican segin la légica de la reactividad cruzada
de la “Tabla 8. Nomenclatura del estado de mutacién de la muestra”, en la
pdgina 54. En los apartados “Protocolo: valoracién de las muestras”
(pégina 15), “Protocolo: deteccién de mutaciones de BRAF” (pdgina 27)

y “Indicadores del software therascreen BRAF Assay Package” (pdgina 42)
de este manual encontrard la explicacién de otros posibles resultados que
también pueden aparecer.

Es poco frecuente que un tumor contenga mds de una mutacién. En estos casos,
el informe muestra el estado de BRAF como “Mutation Detected” (Mutacidn

detectada); sin embargo, todas las mutaciones positivas se incluirdn en la lista
con el indicador de advertencia “SAMPLE_POSITIVE_AND_UNCLASSIFIABLE”.
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Guia de resolucién de problemas

Esta guia de resolucién de problemas puede ayudarle a resolver cualquier
problema que pueda surgir. Para obtener mds informacién, también puede
consultar la pégina de preguntas frecuentes (Frequently Asked Questions) de
nuestro Centro de servicio técnico: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
Los cientificos del servicio técnico de QIAGEN se encargardn de responder
cualquier pregunta que tenga sobre la informacién y los protocolos de este
manual, asi como sobre las tecnologias para la preparacién de muestras y
ensayos de biologia molecular (encontraré la informacién de contacto en la
contraportada o en www.giagen.com).

Comentarios y sugerencias

Resultados no validos

a) No se han cumplido las Compruebe las condiciones de
condiciones de almacenamiento  almacenamiento y la fecha de
indicadas en el apartado caducidad (consulte la etiqueta) de
“Almacenamiento y manipulacién  la caja y, si es necesario, utilice un
de reactivos” (pdgina 12) para kit nuevo.

uno o mds componentes.

b) El kit therascreen BRAF CE RGQ  Compruebe las condiciones de
PCR esté caducado. almacenamiento y la fecha de
caducidad (consulte la etiqueta del
kit) de la caja 'y, si es necesario,
utilice un kit therascreen BRAF RGQ
PCR nuevo.
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Indicadores del software therascreen BRAF Assay

Package

La tabla 4 recopila los posibles indicadores que puede generar el software
therascreen BRAF Assay Package, su significado y las acciones que deben

llevarse a cabo.

Tabla 4. Indicadores del software therascreen BRAF Assay Package

Indicador

Significado Accién

PC_CTRL_ASSAY_
FAIL

PC_CTRL_INVALID_
DATA

PC_MUTATION_
ASSAY_FAIL

PC_MUTATION_
INVALID_DATA

NTC_INVALID_
DATA

Serie de PCR no vélida:  Repita toda la serie de PCR.
el valor de Cr de FAM

estd fuera del intervalo

para el control positivo

de la reaccién para

control.

Serie de PCR no vdlida:  Repita toda la serie de PCR.
no se pueden interpretar

los datos de fluorescencia

del control positivo

(reaccién para control).

Serie de PCR no vélida:  Repita toda la serie de PCR.
el valor de Cr de FAM

estd fuera del intervalo

de una o mds reacciones

para mutacion.

Serie de PCR no vélida:  Repita toda la serie de PCR.
no se pueden interpretar

los datos de fluorescencia

del control positivo

(reaccién para mutacion).

Serie de PCR no vdlida:  Repita toda la serie de PCR.
no se pueden interpretar

los datos de fluorescencia

para el control negativo.

42

La tabla continda en la pdgina siguiente.
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Tabla 4 (continuacion)

(inferior al limite) para
el control negativo.

NTC_INT_CTRL_  Serie de PCR no vdlida:

FAIL control interno por
encima del infervalo
para el control negativo.

NTC_INT_CTRL_  Serie de PCR no vdlida:

EARLY_CT control interno por
debajo del intervalo
para el control negativo.

SAMPLE_CTRL_ Muestra no vdlida: no se

INVALID_DATA pueden interpretar los
datos de fluorescencia
para el control de la
muestra.

SAMPLE_CTRL_ Muestra no vélida:

HIGH_CONC valor de Cr de FAM
demasiado bajo para
el control de la muestra.

SAMPLE_CTRL_ Muestra valida:

LOW_CONC concentracién baja para
el control de la muestra
(advertencia, no error).

Indicador Significado Accién
NTC_ASSAY_CT_  Serie de PCR no védlida:  Repita toda la serie de PCR.
INVALID valor de FAM no vélido

Repita toda la serie de PCR.

Repita toda la serie de PCR.

Configure una PCR nueva
para repetir las muestras
relevantes.

Diluya la muestra para
aumentar el valor de Cr del
control. Calcule la dilucién
teniendo en cuenta que una
dilucién 1:1 con el agua
suministrada con el kit
permite aumentar el valor
de Cren 1,0; cuando haya
diluido la muestra, configure
una nueva serie de PCR para
repetir la muestra.

No se requiere ninguna
accién.

La tabla continda en la pdgina siguiente.
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Tabla 4 (continuacion)

Indicador Significado Accién

SAMPLE_CTRL_FAIL Muestra no vdlida: Configure una nueva serie de
valor de Cr de FAM PCR para repetir la muestra.
demasiado alto para  Si el resultado sigue siendo no
la reaccién para vélido al repetir la serie de
control de la muestra.  PCR, extraiga la muestra de

una seccién FFPE nueva.
Configure una nueva serie de
PCR para andalizar la nueva
extraccién. Si el resultado
sigue siendo no vdlido, vuelva
a analizar la segunda
extraccién. Si la muestra no
genera un resultado vdlido

al finalizar esta serie, se
asignard a la muestra

un estado mutacional
indeterminado y no se llevard
a cabo ningln otro andlisis.

La tabla continda en la pdgina siguiente.
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Tabla 4 (continuacion)

Indicador

Significado

Accion

SAMPLE_CTRL_
INT_CTRL_EARLY_
CT

SAMPLE_CTRL_
INT_CTRL_FAIL

Muestra no vélida:
valor de Cr de HEX
demasiado bajo para
la muestra (control
interno).

Valor de Cr demasiado
alto (o ausencia de C)
para el control interno
(HEX) y valor de Cr
demasiado alto

(o ausencia de C1) para
el ensayo de control

(FAM).

Configure una nueva serie de
PCR para repetir la muestra.
Si el resultado sigue siendo no
vélido al repetir la serie de
PCR, extraiga la muestra de
una seccién FFPE nueva.
Configure una nueva serie de
PCR para andalizar la nueva
extraccién. Si el resultado
sigue siendo no vdlido, vuelva
a analizar la segunda
extraccién. Si la muestra no
genera un resultado vdlido al
finalizar esta serie, se
asignard a la muestra un
estado mutacional
indeterminado y no se llevard
a cabo ningln otro andlisis.

Configure una nueva serie de
PCR para repetir la muestra.
Si el resultado sigue siendo no
vélido al repetir la serie de
PCR, extraiga la muestra de
una seccién FFPE nueva.
Configure una nueva serie de
PCR para andalizar la nueva
extraccién. Si el resultado
sigue siendo no vdlido, vuelva
a analizar la segunda
extraccién. Si la muestra no
genera un resultado vdlido

al finalizar esta serie, se
asignard a la muestra un
estado mutacional
indeterminado y no se llevard
a cabo ningln otro andlisis.
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Tabla 4 (continuacion)

Indicador

Significado

Accidon

SAMPLE_INT_
CTRL_FAIL

Valor de Cr demasiado
alto (o ausencia de C)
para el control interno
(HEX) y ausencia de Cr
para el ensayo de
mutacién (FAM).

Si el estado de la muestra es
“mutation detected” (mutacién
detectada), no es preciso
realizar ninguna accién.

Si el estado de la muestra

es “invalid” (no vélido),
configure una nueva serie de
PCR para repetir la muestra.

Nota: si el error del control
interno se debe a una inhi-
bicion de PCR, diluir la
muestra podria reducir el
efecto de los inhibidores, pero
debe tenerse en cuenta que
esto también diluiria el ADN
objetivo. El kit incluye un tubo
de agua para la dilucién de
la muestra (Dil.).

Si el resultado sigue siendo
“invalid” (no vdlido) al repetir
la serie de PCR, extraiga la
muestra de una seccién FFPE
nueva. Configure una nueva
serie de PCR para analizar
la nueva extraccién. Si el
resultado sigue siendo no
vdlido, vuelva a analizar la
segunda extraccién. Si la
muestra no genera un resul-
tado vdlido al finalizar esta
serie, se asignard a la
muestra un estado mutacional
indeterminado y no se llevaré
a cabo ningln otro andlisis.
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Tabla 4 (continuacion)

Indicador Significado Accién

SAMPLE_INT_ Tubo para mutacién no  Si el estado vdlido de la

CTRL_EARLY_CT  vdlido: el valor de Cr de muestra es “mutation
HEX es demasiado bajo detected” (mutacién
para la muestra (control detectada), no es preciso
interno). realizar ninguna accién.

Si el estado de la muestra es
“invalid” (no vdlido), confi-
gure una nueva serie de PCR
para repetir la muestra. Si el
resultado sigue siendo no
vélido al repetir la serie de
PCR, extraiga la muestra de
una seccién FFPE nueva.
Configure una nueva serie de
PCR para andlizar la nueva
extraccién. Si el resultado
sigue siendo no vdlido, vuelva
a analizar la segunda
extraccién. Si la muestra no
genera un resultado vdlido

al finalizar esta serie, se
asignard a la muestra un
estado mutacional
indeterminado y no se llevaré
a cabo ningln otro andlisis.

La tabla continda en la pdgina siguiente.
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Tabla 4 (continuacion)

Indicador Significado Accién

SAMPLE_INVALID_ Tubo para mutacién no  Si el estado vélido de la

DATA vélido: no se pueden  muestra es “mutation
interpretar los datos de  detected” (mutacidn
fluorescencia para el detectada), no es preciso
control interno. realizar ninguna accidn.

Si el estado de la muestra es
“invalid” (no valido),
configure una nueva serie de
PCR para repetir la muestra.
Si el resultado sigue siendo no
vélido al repetir la serie de
PCR, extraiga la muestra de
una seccién FFPE nueva.
Configure una nueva serie de
PCR para andlizar la nueva
extraccién. Si el resultado
sigue siendo no vdlido, vuelva
a analizar la segunda
extraccién. Si la muestra no
genera un resultado vdlido

al finalizar esta serie, se
asignard a la muestra un
estado mutacional
indeterminado y no se llevaré
a cabo ningln otro andlisis.

La tabla continda en la pdgina siguiente.
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Tabla 4 (continuacion)

Indicador Significado Accién
SAMPLE _ Tubo para mutacién no  Si el estado vdlido de la
MUTATION_ vdlido: el valor de Gt muestra es “mutation
EARLY_DELTA_CT de FAM es demasiado  detected” (mutacién

bajo para la muestra.  detectada), no es preciso

realizar ninguna accidn.

Si el estado de la muestra

es “invalid” (no vélido),
configure una nueva serie de
PCR para repetir la muestra.
Si el resultado sigue siendo no
vélido al repetir la serie de
PCR, extraiga la muestra de
una seccién FFPE nueva.
Configure una nueva serie de
PCR para andlizar la nueva
extraccién. Si el resultado
sigue siendo no vdlido, vuelva
a analizar la segunda
extraccién. Si la muestra no
genera un resultado vdlido

al finalizar esta serie, se
asignard a la muestra un
estado mutacional
indeterminado y no se llevaré
a cabo ningln otro andlisis.

La tabla continda en la pdgina siguiente.
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Tabla 4 (continuacion)

Indicador Significado

Accién

SAMPLE_POSITIVE_ Resultado vélido: uno o més

AND_INVALID tubos de mutacién de la
muestra son vélidos y
positivos, a la vez que uno
o mds tubos de mutacién de
la misma muestra no son
vélidos (se genera una
advertencia, no un error).

La muestra se considera
“mutation detected”
(mutacién detectada), ya que
existe una mutacién. No
obstante, es posible que la
mutacién especifica que se
muestra en el informe no
represente la mutacién real
presente debido a la
reactividad cruzada de los
ensayos. Por lo tanto, la
muestra solo se debe
identificar como “mutation
detected” (mutacién

detectadal).
SAMPLE_POSITIVE_ Resultado vdlido: mds de un
AND _ tubo de mutacién es vdlido

UNCLASSIFIABLE  para la misma muestra.
La combinacién no es
compatible con los patrones
de reactividad cruzada
previstos. Consulte la
tabla 8. Si bien es poco
frecuente, la muestra puede
contener mds de una
mutacion.

No se requiere ninguna
accion.

No se requiere ninguna
accién.
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Control de calidad

De acuerdo con el sistema de gestién de calidad con certificacién ISO de
QIAGEN, cada lote del kit therascreen BRAF RGQ PCR se analiza en cuanto
a las especificaciones predeterminadas para garantizar la uniformidad de la
calidad de los productos.

Limitaciones

Los resultados del producto deben interpretarse dentro del contexto de todos los
hallazgos clinicos o de laboratorio y no han de utilizarse independientemente
para diagndstico.

Los estudios de verificacién se han realizado con ayuda de ADN humano
extraido de muestras tumorales fijadas en formalina e incluidas en parafina
y estdndares sintéticos adecuados para estos estudios.

El producto ha sido verificado con el kit QI Aamp DNA FFPE Tissue de
QIAGEN.

El producto es para uso exclusivo en equipos Rotor-Gene Q MDx.

Es preciso cefirse estrictamente a las instrucciones indicadas en el Manual del
kit therascreen BRAF RGQ PCR para obtener resultados éptimos. No se reco-
mienda la dilucién de reactivos distintos a los descritos en este manual. De lo
contrario, el rendimiento se verd disminuido.

Es importante que la cantidad y calidad del ADN de la muestra se evalte antes
de realizar el andlisis de la muestra con el kit therascreen BRAF RGQ PCR. La
mezcla de control adicional (Ctrl) se suministra para determinar si el valor de Cr
es aceptable para el ensayo. Las lecturas de absorbancia no deben utilizarse,
puesto que no correlacionan los valores de Cr en las muestras de ADN
fragmentadas.

Debe prestar especial atencién a las fechas de caducidad y condiciones de
almacenamiento impresas en las cajas y etiquetas de todos los componentes.
No utilice componentes caducados o mal almacenados.
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Caracteristicas de rendimiento

Limite de blanco (LOB), intervalo de funcionamiento y valores

de corte

Se analizaron un total de 143 muestras de FFPE en un estudio que sigue los
requerimientos de NCCLS EP17-A (2004) para determinar el LOB y los valores
de corte para cada ensayo de mutacién. También se determiné el intervalo de

funcionamiento para en ensayo de control. Los valores de corte se establecieron
tal y como se indica en la tabla 5.

Tabla 5. Valores de corte establecidos para cada ensayo de mutacién

Anadlisis de mutacion (ACy)
V600E/Ec V600D V600K V600R

Valor de

corte (ACH) <70 <69 <6,0 <7,0

El intervalo de Cr de la reaccién de control se establecié entre 21,95 y 32,00

de Cr.

Los valores de corte y el intervalo de funcionamiento del ensayo se verificaron
mediante estdndares y 102 muestras de FFPE adicionales (exclusivas). Durante
la verificacién, se estudié la capacidad de los valores de corte para distinguir
la mutacién correcta en un entorno de ADN nativo mediante la valoracién de
cada ensayo con un nivel alto de introduccién de ADN gendmico y un nivel
alto de introduccién de mutacién (consulte el apartado “Reactividad cruzada”
en la pdgina 54). También se estudié el impacto del nivel de ADN introducido
sobre la mutacién (consulte el apartado “Impacto del ADN introducido sobre
los valores de ACt” en la pégina 53).
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Exactitud: Comparacién con el método de referencia analitico

Mediante un estudio, se demostré la concordancia del estado de mutacién del
kit therascreen BRAF RGQ PCR en relacién con la secuenciacién bidireccional
de Sanger. En dicho estudio, se analizaron 126 muestras de FFPE con
mediciones estadisticas de acuerdo/desacuerdo del requerimiento EP12-A2
del CLSI (2008). Se obtuvieron resultados vélidos para 102 de las muestras de
FFPE, tanto para el kit therascreen BRAF RGQ PCR como para la secuenciacién
bidireccional de Sanger. Se utilizé el método Pyrosequencing® para confirmar
el estado de la mutacién cuando el estado de mutacién de la muestra no coin-

cidia con el acuerdo entre la secuenciacién bidireccional de Sanger y el kit
therascreen BRAF RGQ PCR.

La Tabla 6 indica el andlisis de acuerdo entre el kit therascreen BRAF RGQ PCR
y la secuenciacién.

Tabla 6. Andlisis del grado de concordancia

Medida de acuerdo Frecuencia (%)

Concordancia global 96,08
Puntuacién ~ Concordancia positiva 100,00

Concordancia negativa 95,29

La frecuencia de acuerdo negativo se debe a la deteccién de mutacién en

4 muestras denominadas nativas por la secuenciacién y positivas a la mutacién
V60O0E/Ec por el kit therascreen BRAF RGQ PCR. Esto es debido a la mayor
sensibilidad de las tecnologias Scorpions y ARMS.

Impacto del ADN introducido sobre los valores de AC;

Se evalué el impacto de los niveles totales de ADN introducido en la
determinacién del estado de mutacién con el kit therascreen BRAF RGQ PCR
como parte del estudio de verificacién de los valores de corte y el intervalo de
funcionamiento del ensayo. Se pretendia verificar que las mutaciones detec-
tadas por el kit therascreen BRAF RGQ PCR coincidian en niveles distintos de
ADN introducidos en el intervalo de funcionamiento.

Se prepararon estdndares de mutacién con porcentaje alto, medio y bajo de
mutacién (100%, 50% y 3 x LOD%, respectivamente) en un entorno de ADN
nativo con niveles de introduccién de ADN alto, medio y bajo. Por lo tanto, se
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analizaron un total de 9 estdndares de mutacién para cada ensayo de
mutacién. En la tabla 7 se muestran los resultados de todos los ensayos.

Las diferencias estimadas en la media de ACr entre cada par de niveles de
ADN introducidos, tal como se estimaron a partir del andlisis de regresién
lineal, se encontraron todas entre =1 Cy. Por lo tanto, los 4 ensayos de
mutacién se consideraron equivalentes a niveles de introduccién de ADN altos,
medios y bajos.

Tabla 7. Diferencias estimadas entre niveles de introduccién de ADN

Pardmetro (nivel Intervalo de

de introduccién Diferencia confianza del 95%
Ensayo de ADN) estimada (AGy) (inferior, superior)
V60OE (E) Alto — Medio 0,56 0,22; 0,90
V60OE (E) Bajo — Medio 0,01 -0,33; 0,35
V60OE (Ec)  Alto — Medio 0,48 0,12; 0,84
V60OE (Ec)  Bajo — Medio 0,26 -0,10; 0,62
V600D Alto — Medio -0,32 -0,58; -0,06
V600D Bajo — Medio -0,43 -0,69; -0,17
V600K Alto — Medio 0,10 -0,10; 0,30
V600K Bajo — Medio -0,33 -0,53;-0,13
V600R Alto — Medio -0,12 -0,28; 0,04
V600R Bajo — Medio -0,62 -0,78; 0,46

Reactividad cruzada

Se analizaron estédndares con un nivel alto de ADN introducido y un nivel alto
de contenido de mutacién (100%) para evaluar el potencial de reactividad
cruzada de cada ensayo. Los resultados de reactividad cruzada permitieron la
compilacién de una tabla [6gica de estado de la mutacién, tal como se muestra
en la tabla 8. El software BRAF CE Assay Package utiliza la l6gica de la
reactividad cruzada para determinar el estado de mutacién.
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Tabla 8. Nomenclatura del estado de mutacién de la muestra

V600E/Ec V600D V600K V600R Estado de la mutacién
- : : . Positivo para V60OE
Positivo Negativo Negativo Negativo o V60OEc
" : i : Positivo para V60OEc
Positivo Negativo  Positivo Negativo o V600K
Positivo Positivo Negativo Negativo  Positivo para V600D
Negativo  Positivo Negativo Negativo Positivo para V600D
Negativo  Negativo  Positivo Negativo  Positivo para V600K
Negativo  Negativo Negativo  Positivo Positivo para V60OR

Valores del limite de deteccién (LOD)

Se realizé un estudio para determinar el LOD de cada una de las 4 reacciones
especificas de las mutaciones incorporadas en el kit therascreen BRAF RGQ
PCR. En este estudio, se definié el LOD como la cantidad més baja de ADN
mutante en un entorno de ADN nativo a la que una muestra mutante propor-
cionard resultados positivos para la mutacién en el 95% de los resultados de
las pruebas (Cos).

Para determinar el LOD de cada ensayo, se prepararon estdndares de muta-
cién de distintos porcentajes con un nivel medio de ADN introducido y se
analizaron con el kit therascreen BRAF RGQ PCR. El LOD de cada ensayo
se calculé por regresién logistica. Para verificar el LOD de cada ensayo, se
prepararon estdndares de mutacién en el LOD determinado. Se analizaron
sesenta réplicas y se verificé la tasa de pruebas positivas.

El LOD verificado con un nivel medio de ADN introducido se muestra en la
tabla 9. Con niveles mds altos de ADN introducido, se espera que los valores
de LOD sean mds bajos que los valores indicados en la tabla 9.

Manual de uso del kit therascreen BRAF RGQ PCR 06/2016 55



Tabla 9. Valores de LOD para cada ensayo de mutacién (nivel de introduccién
medio)

LOD Cos en nivel medio de ADN introducido
Ensayo (mutacién)* (porcentaje de ADN mutante en ADN nativo)
V60OE (E) 1,82%
V60OE (Ec) 4,31%
V600D 3,19%
V600K 4,34%
V600R 4,85%

* El limite de las detecciones para el ensayo V60OE se calculé para las mutaciones V6OOE
y V60OEC.

Efecto de la melanina en el rendimiento del kit

El objetivo de este estudio consistia en evaluar el impacto de la melanina, un
inhibidor conocido de la PCR presente en las muestras de melanoma, en el
rendimiento del kit therascreen BRAF RGQ PCR. Para ello, se afiadié melanina
directamente a muestras de ADN antes de analizarlas con el kit therascreen
BRAF RGQ PCR en una variedad de concentraciones (0-250 ng/reaccién).

A continuacidn, se valoré el efecto en los valores de ACry en el estado de
mutacién de las muestras analizadas.

Los resultados revelaron que una concentracién baja de melanina no tenia
efecto en el valor de ACry un efecto minimo en el de ACt a niveles medios

de concentracién de melanina. Por lo tanto, en niveles de concentracién bajos
y medios, puede determinarse que la melanina no afecté la capacidad de los
ensayos para detectar mutaciones. A 180 ng/reaccién el control interno falld,
lo que indica la presencia de inhibidor y, por tanto, se permite la deteccién
de inhibidores antes de que la identificacién de mutaciones se vea afectada.

Las concentraciones de melanina que se suelen encontrar en el uso normal no
interfieren con la capacidad del kit therascreen BRAF RGQ PCR para distinguir
entre muestras positivas y negativas a la mutacién.

En la tabla 10 encontrard un resumen de los resultados.
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Tabla 10. Cantidad de melanina analizada en cada ensayo

Concentracién de Estado del control interno

melanina (ng/reaccién) Cambio en AC; (correcto/incorrecto)

0 0 Correcto

60 -0,20 Correcto

100 -0,61 Correcto

150 -1,21 Correcto

180 -2,15 Incorrecto
Repetibilidad

Se implementé un modelo de estudio matricial para variar el usuario, el dia,
la configuracién de la placa y el equipo a fin de determinar la precisién del
ensayo dentro de la misma serie analitica y entre series distintas. La repetibi-
lidad se demostré con una introduccién de ADN de nivel bajo de 3 x LOD
para los ensayos de mutacién. Ademds, se determiné el porcentaje de identi-
ficacién de mutaciones positivas para cada ensayo cuando se analizaron con
su estdndar de mutacién especifico. En cada ensayo de mutacién se obtuvieron
el 100% de identificaciones de mutaciones positivas.

Los valores de la precisién se exponen en la tabla 11.

Reproducibilidad

Se implementé un modelo de estudio matricial para valorar la reproducibilidad
mediante el andlisis de estandares en 3 laboratorios (sitios), con 3 lotes de kits
therascreen BRAF RGQ PCR (2 en cada sitio), usando 2 usuarios por sitio, en
2 equipos por sitio, durante 4 dias alternos. La reproducibilidad se demostrd
con un nivel de mutacién bajo (3 x LOD) para ensayos de mutacién y un nivel
bajo de ADN nativo introducido para el ensayo de control. La precisién de
cada ensayo se calculé en los 3 sitios, junto con estimaciones de precisidn

del 95% (tabla 12).
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Tabla 11. Estimaciones de precision de la repetibilidad

Precision Intervalo de Precision Intervalo de
(entre confianza del  (dentro de  confianza del
series 95% (inferior, la serie 95% (inferior,
Ensayo analiticas) superior) anadlitica) superior)
Control 0,30 0,25; 0,39 0,16 0,13; 0,20
V60OE (E) 0,74 0,61: 0,94 0,57 0,46; 0,74
V60O0E (Ec) 0,79 0,64; 1,01 0,76 0,62; 0,99
V600D 0,47 0,38; 0,60 0,46 0,38; 0,60
V600K 0,37 0,31; 0,48 0,37 0,30; 0,49
V600R 0,44 0,36; 0,56 0,44 0,36; 0,58

Tabla 12. Estimaciones de precisién de la reproducibilidad

Intervalo de confianza del 95%
Ensayo Precision (inferior, superior)
Control 0,54 0,42; 0,76
V60OE (E) 0,87 0,67; 1,22
V600E (Ec) 0,86 0,66; 1,21
V600D 0,80 0,62; 1,14
V600K 0,61 0,47; 0,86
V600R 0,63 0,49; 0,89
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Simbolos

Contiene suficientes reactivos para <24> reacciones
<24>

Fecha de caducidad

"<

Dispositivo médico para diagndstico in vitro

<
o

Numero de referencia

LOT Némero de lote

Ndmero de material

0

Componentes

Contenido

0
o
Z
|

NUmero
Ndmero mundial de articulo comercial
Limitacién de temperatura

Fabricante

=2 kg fg

Consultar las instrucciones de uso

AN Mantener alejado de la luz solar

A Precaucidn
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Apéndice I: protocolo manual del kit therascreen BRAF
RGQ PCR

Este apartado contiene instrucciones para utilizar el kit therascreen BRAF RGQ
PCR con el software RGQ, versién 2.3 en el modo abierto (es decir, sin utilizar
el software BRAF Assay Package).

Informacién general
B Para obtener una lista de los materiales necesarios, consulte la pégina 9.

B Para obtener instrucciones sobre la preparacién y la disposicién de las
muestras, consulte los apartados “Protocolo: valoracién de las muestras”,
en la pdgina 15, y “Protocolo: deteccién de mutaciones de BRAF”, en la
pdgina 27.

Protocolo: creacién de un perfil de temperatura

Antes de empezar, cree un perfil de temperatura para el andlisis de BRAF.
Los pardmetros de ciclado son los mismos para la valoracién de muestras
y la valoracién de la mutacién.

Procedimiento

En resumen, los pardmetros de ciclo son los siguientes:

Tabla 13. Pardmetros de ciclo

Ciclos Temperatura Tiempo Obtencién de datos
1 95 °C 15 minutos Ninguno
@ 95 °C 30 segundos Ninguno

60 °C 60 segundos Verde y amarillo

1. Haga doble clic en el icono del software Rotor-Gene Q, versién 2.3, situado
en el escritorio del PC conectado al equipo Rotor-Gene Q MDx.

2. Para crear un nuevo molde, seleccione “Empty Run” (Serie vacia) y haga clic
en “New” (Nueva) para acceder al “New Run Wizard” (Asistente para
series nuevas).
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3. Seleccione “72-Well Rotor” (Rotor de 72 pocillos) como tipo de rotor.
Confirme que el anillo de fijacién esté sujeto y marque la casilla “Locking

Ring Attached” (Anillo de fijacién sujeto). Haga clic en “Next” (Siguiente)
(ilustracién 21).

MNew Run Wizard E

Welcome to the Advanced Bun Wizard!
Rotor Type

- = AN N}
I 7z-wiell Rotor
Rator-Disc 72
Rakor-Disc 100

2— —l ¥ Locking Ring Attached

3
Skip Wizard |

llustracién 21. Cuadro de didlogo “New Run Wizard” (Asistente para series nuevas)

(1 = “Rotor Type” [Tipo de rotor], 2 = Casilla “Locking Ring Attached” [Anillo de fijacién
sujeto], 3 = Botén “Next” [Siguiente])
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4. Introduzca el nombre del usuario. Afiada las notas que desee e introduzca
el volumen de reaccién como 25. Asegurese de que “Sample Layout”

n”

(Disposicion de muestras) indica “1, 2, 3...”. Haga clic en “Next” (Siguiente)
(ilustracién 22).

New Run Wizarnd El

Thiz box dizplags
help on elements in
the wizard. Far help
on an itern, hover
wour mouse over the
itern for kelp. You
zah alzo click on a
combo box to display
help about its
available zettings.

Thig screen dizplays mizcellaneous optionz for the run. Complete the fields,
clicking Mext when you are ready to move ta the next page.

1 Operator :

Motes :

Reaction
[ [ne=

Sample Lavout : §11. 2. 3... -

Skip Wizard << Back

llustracién 22. Introduccién del nombre del usuario y los volimenes de reaccién (1 = Campo
“Operator” [Operador], 2 = Campo “Notes” [Notas], 3 = Campo “Reaction Volume”
[Volumen de reaccién], 4 = Campo “Sample Layout” [Disposicién de muestras], 5 = Botén
“Next” [Siguiente])
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5. Haga clic en el botén “Edit Profile” (Editar perfil) situado en el cuadro de
didglogo “New Run Wizard” (Asistente para series nuevas) (ilustracién 23)
y revise los parametros de la serie analitica segin los pasos siguientes.

Mew Run Wizard [z|
Temperature Profile ; Click this button to
edit the profile
zhowr in the box
above.

| =t Edit Prafile ..

Channel Setup

Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm A Edit
ellow B30nm B5BAm ]
Orange  585mm B10nm a E dit Gair...
Red E2Bnm  BEORm A
Crimzon  B80nm 710kp 7 Remove
HEM 4600 510nm 7 Feset Defaults
Gain Optirmizatiorn. .. |

Skipwizand | <<Back | Newt» |

llustracién 23. Edicion del perfil (1)

6. Haga clic en el botén “Insert after” (Insertar después) y seleccione “New
Hold at Temperature” (Nueva fase de temperatura) (ilustracién 24).

M Edit Profile =

. BH o
R Opon SaveAs | Help
The run wall take spgoamatedy [ second(s] to complste. The graph below epresents the nn 1o be pedomed

Chek on a epche below Lo moddy # 1

Copy of Current Step

llustracién 24. Insercién de un paso de incubacién inicial (1 = Botén “Insert after” [Insertar
después], 2 = “New Hold at Temperature” [Nueva fase de temperatura])

|
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7. Cambie el valor de “Hold Temperature” (Mantener temperatura) a 95 °C
y “Hold Time” (Mantener tiempo) en “15 mins 0 secs” (15 min 0 s). Haga
clic en el botén “Insert After” (Insertar después) y seleccione “New Cycling”
(Ciclos nuevos) (ilustracién 25).

M Edit Profile 3
@, 8 H @
Tew Open  Save As Help

The run will take approximately 16 minute(s) to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Inzert before. .

Mew Hold at Temperature
Remave Mew HRIM Step

Huold Temperature : 5 i Copy af Current Step

1 Hald Time : 15 |ming 0 |zec

llustracién 25. Paso de incubacién inicial a 95 °C (1 = Botones “Hold Temperature” [Mantener
temperatura] y “Hold Time” [Mantener tiempo], 2 = Botén “Insert affer” [Insertar después],
3 = “New Cycling” [Ciclos nuevos])
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8. Cambie el nimero de repeticiones de ciclo a 40. Seleccione el primer paso y
establezca el valor en “95°C for 30 secs” (95 °C para 30 s) (ilustracion 26).

M Edit Profile

. 8 H @
ey Cpen  Save As Hslgp
Thhee: pun, vall ke approcamashely 32 minubels) bo complete. The: graph below reprezents the un to be perfiamed :

Cick on & cycle bedow bo modify #

'Tmu | |m:1:.
1 | =

Thiz cycle repeats§ 40 Jme{:)
Chck o ome of the seps i przecly i, O presss + o« bo k] nd pemeres slepe fos this copcle.

Timed Step - . =] =] 2

| 9Clor30sec: |

3= / Iﬁ'. A

N.fcamm / \ 72 for 20 socs /

M

™ Lerg Range
™ Touchdowsm

ok
llustracién 26. Paso de ciclado a 95 °C (1 = Casilla de repeticiones de ciclo, 2 = Ajuste

de temperatura de primer paso, 3 = Ajuste de tiempo de primer paso)

|
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9. Seleccione el segundo paso y establezca el valor en “60°C for 60 secs”
(60 °C para 60 s). Para activar la obtencién de datos durante este paso,
seleccione el botén “Not Acquiring” (No adquirir) (ilustracién 27).

8 Edit Profile X
@ o, 8 H )

Rewe Open  Saveds | Help

The e wall ke apprceamabely 125 meute(z) 1o complete. The geaph below tepeesents the sur to be parfoimed :

ALY

Chck on & cipcle badows bo modip i

Hold et ter_ |
Inzent before, |

__Renove |
This cycle iepeats 40 | timefs]

Chick o one of the sleps below bo modify 1, o press + of - 1o add and remove steps bor thes cpcle

Timed Siep | j ﬂ
G0 lor ) pecs
Gl | —m—— .
Bl seconds / 1
2- Not Acqunng 72C foe 20 ecs |
I Long Rlang 5-".!-5 _EWCHIEI] 0T .-"'I

I Touchdown

x|

llustracién 27. Paso de ciclado a 60 °C (1 = Ajuste de temperatura y tiempo de segundo paso,
2 = Botén “Not Acquiring” [No adquirir])
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10. Establezca “Green” (Verde) y “Yellow” (Amarillo) como canales de
obtencién. Para ello, seleccione el botén “>" para transferirlos de la lista
“Available Channels” (Canales disponibles). Haga clic en “OK” (Aceptar)
(ilustracién 28).

Same as Previous : | New Acquisition) ~|

Acqusition Configuration :

Availlable Channels : Acquinng Channels :
I ame [ LI
Crimson Green 1
HRM < [l veiow
Orange
Red «

To acquire fram a channel, select it from the Est in the left and click >, To stop sequining from a
channel, zelect it in the right-hand izt and click <. To remove all acquisitions, click <<

Diye Chart 3 | Dm'tﬁ.cquirel Help |

Dye Channel Selection Chart

470nm  [510nm | FAM“, SYBR Green 14, Fluorescein, EvaGreen ', Alewa Fluor 488
Yellow |530nm | 555nm | JOE, WICY, HEX, TET, CAL Fluor Gold 540+, 'akima “rellow
Orange | 585nm | 610nm RO+, CAL Fluor Red 6104, Cy3.5%, Texas Red', Alexa Fluor 5684

625nm |BBOnm | CySY, Quasar 670, Alexa Fluor 6334

680nm | 710hp Quazar705+, Alexa Fluor 680+

460nm  |S10nm | SYTO 94, EvalGresn

llustracién 28. Adquisicién en el paso de ciclado a 60 °C (1 = Canales seleccionados,
2 = Botén “OK” [Aceptar])
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11. Seleccione el tercer paso y eliminelo mediante el botén “-”. Haga clic en
“OK” (Aceptar) (ilustracién 29).

M Edit Profile fx
i B . | w
Hese Open  Save ds Help

T s vl Lk appimcmatel 135 maruda(z] ha complste. The gaph below raprecent s the un 1o be petoimed :

Click o a cycls below bo modify it -
1Hnld Iroest alftes
Inert befiore...
_fowore_|
Thet cyclainpaals 40 | Brme(z].
Clck or ore of the theps bedow bo moddy i, of press = or - ko add and remove steps for this cpcla 2
Tined Step - 2 Fs
J I e M) zmc uJ
TaC '
I.' i /
20 seconds
easegtoCrems |/ \ T2 o 20 vecs
on Green ||I
T S T oo B et L 1
I Touchdown

- 3
llustracién 29. Eliminacién del paso de extensién (1 = Tercer paso, 2 = Botén para eliminar,
3 = Botén “OK” [Aceptar])
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12. En el cuadro de didlogo siguiente, haga clic en el botén “Gain Optimisation”
(Optimizacién de ganancia) (ilustracién 30).

New Run Wizard X
Temperature Profile : Thiz boo: displays
help on elements in
the wazard. For help

o af ke, hover
wour mouse over the
item for help, “Yow
can alzo click on a
combo box to display

help about
: ol
Edit Profile .. avalable seltings.
Channel Setup :
Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm 6
Yelow 530nm 555nm 5 _ e |
Orange 585w  Bl0nm 5 Edit Gair...
Red B25nm  BEDnem 5 —ml
Crmson  BB0nm  7i0hp 7 Remaove
HRM 4EB0hm  510nm 7
Reset Defaults
1= Eor ommeon |
SkipWizard | <<Back | MNew» |

llustracién 30. Optimizacién de la ganancia (1)
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13. Haga clic en el botén “Optimise Acquiring” (Optimizar adquisicién). Para
cada canal, se muestra la configuracién de canal. Acepte los valores
predeterminados haciendo clic en “OK” (Aceptar) para ambos canales
(ilustracién 31).

Auto.Gain Optimisation Setup. X
Optimization : y
o Bugto-Gam Opbmasation will read the lluoresence on the inseed sample at
e different gain levels undil it finds one at which the fluorescence levels are

-, acceplable, The range of lheorescence pou ane looking hor depends on the:
chemistry you are pesforming

Sel temperature o !_hj degrees.
Opiise Al 1

M Auto-Gain Optimisation Channel Settings

T Channel Settngs ;
it Channel : Green Tube Posion: [1 =
I— 3 : o

Acceplable Gain Range: [10 = 10 [i0 =

dd..
Hame || Teroet Sample Range : B ﬂﬁmtuﬁﬂ_jﬂ Efﬂ---

emove_|

frovee A0
ok | Cancel | Help |_‘_J

llustracién 31. Optimizacién de la ganancia automdtica para el canal verde
(1 = Botdn “Optimise Acquiring” [Optimizar adquisicién], 2 = Botén “OK” [Aceptar])
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14. Active la casilla “Perform Optimisation before 1st Acquisition” (Ejecutar la
optimizacién antes de la primera adquisicién) y, a continuacién, haga clic
en el botén “Close” (Cerrar) para volver al asistente (ilustracién 32).

Auto-Gain Optimisation Setup

(Opirviz:ation :
different gam levels untd it inds one at which the Huorescence levels ae

acceptable. The range of lucrescence you are looking for depends on the

o Auto-Gain Optimization will read the fluoesence on the nzerted sample at
[
% chemizty you are performing.

Sl temperatiing ko j dearess,
Optimise A | Optimise Acquiiing |
1 ==Y ertcim tiptiisation Before 15t Asquisiion
[ Pesform Oplimisation At 60 Degrees At Beginning Of Run

Charnnel Settings ;

| =] A |

Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt. |

Green 1 5F1 10F] 10 10

Yellow 1 EF] 10F] a0 10 Remove |
Remaowve &) |

£

=1 [ T

llustracién 32. Seleccién de los canales verde y amarillo (1 = Casilla de verificacién “Perform
Optimisation Before 1st Acquisition” [Ejecutar la optimizacién antes de la primera
adquisicién], 2 = Botén “Close” [Cerrar])

15. Haga clic en “Next” (Siguiente) para guardar el molde en una ubicacién
apropiada. Para ello, seleccione “Save Template” (Guardar molde).
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Procedimiento (manual)

Protocolo: valoracién de las muestras (manual)

Este protocolo se utiliza para valorar el ADN total amplificable de las muestras
y deberia aplicarse antes de realizar el andlisis de mutacién de BRAF.

B Prepare las muestras tal como se describe en el apartado “Protocolo:
valoracién de las muestras”, en la pdgina 15.

B Configure la serie de PCR en el equipo Rotor-Gene Q MDx tal como se
describe en el apartado “Protocolo: configuracién de therascreen BRAF
PCR RGQ", en la pdgina 74.

B  Una vez finalizada la serie, analice los datos segin las instrucciones del
apartado “Andlisis de los datos de valoracién de las muestras”, en la
pdgina 80.

|
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Protocolo: deteccion de mutaciones de BRAF (manual)

Cuando una muestra es correcta segin la evaluacién de muestras, se puede
analizar para detectar mutaciones de BRAF.

B Prepare las muestras tal como se describe en el apartado “Protocolo:
deteccién de mutaciones de BRAF”, en la pdgina 27.

B Configure la serie de PCR en el equipo Rotor-Gene Q MDx tal como se
describe en el apartado “Protocolo: configuracién de therascreen BRAF
PCR RGQ", en la pdgina 74.

B  Una vez finalizada la serie, analice los datos segin las instrucciones del
apartado “Andlisis de los datos de la deteccién de mutaciones del gen
BRAF”, en la pdgina 81.

|
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Protocolo: configuracién de therascreen BRAF PCR RGQ
1. Abra el software Rotor-Gene Q (2.3) y acceda al perfil de temperatura
apropiado (archivo .ref).

Para obtener instrucciones sobre cémo crear el perfil de temperatura
y comprobar los pardmetros de la serie analitica, consulte el apartado
“Protocolo: creacién de un perfil de temperatura”, en la pdgina 60.

2. Asegurese de seleccionar el rotor correcto y marque la casilla para
confirmar que el anillo de fijacién esté sujeto. Haga clic en “Next”
(Siguiente) (ilustracién 33).

Mew Run Wizard El

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiotor Type

Rotar-Disc 72
Rotar-Disc 100

2— —l ¥ Laocking Ring Attached

Skip Wizard | = : 3

llustracién 33. Cuadro de didlogo “New Run Wizard” (Asistente para series nuevas) y pantalla
de inicio (1 = “Rotor Type” [Tipo de rotor], 2 = Casilla “Locking Ring Attached” [Anillo de
fijacién sujeto], 3 = Botén “Next” [Siguiente])
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3. Introduzca el nombre del usuario. Afiada las notas que desee y compruebe
que el volumen de reaccién esté configurado en 25 y que “Sample Layout”

(Disposicién de muestras) indique “1, 2, 3...”. Haga clic en “Next”
(Siguiente) (ilustracién 34).

Mew Run Wizard E|
This screen dizplays mizcellaneous options for the wn. Complete the figlds, Ehlis box 'IjiSF'Ia}'S .
clicking Mest when pou are ready to mave to the next page. theepwcil;a'ra ;?EPEE'I 1
. aFt art IKErmn, Hover
Dlpieyais NAME waur moLse over the
M i iterm for help. rou
otes: cah also click on a
combo box to display
help about its
available zettings.
Reaction or = | |
Walume [pL]: = I 2
Sample Lapout - 1.2, 3. - |
Skip'wizard | << Bark |I Next 35 : 3

llustracién 34. Pantalla de opciones “New Run Wizard” (Asistente para series nuevas)

(1 = Campos “Operator” [Operador] y “Notes” [Notas], 2 = Campos “Reaction Volume”
[Volumen de reaccién] y “Sample Layout” [Disposicién de muestras], 3 = Botdn “Next”
[Siguiente])
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4. Lla siguiente ventana permite editar el perfil de temperatura. No es
necesario editar, porque el perfil de temperatura ya se ha creado segin
las instrucciones del apartado “Protocolo: creacién de un perfil de
temperatura”, en la pdgina 60. Haga clic en “Next” (Siguiente)
(ilustracion 35).

Mew Run Wizard El

Temperature Profils : Thiz box displays
help on elements in
the wizard. Far help

oh an item, hover
wour mouse over the
itern for help. You
zah alzo click on a
combo box to dizplay

help about its
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Narme | Sounce | D etector | Gain | Create Mev...

Green 470 5100m Edit
rellow B30hm  5550m
Orange  585nm E10mm Edit Gait...
Fed E28nm  BEDnm
Remove
Reset Defaultz

Crimzon  E80nm  F10hp
HEM 4B0nm 5100nm

Skip'wizard | << Back e 1

llustracién 35. Cuadro de didlogo “New Run Wizard” (Asistente para series nuevas) y pantalla
de edicién de temperatura (1 = Botdn “Next” [Siguiente])

=l nnon o

|
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Compruebe el resumen y haga clic en “Start Run” (Iniciar la serie) para
guardar el archivo de andlisis y comenzar la serie (ilustracién 36).

New Run Wizard E|

Summary ;

Setting Y alue

Green Gain L

ellow Gain L

Auto-Gain Ophimization Before First Acquizsition
Rotor T2 el Rotor

Sample Layout 1,23, ..

Reaction Yolume [in microliters] 25

EEE | o1

Once vou've confirmed that your run settings are comect, click Start Run ta Save Template
begin the un. Click Save Template to save settings for future runs,

SkipWizard | << Back |

llustracién 36. Cuadro de didlogo “New Run Wizard” (Asistente para series nuevas) y pantalla
de resumen (1 = Botén “Start Run” [Iniciar la serie])

6.

Una vez iniciada la serie, aparece una nueva ventana en la que puede
introducir nombres de muestra en ese momento o bien hacer clic en “Finish”
(Finalizar) e introducirlos més tarde seleccionando el botén “Sample”
(Muestra) durante la ejecucién de la serie o una vez completada.

Al hacer clic en “Finish and Lock Samples” (Finalizar y bloquear muestras)
se evita la edicién de los nombres de las muestras. El usuario debe
extremar la precaucién al introducir los nombres de las muestras para
asegurarse de realizar correctamente las pruebas y los andlisis de las
muestras.

Nota: al introducir el nombre de las muestras, los pocillos vacios deben
dejarse en blanco en la columna “Name” (Nombre).

Una vez finalizada la serie, analice los datos segun los apartados “Andlisis
de los datos de valoracién de las muestras”, en la pagina 80, o “Andlisis de
los datos de la deteccién de mutaciones del gen BRAF”, en la pégina 81,
como corresponda.

Si necesita crear informes de cuantificacién, haga clic en el icono “Reports”
(Informes) situado en la barra de herramientas del archivo de la serie
analitica Rotor-Gene Q.
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9. En el explorador de informes, haga clic en “Cycling A. Green (Page 1)”
(Ciclado A. Verde [pagina 1]) en “Report Categories” (Categorias de
informes) (ilustracion 37).

— Report Categories : — Templates :
!I
. P 'S OTV Report
1 —— - Cucling A Green [Page 1

- Cyeling A vellow [Page 1)

llustracién 37. Explorador de informes (1 = Botén “Cycling A. Green (Page 1)” [Ciclado A.
Verde (pdgina 1)])

10. Seleccione “Quantitation (Full Report)” (Cuantificacién [Informe completo])
en “Templates” (Moldes) (ilustracién 38).

— . lL—

— Repoart Categories : — Templates :

- [General] 144
B Quantitation
Cycling & Green [Page 1]
‘.. Cycling & Vellow [Page 1)

.
% Quantitation (Standard Report)

Shiow I Cancel

llustracién 38. Informe de cuantificacién (informe completo) (1)

11. Haga clic en “Show” (Mostrar) para generar el informe.

12. Haga clic en “Save As” (Guardar como) para guardar una versién
electrénica.

13. Repita el procedimiento para “Cycling A. Yellow (Page 1)” (Ciclado A.
Amarillo [pégina 1]).
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Interpretacién de los resultados (manual)

Una vez completada la serie de valoracién o la serie del andlisis de mutacién,

debe analizar los datos segin el siguiente procedimiento.

Configuracién del andlisis del software

1. Utilice el software Rotor-Gene Q (2.3) para abrir el archivo adecuado.

2. Sino ha introducido el nombre de las muestras antes de realizar la serie,
haga clic en “Edit Samples” (Editar muestras).

3. Introduzca los nombres de las muestras en la columna “Name” (Nombre).
Nota: deje en blanco los nombres de los pocillos vacios.

4. Haga clic en “Analysis” (Andlisis). En la pagina de andlisis, haga clic en
“Cycling A. Yellow” (Ciclado A. Amarillo) para ver el canal amarillo.

5. Haga clic en “Named On” (Con nombre).

Nota: esto permite asegurarse de que los pocillos vacios no se incluyen en
el andlisis.

Seleccione “Dynamic tube” (Tubo dindmico).
Seleccione “Slope Correct” (Pendiente correcta).
Seleccione “Linear scale” (Escala lineal).

0 ®NO

Seleccione “Take off Adj.” (Aj. de inicio) e introduzca los valores 15,01 en
casilla superior (“If take off point was calculated before cycle” [Si el punto
de inicio se calculé antes que el ciclo]) y 20,01 en la casilla inferior (“then

la

use the following cycle and take off point” [utilice el ciclo y el punto de inicio

siguientes]).
10. Configure el umbral en 0,05.
11. Configure “Eliminate Cycles before” (Eliminar ciclos antes de) en 15.
12. Revise los valores de Cr del canal amarillo.

13. En la pagina de andlisis, haga clic en “Cycling A. Green” (Ciclado A. Verde)

para ver el canal verde.
14. Seleccione “Named On” (Con nombre).
15. Seleccione “Dynamic tube” (Tubo dindmico).
16. Seleccione “Slope Correct” (Pendiente correcta).
17. Seleccione “Linear scale” (Escala lineal).

18. Seleccione “Take off Adj.” (Aj. de inicio) e introduzca los valores 15,01 en
casilla superior (“If take off point was calculated before cycle” [Si el punto
de inicio se calculé antes que el ciclo]) y 20,01 en la casilla inferior (“then

la

use the following cycle and take off point” [utilice el ciclo y el punto de inicio

siguientes]).

Manual de uso del kit therascreen BRAF RGQ PCR 06/2016

79



19. Configure el umbral en 0,15.
20. Configure “Eliminate Cycles before” (Eliminar ciclos antes de) en 15.
21. Revise los valores de Cr del canal verde.

Andlisis de los datos de valoracion de las muestras

Andlisis de control de la serie

Una vez finalizada la serie, debe analizar los datos tal y como se indica a
continuacion.

B Control negativo: para asegurarse de que el molde no estd contaminado,
el control sin molde no debe generar un valor de Cr en el canal verde
(FAM) por debajo de 40. Para garantizar que la serie estd configurada
correctamente, el control sin molde debe mostrar una amplificacién dentro
del intervalo de 32,53 a 38,16 en el canal amarillo (HEX). Los valores
especificados son los comprendidos entre estos valores (ambos incluidos).

B Control positivo: el control positivo (PC) de BRAF debe generar un valor de
Cr del ensayo de control en el canal verde (FAM) de 30,37 a 36,85. Los
valores especificados son los comprendidos entre estos valores (ambos
incluidos). La aparicién de un valor fuera de este intervalo indica un
problema de configuracién del ensayo y es, por lo tanto, un fallo de la
serie.

No deben utilizarse los datos de las muestras si alguno de estos dos controles
de andlisis da error.

Siempre que ambos controles de series sean vdlidos, cada valor de Cr de
muestra debe estar comprendido en el intervalo de 21,95 a 32,00 en el canal
verde. Si la muestra se encuentra fuera de este intervalo, se proporciona la guia
siguiente.

Andlisis de la muestra: ensayo de control

B Valor de C; del ensayo de control de la muestra < 21,95: las muestras con
un valor de Cr de < 21,95 se deben diluir, ya que este valor representa
el nivel inferior del intervalo de ensayo validado. Para detectar cada
mutacién en un nivel bajo, las muestras sobreconcentradas se deben
diluir para que se encuentren en el intervalo mencionado anteriormente,
partiendo de la base de que diluir a la mitad aumentard el valor de Cr
en 1. Si el valor de la muestra estd cerca de 21,95, se recomienda diluir
a fin de garantizar la obtencién de un resultado de la serie de andlisis de
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muestras (deteccién de mutaciones del gen BRAF). Es necesario diluir las
muestras con el agua suministrada con el kit (agua para la dilucién [Dil ]).

Valor de Cr del ensayo de control de la muestra > 32,00: se recomienda
volver a extraer la muestra, ya que el ADN molde inicial presente no seré
suficiente para detectar todas las mutaciones con los valores de corte
indicados del ensayo.

Andlisis de los datos de la deteccién de mutaciones del gen BRAF

Andlisis de control de la serie

Consulte el organigrama del andlisis de control de la serie en la ilustracién 39.

Control negativo: para asegurarse de que el molde no estd contaminado,
el control sin molde no debe generar un valor de Cr en el canal verde
(FAM) por debajo de 40. Para garantizar que la serie estd configurada
correctamente, el control sin molde debe mostrar una amplificacién dentro
del intervalo de 32,53 a 38,16 en el canal amarillo (HEX). Los valores
especificados son los comprendidos entre estos valores (ambos incluidos).

Control positivo: el control positivo (PC) de BRAF debe generar un valor de
Cr para cada ensayo BRAF, tal como se muestra en la tabla 14 en el canal
verde. Los valores especificados son los comprendidos entre estos valores
(ambos incluidos). La aparicién de un valor fuera de este intervalo indica
un problema de configuracién del ensayo y es, por lo tanto, un fallo de

la serie.

Nota: no deben utilizarse los datos de las muestras si alguno de estos dos
controles de andlisis da error.

Tabla 14. Intervalo de Cr aceptable para controles de reaccién

Mezcla de

reaccion Muestra Canal Intervalo de C;
Control PC Verde 30,37-36,38

V600E/Ec PC Verde 29,62-35,73

V600D PC Verde 29,75-35,79

V600K PC Verde 29,32-35,32

V600R PC Verde 29,41-35,41
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Valor de Cr del
canal verde de
control negativo

¢Es el Cr del canal
verde <407

No

Y

¢Se incluye

el Cr del canal amarillo

en el intervalo
32,53-38,16?

A 4

Control negativo
correcto

f— Error de la serie

Error de la serie/
Control interno no valido

T

Si

¢Es el Cr del canal
amarillo de control
interno <32,537

No

¢Es el Cr del canal
amarillo de control
interno >38,167

Si

Error de la serie/Control
interno negativo para la
amplificacién del canal amarillo

Proceder con el andlisis
de la muestra

Valor de Cr
del canal
verde de

control positivo

¢ Se incluye el Cy
del canal verde de control
del tubo en el intervalo
30,37-36,38 7

Si

¢Se incluye el Cr
del canal verde de VE0OE/
c del tubo en el intervalg
29,62-35,73?

¢Seincluye el Cr
del canal verde de V600D
del tubo en el intervalo
29,75-35,79?

iSeincluye el Cr
del canal verde de VE0OK
del tubo en el intervalo
29,32-35,32?

Si

&£ Se incluye el Cr
del canal verde de V60OR
del tubo en el intervalo
29,41-3541?

Si

y

Control positivo
correcto

llustracién 39. Organigrama del andlisis de control de la serie
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Error de la serie

No—

Error de la serie

No—p

Error de la serie

Error de la serie

No—p

Error de la serie
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Anadlisis de la muestra — Valor de Cr del canal verde de control de la muestra

Consulte el organigrama del andlisis de la muestra en la ilustracién 40.

Siempre que ambos controles de series sean vdlidos para el ensayo de control,
cada valor de Cr de control de la muestra debe estar comprendido en el
intervalo de 21,95-32,00 en el canal verde.

Si la muestra se encuentra fuera de este intervalo, se proporciona la guia

siguiente.

B Valor de C; del ensayo de control de la muestra < 21,95: las muestras con
un valor de Cr de control < 21,95 sobrecargarén los ensayos de mutacién
y deben diluirse. Para detectar cada mutacién en un nivel bajo, las
muestras sobreconcentradas se deben diluir para que se encuentren en el
intervalo mencionado anteriormente, partiendo de la base de que diluir
a la mitad aumentard el valor de Cr en 1. Es necesario diluir las muestras
con el agua suministrada con el kit (agua para la dilucién [Dil ]).

B Valor de C: del ensayo de control de la muestra > 32,00: se recomienda
volver a extraer la muestra, ya que el ADN molde inicial presente no seré
suficiente para detectar todas las mutaciones con los valores de corte
indicados del ensayo.

Andlisis de la muestra — Valor de Cr del canal amarillo de los ensayos de
control interno de mutaciones de la muestra

Consulte el organigrama del andlisis de la muestra en la ilustracién 40.

Es necesario analizar todos los pocillos de cada muestra. Compruebe que cada
pocillo genere una sefial HEX en el canal amarillo del control interno. Existen
3 resultados posibles.

B Si el valor de Cr del control interno se incluye dentro del intervalo especi-
ficado (32,53-38,16), la amplificacién del canal amarillo es positiva y
vdlida.

B Siel valor de Cr del control interno esté por encima del intervalo especi-
ficado (> 38,16), el tubo es negativo para la amplificacién del canal
amarillo. Si existe amplificacién en el canal verde para ese tubo, la ampli-
ficacién del canal amarillo es vélida. Si no existe amplificacién en el canal
verde para ese tubo, la amplificacién del canal amarillo no es vdlida.

B Si el valor de Cr del control interno esté por debajo del intervalo
especificado (< 32,53), el tubo no es vdlido.

Si el error del control interno se debe a una inhibicién de PCR, diluir la muestra
podria reducir el efecto de los inhibidores, pero debe tenerse en cuenta que
esto también diluiria el ADN objetivo. El kit incluye un tubo de agua para la
dilucién de la muestra (Dil.).
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Valores de Cy del
canal verde de
control de la
muestra.

Valores de Cr del
canal amarillo de
los ensayos de
control interno de
mutaciones de la
muestra.

Valores de Cr del
canal verde de
los ensayos de

mutaciones de la

muestra.

¢Seincluye el Cr
del canal verde del ensayo
de control en el intervalo
21,95-32,00?

A 4

¢Es el Cr del canal amarillo
<32,53 en algln ensayo?

A 4

No

¢ Es el Cr del canal amarillo
>38,16 en algln ensayo?

No

¢Seincluye el Cr
del canal verde de cada
mutacién en el intervalo
15,00-40,007

\ 4

Si
4

Tubo positivo para la amplificacion
del canal verde.

4

Calcule los valores de ACt de
cada mutacion. ACt = Cy de
mutacién — Cr de control

A 4

Compare los valores de ACt
con los valores de corte por
mutacion. Consulte la tabla 6.

¢Se incluye alguno
de los valores de ACt dentro
del intervalo de ACy especificado
para el ensayo (amplificacién
positiva)?

Si

\

Mutacion de BRAF detectada para el
ensayo de mutacion. Para determinar el
estado de la mutacion, consulte la tabla 7.

llustracién 40. Organigrama del andlisis de la muestra.
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No—j ara obtene as informacion,
consulte la pagina 81
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Tubo no valido.
Si—p| No utilice el resultado
del tubo.

Tubo negativo para la
amplificacion del canal
Si—{ amarillo. Para obtener mas
informacién, consulte la
pagina 81 del manual.

Tubo negativo para la
amplificacion del canal verde.
No Consulte la pagina 83
del manual.

No: Mutacion no detectada.




Andlisis de la muestra — Valor de Cr del canal verde de los ensayos de
mutaciones de la muestra

Es necesario comparar los valores del canal verde de las 4 mezclas de
reaccién con los valores que se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Valores de reaccién de mutacién de muestras aceptables
(canal verde)*

Intervalo de Cr
Ensayo aceptable Intervalo de ACy
V600E/Ec 15,00-40,00 <7,0
V600D 15,00-40,00 <6,9
V600K 15,00-40,00 <6,0
V600R 15,00-40,00 <7,0

Los valores aceptables son los comprendidos entre los valores mostrados (también
aceptables).

B Siel valor de Cr de FAM se incluye dentro del intervalo especificado,
la amplificacién del canal verde es positiva.

B Siel valor de Cr del canal verde estd por encima del intervalo especificado
o si no existe amplificacién, la amplificacién del canal verde es negativa.

Proceda a calcular el valor de ACr de todos los tubos de mutacién que
presenten amplificacién de FAM positiva tal y como se indica a continuacién.
Es importante utilizar los valores de Cr de mutacién y de control de una misma
muestra.

ACt = Ct de mutacién — Cr de control

Compare el valor de ACr de la muestra con el punto de corte del ensayo en
cuestién (tabla 15). Compruebe que se aplique el punto de corte correcto para
cada ensayo.

El punto de corte es el punto a partir del que una sefial positiva podria ser la
respuesta a una sefal de fondo del primer ARMS en ADN nativo. Si el valor de
ACr de la muestra es superior al punto de corte, esta se considera negativa o
fuera de los limites de deteccién del kit.

Para cada muestra, las reacciones de mutacién recibirdn un estado de
mutacién detectada, mutacién no detectada o no vdlido segin los siguientes
criterios.
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B Mutacion detectada:

La amplificacién positiva del canal verde y el valor de ACr son iguales al
valor de corte o estdn por debajo de él. Si se detectan varias mutaciones,
el estado de la mutacién debe asignarse de acuerdo con la tabla 16.

B Mutacién no detectada:

La amplificacién positiva del canal verde y el valor de ACr estén por
encima del valor de corte.

La amplificacién del canal verde es negativa y la amplificacién del canal
amarillo (control interno) es positiva.

B No vdlido:
El canal amarillo (control interno) no es vélido.

La amplificacién del canal verde es negativa y la amplificacién del canal
amarillo es negativa.

Para conocer més detalles al respecto, consulte el organigrama de la
llustracién 40. Si una muestra es negativa para la amplificacién del canal
amarillo en un tubo pero positiva para la amplificacién del canal verde en un
tubo diferente, el resultado de mutacién detectada en el tubo diferente todavia
puede considerarse vélido, pero puede que la mutacién particular identificada
no se haya asignado con fiabilidad.

Si una muestra es negativa para la amplificacién del canal amarillo y positiva
para la amplificacién del canal verde en el mismo tubo, el resultado de
mutacién detectada debe considerarse vélido.

Si un tubo es no vdlido para el canal amarillo (control interno), el resultado
de dicho tubo no debe utilizarse.

Andlisis de la muestra — Asignacién del estado de mutacién de la muestra

Tras evaluar todos los tubos de reacciéon de mutacién, el estado de mutacién
de la muestra se determina tal y como se indica a continuacién.

B Mutacién detectada: una o més de las 4 reacciones de mutacién son
positivas. Si se detectan varias mutaciones, la mutacién debe comunicarse
segun los requisitos de la tabla 16 (véase la pdgina siguiente).

B Mutacién no detectada: las 4 reacciones de mutacién son negativas.

B No vdlido: ninguna reaccién de mutacién es positiva y una o mds
reacciones de mutacién son no vdlidas.
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Tabla 16. Nomenclatura del estado de mutacion de la muestra

V600E/Ec V600D V600K V600R Estado de la mutacién
- : : : Positivo para V60OE o
Positivo Negativo Negativo Negativo V60OEC
o : o : Positivo para V600Ec o
Positivo Negativo  Positivo Negativo V600K
Positivo Positivo Negativo Negativo  Positivo para V600D
Negativo  Positivo Negativo Negativo  Positivo para V600D
Negativo  Negativo  Positivo Negativo  Positivo para V600K
Negativo  Negativo Negativo Positivo Positivo para V60OOR

Nota: el kit therascreen BRAF RGQ PCR esté disefiado para detectar muta-
ciones en el gen BRAF en una muestra de ADN. Cuando se identifica una
muestra como de mutacién de BRAF detectada, solo debe indicarse una
mutacién especifica. Si se detectan varias mutaciones, la mutacién debe
comunicarse segln los requisitos de la tabla 16.

Entre las reacciones de mutacién se produce reactividad cruzada. Por ejemplo,
el ensayo V60OE/Ec puede arrojar un resultado positivo si hay presente una
mutacién V600D, el ensayo VOOOE/Ec puede arrojar un resultado positivo si
hay presente una mutacién V600K y en ensayo V600K puede arrojar un
resultado positivo si hay presente una mutacién compleja V60OE. Sin embargo,
el estado de la mutacién debe distinguirse de acuerdo con la tabla 16.

La reactividad cruzada se produce porque el primer ARMS detecta otras
mutaciones con secuencia similar entre ellas. Si un segundo ensayo de
mutacién arroja un resultado positivo, es muy probable que se trate de
reactividad cruzada. Si bien es poco frecuente, se han observado dobles
mutantes.

Por lo tanto, en contadas ocasiones, pueden detectarse combinaciones de
resultados positivos que no estdn incluidas en la tabla 16. La muestra puede
seguir identificdndose como mutacién de BRAF detectada. Sin embargo, debido
a la reactividad cruzada, no se puede distinguir una mutacién en concreto. Por
lo tanto, la muestra solo se debe identificar como de mutacién de BRAF
detectada.

Si una o mds de las reacciones de mutacién son no vdlidas pero hay una o mas
positivas, todavia puede identificarse la muestra como de mutacién de BRAF
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detectada, ya que existe una mutacién. No obstante, puede que la mutacién
especifica indicada no sea precisa y se haya obtenido como resultado de la
reactividad cruzada. Por lo tanto, la muestra solo se debe identificar como de
mutacién de BRAF detectada.
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Apéndice lI: instalacién del software therascreen BRAF
Assay Package

El kit therascreen BRAF RGQ PCR se ha disefiado para su uso con el equipo
Rotor-Gene Q MDx con un rotor de 72 pocillos. El software therascreen BRAF
Assay Package se puede descargar en la pdgina web de producto del kit
therascreen BRAF RGQ PCR correspondiente, en www.giagen.com. Encontrard
la informacién de descarga en el apartado “Product Resources” (Recursos de
producto), en la pestaiia “Supplementary Protocols” (Protocolos complemen-

tarios). Los paquetes de ensayo también se pueden solicitar en un CD
(QIAGEN, n.° de referencia 9023820).

El paquete de ensayo incluye “therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked
Template” y “therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template”.

Nota: el software therascreen BRAF Assay Package solamente es compatible
con el software Rotor-Gene Q, versién 2.3. Compruebe que se haya instalado
la versién correcta del software Rotor-Gene Q antes de proceder a instalar
therascreen BRAF Assay Package. Si utiliza un equipo Rotor-Gene Q MDx con
una versién de software anterior, puede actualizarlo fécilmente descargdndose
la versién 2.3 del software de la pdgina de producto de Rotor-Gene Q MDx
en www.giagen.com. Encontrard el nuevo software en el apartado “Product
Resources” (Recursos de producto) correspondiente, en la pestaiia “Operating
Software” (Software operativo).

Procedimiento (descarga)

1. Descargue el kit therascreen BRAF RGQ Assay Package CE en la pagina
web de producto del kit therascreen BRAF RGQ PCR correspondiente, en
www.giagen.com.

2. Abra el archivo comprimido descargado. Para ello, haga doble clic en él
y extraiga el archivo que hay en su interior.

3. Haga doble clic en el archivo therascreen_BRAF_Assay_Package_3.1.1.exe
extraido para comenzar la instalacién.

Procedimiento (CD)
1. Solicite el CD therascreen BRAF RGQ Assay Package CE (QIAGEN,
n.° de referencia 9023820), disponible por separado, a QIAGEN.

2. Introduzca el CD en la unidad correspondiente del ordenador portdtil
conectado al equipo Rotor-Gene Q.
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3. Haga doble clic en el archivo therascreen_BRAF_Assay Package 3.1.1.exe
para comenzar la instalacién si el CD se carga automdaticamente, o bien
ubique este archivo ejecutable mediante el explorador de archivos del
portatil conectado.

4. Se abrird el asistente para la instalacién. Haga clic en “Next” (Siguiente)
para continuar (ilustracién 41).

15! Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package (2= li_'?-l

Welcome to the Rotor-Gene
therascreen BRAF CE Assay
Package Setup Wizard

This will install Rotor{Gene G therascreen BRAF CE Assay
Package 3.1.1 0n your computer.

k is recommended that you close all other applications before
continuing

Click Neat to continue, or Cancel to et Setup

mrm R

e

llustracién 41. Cuadro de didlogo “Setup” (Configuracién) (1 = Botén “Next” [Siguiente])
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5. Lea el Acuerdo de licencia del cuadro de didlogo “License Agreement” y
marque la casilla “I accept the agreement” (Acepto el acuerdo) para aceptar
el acuerdo. Haga clic en “Next” (Siguiente) para continuar (ilustracién 42).

@ Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package I_El,. ﬂ

License Agreement
Please read the following important information befiore continuing

Please read the folowing Licenss Agreement. You must accept the tems of this

Licence Agreement -

1. In the folowing "Giagen” refers to Giagen GmbH and its affikated companies and
“Software" means the programs and data supplied on this physical medium (eg. CD-
ROM) or over the Intemet with these condiions. [ you are unsure of ary aspect of
[this agresment or have ary questions they should be emaded to

support @giagen.com ) The Software and any accomparying documentation have
been developed ertinely at private expense. They are delivered and licensed as
"commercial computer software”

2

| <Back [ Met> ] | Cancel

L

llustracién 42. Cuadro de didlogo “License Agreement” (Acuerdo de licencia) (1 = Botén para
aceptar, 2 = Botén “Next” [Siguiente])
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6. Se iniciard automdaticamente la configuracién de los moldes y, cuando
finalice, aparecera el cuadro de didlogo “Setup” (Configuracién). Haga
clic en “Finish” (Finalizar) para salir del asistente para la configuracién
(ilustracién 43).

§5 Setup - Rotor-Gene Q therascreen BRAF CE Assay Package = = __|

Completing the Rotor-Gene ()
therascreen BRAF CE Assay
Package Setup Wizard

Sefup has finished instaling Rotor-Gene G therascreen BRAF
CE Assay Package on your compiter. The appkeation may be
launched by selecting the installed icons

Clhick: Finishito ext Setup

— 1

llustracién 43. Finalizacién del asistente para la configuracién (1 = Botén “Finish” [Finalizar])

|
e

7. Reinicie el ordenador. El asistente generard automdaticamente accesos
directos a los moldes “therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked
Template” y “therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template”
y los colocara en el escritorio.

Informacion de contacto

Para recibir asistencia técnica y solicitar mds informacidn, visite nuestro
Centro de servicio técnico en el sitio www.giagen.com/Support, llame al
00800-22-44-6000, péngase en contacto con uno de los departamentos
del servicio técnico de QIAGEN o con los distribuidores locales (consulte
la contraportada o visite www.qgiagen.com).
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Informacién para pedidos

Producto Contenido Referencia
therascreen BRAF Para 24 reacciones: ensayo de control, 870211
RGQ PCR Kit (24) 4 ensayos de mutacién, control positivo,

Tag ADN polimerasa, agua para 'y

agua para la dilucién de la muestra
Rotor-Gene Q y otros accesorios
Rotor-Gene Q MDx Termociclador para PCR en tiempo real 9002032
5plex HRM Platform y analizador de melting de alta

resolucién (HRM) con 5 canales (verde,

amarillo, naranja, rojo y carmesi) mds

un canal HRM, ordenador portdtil,

software, accesorios, 1 afio de garantia

en piezas y mano de obra, instalacién

y formacién no incluidas
Rotor-Gene Q MDx Termociclador para PCR en tiempo real 9002033
5plex HRM System y analizador de melting de alta

resolucién (HRM) con 5 canales (verde,

amarillo, naranja, rojo y carmesi) mds

un canal HRM, ordenador portdtil,

software, accesorios, 1 afo de garantia

en piezas y mano de obra, instalacién

y formacién
therascreen BRAF CD con therascreen BRAF CE Sample 9023820
Assay Package CD Assessment Locked Template y

therascreen BRAF CE Mutation Analysis

Locked Template
Loading Block Bloque de aluminio para la configura- 9018901
72 x 0.1 ml Tubes cién de reaccién manual con pipeta de

un solo canal en tubos de 72 x 0,1 ml
Strip Tubes and Caps, 250 tiras de 4 tubos y tapones para 981103
0.1 ml (250) 1.000 reacciones
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 tiras de 4 tubos y tapones 981106
0.1 ml (2500) para 10.000 reacciones
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Producto Contenido Referencia

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit, para la purificacién de ADN
genémico obtenido de tejidos impregnados en parafina

QlAamp DNA FFPE Para 50 extracciones de ADN: 56404
Tissue Kit (50) 50 columnas QIAamp MinElute®,
proteinasa K, tampones, tubos de

recogida (2 ml)

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de respon-
sabilidad especificas del producto, consulte el manual de uso o la guia del
usuario del kit de QIAGEN correspondiente. Los manuales y las guias del
usuario de los kits de QIAGEN estdn disponibles en www.qiagen.com

o pueden solicitarse a los servicios técnicos de QIAGEN o a su distribuidor

local.
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Marcas comerciales: QIAGEN®, QlAamp®, MinElute®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (Grupo QIAGEN);
ARMS® (AstraZeneca Ltd.); FAM™, HEX™ (Life Technologies, Inc.).

No debe utilizarse para determinar el riesgo de desarrollo de endometriosis.

Acuerdo de licencia limitada

La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario de los kits therascreen BRAF RGQ PCR la aceptacién de los
siguientes términos:

1.

o M DN

El kit therascreen BRAF RGQ PCR debe utilizarse exclusivamente de acuerdo con el Manual del kit therascreen BRAF RGQ PCR y solo para uso
con los componentes que se incluyen en el kit. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar
o incorporar los componentes suministrados en estos kits con componentes no incluidos en los mismos, excepto segin se describe en el Manual
del kit therascreen BRAF RGQ PCR y en protocolos adicionales disponibles en www.giagen.com.

Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que estos kits ni su(s) uso(s) no infrinjan los derechos de terceros.
Este kit y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.
QIAGEN renuncia especificamente a cualquier ofra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

El comprador y el usuario del kit aceptan no realizar ni permitir a ofros realizar ningin paso que pueda conducir a acciones prohibidas en

las especificaciones anteriores o que pueda facilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier tribunal
para el cumplimiento de las prohibiciones especificadas en este Acuerdo de licencia limitada, y recuperaréd todos los gastos derivados de la
investigacién y de las costas judiciales, incluidos los honorarios de abogacia, por cualquier accién emprendida para garantizar el cumplimiento de
este Acuerdo de licencia limitada o cualquier otro derecho de propiedad intelectual con relacién a este kit y con sus componentes.

Para obtener los términos actualizados de la licencia, visite www.qgiagen.com.

HB-1273-005 © 2016 QIAGEN. Reservados todos los derechos.
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www.qiagen.com
Australia = techservice-au@qiagen.com
Austria = techservice-at@qgiagen.com
Belgium = techservice-bnl@qiagen.com
Brazil = suportetecnico.brasil@qiagen.com
Canada = techservice-ca@qiagen.com
China = techservice-cn@qiagen.com
Denmark = techservice-nordic@qiagen.com
Finland = techservice-nordic@qgiagen.com
France = techservice-fr@giagen.com
Germany = techservice-de@qgiagen.com
Hong Kong = techservice-hk@qiagen.com
India = techservice-india@qiagen.com
Ireland = techservice-uk@qiagen.com
ltaly = techservice-it@qiagen.com
Japan = techservice-jp@qgiagen.com
Korea (South) = techservice-kr@qiagen.com
Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com
Mexico = techservice-mx@qiagen.com
The Netherlands = techservice-bnl@qiagen.com
Norway = techservice-nordic@qgiagen.com
Singapore = techservice-sg@qiagen.com
Sweden = techservice-nordic@qiagen.com

Switzerland = techservice-ch@giagen.com

UK = techservice-uk@qgiagen.com . . . . .

USA = techservice-us@qiagen.com QIAGEN
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