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QIAGEN Sample and Assay Technologies

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 bioldgica. Nuestros productos y servicios de vanguardia y mdxima

calidad garantizan el éxito desde la muestra hasta el resultado.
QIAGEN define los estdndares en los siguientes campos:

® Purificacién de ADN, ARN vy proteinas

® Ensayos de dcidos nucleicos y proteinas.
® |nvestigacién con microARN y ARN:i.

® 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.qiagen.com.
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Uso previsto

El therascreen® KRAS RGQ PCR Kit es un ensayo cudlitativo de realtime PCR para la
deteccién de 7 mutaciones somdticas en los codones 12 y 13 del oncogén KRAS humano
mediante el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. El kit se ha disefiado para su uso con
ADN extraido de muestras de tejido fijado en formalina e impregnado en pardfina
(Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE) de cdncer colorrectal (Colorectal Cancer, CRC) o
céncer de pulmén no microcitico (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) obtenidas mediante
reseccién, puncién bidpsica con aguja gruesa (Core Needle Biopsy, CNB) o aspiracién con

aguja fina (Fine Needle Aspiration, FNA).

Las mutaciones somdticas en el gen KRAS se consideran posibles biomarcadores predictivos
de la resistencia al factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor,
EGFR) humano en terapias dirigidas como las basadas en panitumumab y cetuximab para
el tratamiento del CRC. Asimismo, las mutaciones somdticas en el gen KRAS también
pueden sefialarse como un posible biomarcador predictivo para la toma de decisiones de

tratamiento en determinadas terapias del NSCLC.

El médico valorard el estado de la mutacién en el paciente, ademéds de ofros factores
relativos a la enfermedad, para tomar una decisién sobre la terapia. Ninguna decisién
relativa a la aplicacién de tratamientos en pacientes con céncer debe basarse

exclusivamente en el estado de la mutacién en el gen KRAS.

El therascreen KRAS RGQ PCR Kit no tiene como objetivo servir de prueba diagnéstica del
CRC, el NSCLC ni de ninguna otra enfermedad.
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Resumen y explicacién

Los cdnceres humanos (1-4) suelen presentar mutaciones en el oncogén KRAS. Gracias a las
tecnologias Scorpions® y ARMS® (Allele Refractory Mutation System) (5, 4), el therascreen
KRAS RGQ PCR Kit permite la defeccién de 7 mutaciones en los codones 12 y 13 del
oncogén KRAS en ADN gendmico nativo (tabla 1). Segin los datos de la base de datos
COSMIC (2015 v72), las 7 mutaciones detectadas con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit
suponen >95 % de todas las mutaciones KRAS conocidas en pacientes con CRC y >88 % de

todas las mutaciones conocidas en pacientes con NSCLC (7).

Tabla 1. Lista de mutaciones e identificadores COSMIC

Mutacién Cambio de base ID COSMIC*
GLYT2ALA (G12A) GGT>GCT 522
GLY12ASP (G12D) GGT>GAT 521
GLYT12ARG (G12R) GGT>CGT 518
GLY12CYS (G12C) GGT>TGT 516
GLYT12SER (G12S) GGT>AGT 517
GLY12VAL (G12V) GGT>GTT 520
GLYT13ASP (G13D) GGC>GAC 532

*

Se utilizan los ID COSMIC del catdlogo de mutaciones somdticas del céncer (Catalog of Somatic Mutations in
Cancer) (7) (www.sanger.ac.uk/genefics/CGP/cosmic).

La prueba presenta un elevado nivel de especificidad y sensibilidad, lo que permite defectar
un porcentaje bajo de ADN mutado en un fondo de ADN nativo. Siempre que haya copias
suficientes de ADN, es posible detectar un 0,8 % de mutaciones en un fondo de ADN
gendmico nativo (consulte el apartado “Caracteristicas de rendimiento”, en la pdgina 55,

para conocer la informacién sobre los limites de deteccién de cada mutacién).

El therascreen KRAS RGQ PCR Kit se utiliza con el procedimiento de reaccién en cadena de
la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR). El beneficio de este kit es su elevada
especificidad para detectar la diana, su rapidez y eficacia y la objetividad en la

determinacién de los resultados.
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Principio del procedimiento

El therascreen KRAS RGQ PCR Kit combina 2 tecnologias [ARMS y Scorpions) para detectar

mutaciones de realtime PCR.

Mezclas para reaccién de mutacidn

Cada mezcla para reaccién utiliza un primer ARMS especifico para la mutacién que
amplifica selectivamente el ADN mutado y un primer Scorpions para la deteccién del

producto de la amplificacién.

ARMS

La amplificacién especifica de alelos se lleva a cabo mediante la tecnologia ARMS, que
utiliza la enzima Tag ADN polimerasa para diferenciar entre una coincidencia y un error de
coincidencia de base en el extremo 3' de un primer de PCR. Cuando la coincidencia con el
cebador es completa, la amplificacién se produce con total eficacia. Cuando no hay
coincidencia con la base 3’, dnicamente puede producirse una amplificacién de fondo de
bajo nivel. Por lo tanto, las secuencias mutadas se amplifican de forma selectiva, incluso en

muestras cuya mayoria de ADN no presenta la mutacién.

Scorpions

La deteccién de la amplificacién se realiza mediante la tecnologia Scorpions. La tecnologia
Scorpions utiliza moléculas bifuncionales que contienen un primer de PCR unido
covalentemente a una sonda. La sonda incorpora el fluoréforo carboxifluoresceina (FAM™)
y un quencher o supresor. Este Gltimo se encarga de silenciar la fluorescencia del fluoréforo.
Cuando la sonda se une al amplicén ARMS durante la PCR, el fluoréforo y el supresor se

separan y se produce un aumento detectable de la fluorescencia.
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Formato del kit
El therascreen KRAS RGQ PCR Kit contiene 8 ensayos:

® 1 ensayo de control (mezcla de reaccién para control [CTRL])
® 7 ensayos de mutacién (12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL, 12ASP)

Las mezclas de reaccién son dobles y contienen reactivos marcados con FAM para la
deteccién de dianas y un control interno marcado con HEX™. Las mezclas de reaccién y los
reactivos de control positivos contienen tampén Tris EDTA, mientras que el control positivo

contiene el ARN transportador Poly A.

Ensayos

El therascreen KRAS RGQ PCR Kit incluye un procedimiento de 2 pasos. En el primer paso,
el ensayo de control se realiza para evaluar el ADN total amplificable de KRAS 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.

Reaccién para el control

La CTRL utiliza un primer Scorpions y un primer sin marcar para la amplificacién de una
secuencia breve del exén 4 del gen KRAS. La reaccién para el control se utiliza para
determinar la existencia de un nivel adecuado de ADN amplificable en la muestra y como

factor para los céleulos analiticos empleados para determinar el estado de la mutacién.

Ensayo de control

El ensayo de control, marcado con FAM, sirve para valorar el ADN total amplificable de
KRAS de la muestra. El ensayo de control amplifica una regién del exén 4 del gen KRAS.
los primers y la sonda Scorpions estdn disefiados para realizar la amplificacién

independientemente de los polimorfismos conocidos del gen KRAS.
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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.

Controles

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

Control interno

Cada mezcla de reaccién contiene un control interno, ademds de la reaccién diana. 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 fallo del
control interno viene dado por la inhibicién de la PCR, diluir la muestra puede reducir el
efecto de los inhibidores. Sin embargo, cabe destacar que esta accién también diluye el
ADN diana. 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.).

Control positivo

Cada serie debe contener un control positivo en los tubos del 1 al 5. El therascreen KRAS
RGQ PCR Kit contiene un control positivo (Positive Control, PC) de KRAS que sirve 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 therascreen KRAS RGQ PCR Kit contiene agua para el control sin molde (No Template
Control, NTC), que se utiliza como “molde” en el control sin molde. El control sin molde se
utiliza para evaluar las posibles contaminaciones durante la configuracién de la serie y

para evaluar el rendimiento de la reaccién de control interno.
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Valoracién de las muestras

La mezcla de reaccién para control (CTRL) suministrada con el therascreen KRAS RGQ PCR
Kit se utiliza para valorar el ADN total amplificable de KRAS de una muestra. El ensayo de
control amplifica una regién del exén 4 del gen KRAS. Se recomienda preparar las
muestras Unicamente con el ensayo de control usando el control positivo (Positive Control,

PC) de KRAS como control positivo y agua para el NTC como control sin molde.

Plataforma y software

El therascreen KRAS RGQ PCR Kit estd disefiado especificamente para utilizarse con el
equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. El software Rotor-Gene Q y el software
therascreen KRAS Assay Package se encuentran disponibles para la descarga por Internet o
por separado en CD.

El mantenimiento de los equipos Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM debe realizarse segin los
requisitos indicados en el manual de usuario del instrumento. Consulte el manual del usuario
para obtener informacién sobre el instrumento.

Consulte Apéndice 2: instalacién del software therascreen KRAS Assay Package para ver

las instrucciones de instalacién.
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Materiales suministrados

Contenido del kit

therascreen KRAS RGQ PCR Kit (24)
N.° de catdlogo
3 . Identificacién de tubos 874011

Nomero de preparaciones 24

Color Identidad Volumen

Rojo Control Reaction Mix 2 x 600 pl

L 1 CTRL

(mezcla de reaccién para control)

Morado ~ 12ALA Reaction Mix 600 pl
(mezcla de reaccién para 12ALA) 2 124

Naranja  12ASP Reaction Mix 600 pl
(mezcla de reaccién para 12ASP) 3 12ASP

Rosa 12ARG Reaction Mix 600 pl
(mezcla de reaccién para 12ARG) G NS

Verde 12CYS Reaction Mix 600 pl
(mezcla de reaccién para 12CYS) 5 12CYS

Amarillo 12SER Reaction MIX 6 12SER 600 pl
(mezcla de reaccién para 12SER)

Gris 12VAL Reaction Mix 600 pl
(mezcla de reaccién para 12VAL) 7 T2VAL

Azul 13ASP Reaction Mix 600 pl
(mezcla de reaccién para 13ASP) R

Beis KRAS Positive Control o pC 250 yl
(control positivo de KRAS)

Menta Tag DNA Polymerase Ta 80 pl
(ADN polimerasa Taq) 9

Blanco Water for NTC 1,9 ml

. NTC

(agua para el control sin molde)

Blanco Water for Sample Dilution Dil 1,9 ml

(agua para la dilucién de la muestra)

Manual de therascreen KRAS RGQ PCR Kit (manual de uso en inglés)
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Materiales requeridos pero no suministrados

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio, guantes
desechables y gafas de proteccién adecuados. Para obtener mds informacién, consulte las
hojas de datos de seguridad (Safety Data Sheets, SDS) correspondientes, que puede

solicitar al proveedor del producto.

Reactivos

e QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (n.° de referencia 56404; consulte el apartado
Extraccién de ADN)

e Xileno

e Etanol (96-100 %)*

Consumibles

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

® Tubos estériles de microcentrifuga para la preparacién de las mezclas maestras

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps para uso con un 72-Well Rotor (n.° de referencia 981103
0 98110¢)

Equipo

® Equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM con canales de fluorescencia para Cycling
Green y Cycling Yellow (deteccién de FAM y HEX, respectivamente)

e Software Rotor-Gene Q, versién 2.3 con software KRAS Assay Package (versidn 3.1.1)

instalado para la deteccién de mutaciones automatizada (consulte el apartado

Apéndice 2: instalacién del software therascreen KRAS Assay Package).

* No utilice alcohol desnaturalizado, que contiene otras sustancias como metanol o metiletilcetona.
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Nota: El software Rotor-Gene Q se puede utilizar sin el software KRAS Assay Package
para la deteccién manual de mutaciones. Consulte Apéndice 1: protocolo manual del
therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Agitador calentador*, incubador orbital térmico, bloque térmico o bafio de agua que

permita la incubacién a 56 °C 'y 90 °C

Centrifuga de mesa' con rotor para tubos de 1,5 ml

Agitador vértex de mesaf

Pipetas exclusivas (ajustables) para la preparacién de muestrast

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

Pipetas exclusivas (ajustables) para la dispensacién de ADN molde*

* Compruebe que los instrumentos se han revisado y calibrado segin las recomendaciones del fabricante.

T No utilice alcohol desnaturalizado, que contiene otras sustancias como metanol o metiletilcetona.
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Advertencias y precauciones

Para uso diagnéstico in vitro

Informacién de seguridad

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio, guantes
desechables y gafas de proteccién adecuados. Para obtener mds informacién, consulte las
hojas de datos de seguridad (Safety Data Sheets, SDS) correspondientes. Puede obtenerlas
en linea en el practico y compacto formato PDF en www.giagen.com/safety, desde donde
también podrd buscar, ver e imprimir las hojas de datos SDS de todos los kits y
componentes de los kits QIAGEN.

Precauciones generales

El usuario debe tener en cuenta siempre las siguientes indicaciones:

® Almacene y extraiga el material positivo (materiales de muestras y controles positivos)
por separado del resto de reactivos y anddalo a la mezcla de reaccién en una zona

separada fisicamente.

e 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 afiade 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 therascreen KRAS RGQ PCR Kit presentan una dilucién éptima. 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.
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Todos los reactivos del therascreen KRAS RGQ PCR Kit se han formulado
especificamente para obtener un rendimiento éptimo. Todos los reactivos suministrados
con el kit se suministran para su uso exclusivo con ofros reactivos del mismo therascreen
KRAS RGQ PCR Kit. Para mantener un rendimiento dptimo de los reactivos del kit, no los

sustituya.

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

polimerasa de otro fabricante.
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Almacenamiento y manipulacién de reactivos

El therascreen KRAS RGQ PCR Kit se suministra en hielo seco. Si alguno de los componentes
del therascreen KRAS RGQ PCR Kit no estd congelado a la llegada, si el embalaje externo
se ha abierto durante el fransporte o si el envio no incluye la nota de embalaje, el manual o
los reactivos, péngase en contacto con los departamentos del servicio técnico de QIAGEN

(consulte la contraportada o visite www.qiagen.com).

Tras recibirlo, debe almacenar el therascreen KRAS RGQ PCR Kit inmediatamente en un
congelador a una temperatura constante de =30 °C a -15 °C y protegerlo de la luz. Al
igual que todas las moléculas marcadas con fluorescencia, los primers Scorpions deben

protegerse de la luz para evitar el blanqueamiento y la pérdida de rendimiento.

Si se almacena en las condiciones recomendadas en el embalaje original, el kit therascreen
KRAS RGQ PCR Kit se mantiene estable hasta la fecha de caducidad indicada. No es
aconsejable descongelarlo y volver luego a congelarlo. No exceda el méximo de 6 ciclos

de congelacién-descongelacién.
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Obtencién y preparacién de materiales de muestras
para el andlisis y almacenamiento de los mismos

Nota: Todas las muestras deben tratarse como material potencialmente infeccioso.

El material de las muestras debe ser ADN genémico humano obtenido de tejido FFPE. Los
materiales de muestra se deben transportar de acuerdo con la metodologia

anatomopatoldgica estdndar para garantizar la calidad de las muestras.

Las muestras de tumores son heterogéneas y existe la posibilidad de que 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 therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Preparacién de muestras de tejido

Nota: Utilice bisturies secos. No lleve a cabo este paso en una corriente laminar ni en una
campana de gases.

® Raspe el tejido tumoral de las secciones y depositelos en tubos de microcentrifuga con

un bisturi nuevo para cada muestra.

Preparacién de las muestras de tejido para la extraccién del ADN (CRC)

® Con los materiales y métodos esténdares, fije el material de muestra de tejido en
formalina con tampén neutral (Neutral Buffered Formalin, NBF) al 10 % e incluya el
material de muestra de tejido en parafina. Con un microtomo, corte secciones en serie

de 5 pm del bloque de parafina y coléquelas en portaobietos de vidrio.

® Recurra a un profesional cualificado (p. ej., un patélogo) para valorar la seccién tefiida
con hematoxilina-eosina (H&E) y determinar el contenido del tumor y el drea. Marque el
portaobjetos tefiido para diferenciar el tumor del tejido normal. Utilice secciones en serie

para realizar la extraccién de ADN.
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Utilice secciones con >20 % de contenido tumoral por drea para el procesamiento sin

macrodiseccién (véase mds abajo).

En el caso de secciones con <20 % de contenido tumoral por drea, macrodiseccione

una o mds secciones. Descarte el tejido no tumoral.

Para las secciones con <4 mm? por drea, procese dos o mds secciones para aumentar el
drea tumoral total @ un minimo de 4 mm? (vdlido también para muestras con y sin

macrodiseccién). Descarte el tejido no tumoral.

Raspe el exceso de parafina localizado alrededor del tejido mediante un bisturi estéril nuevo.

Preparacién de las muestras de tejido para la extraccién del ADN (Non-Small Cell
Lung Cancer, NSCLC)

Con los materiales y métodos esténdares, fije el material de muestra de tejido en
formalina con tampén neutral (Neutral Buffered Formalin, NBF) al 10 % e incluya el
material de muestra de tejido en parafina. Con un microtomo, corte secciones en serie

de 5 pm del bloque de parafina y coléquelas en portaobjetos de vidrio.

Recurra a un profesional cualificado (p. ej., un patélogo) para valorar la seccién tefida
con H&E y deferminar la presencia de un tumor. Utilice secciones en serie para realizar

la extraccién de ADN.

Raspe el exceso de parafina localizado alrededor del tejido mediante un bisturi estéril nuevo.

Almacenamiento

Conserve los bloques FFPE y portaobjetos a temperatura ambiente. Los portaobjetos pueden

conservarse a temperatura ambiente durante un mdximo de 4 semanas antes de la
extraccién del ADN.

El ADN genémico puede conservarse a 2-8 °C durante 1 semana con posterioridad a la

extraccién y, luego, auna temperatura comprendida entre =25 y —15 °C durante hasta

8 semanas antes de su uso.
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Procedimiento

Extraccién de ADN

Las caracteristicas de rendimiento del therascreen KRAS RGQ PCR Kit se determinaron
mediante ADN extraido con el QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (n.° de referencia 56404). Si
se utiliza el QlAamp DNA FFPE Tissue Kit, lleve a cabo la extraccién del ADN de acuerdo

con las instrucciones del manual y tenga en cuenta las recomendaciones siguientes.

Extraccién de ADN (muestras de CRC)

® FEl QlAamp DNA FFPE Tissue Kit solamente debe utilizarse de modo manual.
® No utilice el paso de ribonucleasa que se describe en el manual del QlAamp DNA FFPE

Tissue Kit.

e No utilice la QIAGEN Deparaffinization Solution. Utilice solamente el método
xileno/etanol para desparafinizacién descrito en el manual del QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit.

® la digestién de la proteinasa K (paso 11 del manual del QlAamp DNA FFPE Tissue Kit)

debe realizarse durante 1 hora.

® las muestras deben eluirse con 200 pl de tampén de elucién (Buffer ATE) del QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit.
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Extraccién de ADN (muestras de NSCLC)

Utilice secciones de 2 x 5 pm por extraccion.
El QlAamp DNA FFPE Tissue Kit solamente debe utilizarse de modo manual.

No utilice el paso de ribonucleasa que se describe en el manual del QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit.

No utilice la QIAGEN Deparaffinization Solution incluida en el QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit. Utilice solamente el método xileno/etanol para desparafinizacién descrito en
el manual del QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.

La digestidn de la proteinasa K (paso 11 del manual del QlAamp DNA FFPE Tissue Kit)

debe realizarse durante 1 hora.

Afada 60 pl de tampédn de elucién (ATE) del QlAamp DNA FFPE Tissue Kit e incube

durante 2,5 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugue a velocidad méxima durante 1 minuto.

Afada ofros 60 pl de tampén de elucidn (ATE) del QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

e incube durante 2,5 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugue a velocidad méxima durante 1 minuto.
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Protocolo: valoracién de las muestras de ADN

Este protocolo se utiliza para valorar el ADN amplificable total de las muestras mediante

KRAS 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 1: protocolo manual del therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Cuestiones importantes antes de comenzar

Pueden evaluarse hasta 24 muestras mediante la CTRL disponible.
Utilice la CTRL para valorar el ADN antes de realizar el andlisis.

Nota: Es importante utilizar la CTRL tal como se describe mds abajo para realizar la
valoracién, en lugar de los métodos de espectrofotometria u ofros métodos alternativos.
Es posible que no pueda amplificarse el ADN muy degradado, incluso si los primers

generan fragmentos cortos de ADN.

Para garantizar un uso eficiente de los reactivos del therascreen KRAS RGQ PCR Kit,
agrupe las muestras de ADN en lotes en la medida de lo posible para obtener series
analiticas completas. Analizar las muestras de forma individual o por grupos més
reducidos supone un mayor consumo de reactivos y reduce el nimero total de muestras

que se pueden analizar con un Unico therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Compruebe que se haya instalado el software therascreen KRAS Assay Package correcto
correspondiente a la versién del software Rotor-Gene Q antes de utilizar el instrumento
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM por primera vez (consulte el apartado Apéndice 2:

instalacién del software therascreen KRAS Assay Package).

22
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Procedimiento

1. Descongele por completo la mezcla de reaccién para control (tubo para CTRL), el agua
exenta de nucleasas para el control sin molde (No Template Control, NTC) y el control
positivo (Positive Control, PC) de KRAS a temperatura ambiente (15-30 °C) durante al

menos 1 hora.

Nota: Descongele la enzima Tag ADN polimerasa (Taqg) a temperatura ambiente (15-30 °C)
a la vez que los ofros reactivos (consulte el apartado Almacenamiento y manipulacién de
reactivos). Centrifugue el tubo brevemente para que la enzima se deposite en el fondo del
tubo.

El tiempo necesario para descongelar los reactivos y configurar la PCR, asi como el

tiempo de almacenamiento previo al inicio de la serie analitica se indican en la tabla 2.

Nota: Realice una configuracién de la PCR a temperatura ambiente.

Tabla 2. Tiempo de descongelacién, tiempos de configuracién de la PCR y temperaturas de almacenamiento

Tiempo de descongelacién Temp. almac.* posterior a config.  Tiempo maximo config. de
) . de PCR PCR y almacenamiento
Minimo Maximo
1 hora 4,5 horas Temperatura ambiente 7 horas
(1530 °C)
1 hora 4,5 horas 2-8 °C 18 horas

* Por almacenamiento se entiende el tiempo transcurrido entre la finalizacién de la configuracién de la PCR y el inicio
de la serie de PCR en el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

2. Mezcle los reactivos descongelados 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.
Nota: No mezcle en vértex la enzima Tag ADN polimerasa (Tag) ni ninguna ofra mezcla
que contenga Tag, ya que esto inactivaria la enzima.
3. Prepare cantidades suficientes de mezclas maestras (mezcla de reaccién para control

[CTRL] més la enzima Taq ADN polimerasa [Taq]) segin los voldmenes indicados en la

tabla 3 para:

® Todas las muestras de ADN

® 1 reaccién de control positivo (Positive Control, PC) para KRAS
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® 1 reaccién de agua exenta de nucleasas para el control sin molde (No Template
Control, NTC)
® 1 muestra adicional a fin de que exista excedente suficiente para la
configuracién de la PCR
Lo mezcla maestra contiene todos los componentes necesarios para la PCR, salvo la

muestra.

Tabla 3. Preparacién de la mezcla maestra de ensayo para control

Componente Volumen

Mezcla de reaccién para control (CTRL) 19,76 pl x (n + 1)*
Taq ADN polimerasa (Taq) 0,24 pl x (n + 1)*
Volumen total 20 pl/reaccién

* n = nimero de reacciones (muestras y controles).

Prepare volumen suficiente de mezcla maestra para una muestra adicional (n + 1) a fin
de asegurar suficiente excedente para la configuracién de la PCR.
El valor n no deberia ser superior a 24 (mds los controles), puesto que 24 es el nimero
mdximo de muestras por serie analitica.
Nota: Cuando prepare la mezcla maestra, afiada al tubo correspondiente primero el
volumen necesario de mezcla de reaccién para control (CTRL) y, por dltimo, la enzima
Tag ADN polimerasa (Taq).
Nota: Pipetee la enzima Tag ADN polimerasa. Para ello, introduzca con cuidado la
punta de la pipeta justo debajo de la superficie del liquido para evitar que la punta se
cubra de enzima en exceso.

4. Coloque el nimero adecuado de tiras de 4 tubos para PCR (cada tira consta de

4 tubos) en el bloque de carga segun la disposicién de la tabla 4. No tape los tubos.

Nota: Deposite los tapones en el contenedor de pléstico hasta que los necesite.
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Tabla 4. Esquema de la serie andlitica en el bloque de carga para la valoracién de las muestras de ADN

Ensayo

Control 1 (PC) 9 17 25 - = = - -
Control 2 (NTC) 10 18 26 - - - - -
Control 3 11 19 - = = = - -
Control 4 12 20 - - - - - -
Control 5 13 21 - = = = - -
Control 6 14 22 - - - - - -
Control 7 15 23 - = = = - -
Control 8 16 24 - - - - - -

* Los némeros indican la posicién en el bloque de carga y la posicién final del rotor.

5. Utilice una pipeta con un volumen inferior al volumen total de la mezcla maestra de

reaccién y mezcle bien aspirando y eyectando 10 veces con la pipeta.
6. Afiada inmediatamente 20 pl de la mezcla maestra en cada tubo en tiras para PCR.
Nota: Consulte la tabla 4 para conocer el esquema de tubos. Para llevar a cabo la
valoracién de las muestras de ADN, la mezcla maestra para el ensayo de control debe

afadirse a un tubo para PC, a un tubo para NTC y a un tubo para cada muestra de
ADN.

7. Afada inmediatamente 5 pl de agua exenta de nucleasas para el control sin molde
(No Template Control, NTC) al tubo de NTC (posicién 2) y tdpelo.
8. Afiada 5 pl de cada muestra de ADN a los tubos de muestras (posiciones de tubos 3
a 26) y tépelos.
9. Afiada 5 pl de control positivo (Positive Control, PC) para KRAS al tubo de PC
(posicién 1) y tapelo.
Cada tubo deberia contener un volumen de reaccién total de 25 pl (20 pl de la mezcla

maestra preparada en la tabla 3 més 5 pl de NTC/muestra/PC).
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13.

. Con un rotulador permanente, marque las tapas de los primeros tubos en la posicién

numérica mds baja de cada tira de 4 tubos para PCR (p. ej., posiciones 1, 5y 9, efc.)

para marcar la orientacién de carga de los tubos en el rotor de 72 pocillos del equipo
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

. Invierta 4 veces los tubos tapados para mezclar la muestra y la mezcla de reaccién.

12.

Con ayuda de las marcas de orientacién, coloque todas las tiras de 4 tubos para PCR
en las posiciones correspondientes del rotor de 72 pocillos de acuerdo con el esquema

para la serie analitica (tabla 4).

Nota: Si el rotor no estd totalmente lleno, deben ocuparse todas las posiciones no
utilizadas con tubos vacios tapados. De este modo, se garantiza la eficiencia térmica
del equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Coloque inmediatamente el rotor de 72 pocillos en el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM. Asegirese de que el anillo de fijacién (suministrado con el equipo Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM) estd colocado en la parte superior del rotor para proteger los tubos

durante la serie.

. Inicie el software Rotor-Gene Q. Para ello, haga doble clic en el icono therascreen

KRAS QC Locked Template (Molde bloqueado de CC de KRAS de therascreen) del
escritorio del ordenador portdtil conectado al equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
(figura 1).

‘ |]w3ﬁ[a |£;gaa

Figura 1. lcono “therascreen KRAS QC Locked Template” (Molde bloqueado de CC de KRAS de therascreen).
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La pestafia “Setup” (Configuracién) se abre de manera

predeterminada (figura 2).
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Figura 2. Pestafia “Setup” (Configuracién) y casilla “Locking Ring Attached” (Anillo de fijacién sujeto). 1 = pestafia
“Setup” (Configuracién), 2 = casilla “Locking Ring Attached” (Anillo de fijacién sujeto).

15. Asegirese de que el anillo de fijacién esté sujeto correctamente y marque la casilla
“Locking Ring Attached” (Anillo de fijacién sujeto). Cierre la tapa del equipo Rotor-

Gene Q MDx 5plex HRM.

. Introduzca el identificador de la serie en el cuadro de diglogo Run ID (Identificador de

la serie) de acuerdo con la convencién de nomenclatura local. Escriba el nombre de la

muestra en el cuadro de didlogo Sample Name (Nombre de la muestra) segin la

convencién de nomenclatura local y pulse la tecla Intro.
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Al hacerlo, se afiade el nombre de la muestra a la lista de muestras que aparece mas
abajo y se le asigna un “Sample ID” (ldentificador de la muestra) (1, 2, 3, etc.).
Ademds, se actualiza el panel “Layout of the pipetting adapter” (Esquema del adaptador

de pipeteo) situado a la derecha con el nombre de la muestra (figura 3).

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.

Nota: En el panel Layout of the pipetting adapter (Esquema del adaptador de pipeteo),
compruebe que el nombre de la muestra aparezca resaltado con un color distinto y que

aparezca en la posicién de muestras (figura 3).

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).

Figura 3. Introduccién del “Run ID” (Identificador de la serie) y del “Sample Name” (Nombre de la muestra).
1 = cuadro de didlogo “Run ID” (Identificador de la serie), 2 = botén “Import Samples” (Importar
muestras), 3 = cuadro de didlogo “Sample Name” (Nombre de la muestra), 4 = Lista de muestras,

5 = panel “Layout of the pipetting adapter” (Esquema del adaptador de pipeteo).
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17. Repita el paso 16 para introducir los nombres de fodas las muestras adicionales (figura 4).

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 cuadro de didlogo “Sample Name” (Nombre de la muestra) anterior.

Edite el nombre de la muestra segin la convencién de nomenclatura local y pulse la
tecla Intro para actualizar el nombre.
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Figura 4. Introduccién de nombres de muestra adicionales en el campo de didlogo “Sample Name” (Nombre de la

muestra). *1 = botén “Import Samples” (Importar muestras), 2 = campo de didlogo “Sample Name” (Nombre de

la muestra) y lista de muestras, 3 = panel “Layout of the pipetting adapter” (Esquema del adaptador de pipeteo)
con nombres de muestra adicionales.
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18. Cuando haya terminado de introducir todos los nombres de las muestras, compruebe que
sean correctos. Si es necesario, afiada cualquier informacién adicional en el campo

Notes (Notas) y, a continuacién, haga clic en Start Run (Iniciar la serie) (figura 5).

Nota: Si queda alguna posicién del rotor vacia, aparecerd el mensaje “Warning”
(Advertencia) (figura 5 y figura é) para recordarle que deben ocuparse todas las
posiciones sin utilizar del rofor 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.
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Figura 5. Cuadro de didlogo “Notes” (Notas), botén “Start Run” (Iniciar la serie) y mensaje “Warning” (Advertencia)
sobre las posiciones sin utilizar del rotor.
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Layout of the pipetting adapter.

Posiborc3

Sample 7
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i Warning - There are unused Rotor Tubes.

Please fill all unused positions with empty tubes. 1
Da you wish to continue?

e
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Control
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Sample 3
Contral

Figura 6. 1 = Mensaje “Warning” (Advertencia) sobre las posiciones sin utilizar del rotor.
19. Aparecerd la ventana “Save As” (Guardar como). Seleccione un nombre de archivo
adecuado y guarde la serie de PCR como un archivo de ejecucién *.rex en la

ubicacién seleccionada. Haga clic en Save (Guardar) (figura 7).
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Figura 7. Guardado del archivo de ejecucién. 1 = ventana “Save As” (Guardar como), 2 = nombre del archivo
y guardar como tfipo de archivo *.rex, 3 = botén “Save” (Guardar).
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Comienza la serie de PCR.
Nota: Cuando empieza la serie, la pestaiia “Run Progress” (Progreso de la serie) se abre
automdticamente para mostrar el registro de la temperatura y el tiempo restante para

finalizar la serie (figura 8).

Temperature Trmce - Teng (<) ve T (min)

Figura 8. Pestafia Run Progress (Progreso de la serie).

Una vez finalizada la serie, se abre automdticamente la pestafia “Analysis” (Andlisis).
Nota: Si la pestafia “Analysis” (Andlisis) no se abre, haga clic en la pestafia “Analysis”
(Andlisis) (figura 9).

Nota: Encontrard una explicacién sobre el método de cdlculo empleado en el apartado

“Interpretacién de los resultados”.
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Figura 9. Pestaiia “Analysis” (Andlisis) e informe de los resultados. 1 = pestafia “Analysis” (Andlisis), 2 = “Sample QC
Result Table” (Tabla de resultados de CC de la muestra).

Nota: Los resultados de control se presentan de la siguiente manera en la tabla “Sample
QC Result Table” (Tabla de resultados de CC de la muestra) (2 en la figura 9).

e Controles de la serie (PC y NTC, posiciones 1y 2 de tubos respectivamente): se muestra
el valor “Valid” (Vdlido) si los resultados se encuentran dentro de los intervalos

aceptables. De lo contrario, se indicard “Invalid” (No vélido).

e Valor de Cr de la reaccién de control de la muestra >32,00: se muestra el valor “Invalid”
(No vdlido). 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 para

la resolucién de problemas”).

e Valor de Cr de la reaccién de control de la muestra <21,92: se muestra el valor “Invalid”
(No vélido). La concentracién de ADN es demasiado alta para realizar el andlisis de la
mutacién. Diluya la muestra con agua exenta de nucleasas para dilucién (Dil.) y repita el
andlisis. Diluya hasta obtener un valor de Cr que se encuentre en el intervalo 21,92-

32,00. Una dilucién 1:1 aumenta el valor de Cr en aproximadamente 1,0.
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e Valor de Cr de la reaccién de control de la muestra de 21,92-32,00 (21,92 < Cr de

control < 32,00): se muestra el valor “Valid” (Va

ido); la concentracién de ADN es

adecuada para realizar el andlisis de mutacién.

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 redlizar el andlisis.

20. Para generar los archivos de informe, haga clic en Report (Informe). Aparecerd la
ventana “Report Browser” (Explorador de informes). En el apartado “Templates”
(Moldes), seleccione KRAS Analysis Report (Informe del andlisis de KRAS) vy, luego,
haga clic en Show (Mostrar) (figura 10).

Nota: Existe la posibilidad de guardar los informes en ofra 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.
L S =8l

Figura 10. Seleccién de “KRAS Analysis Report” (Informe del andlisis de KRAS). 1 = “Report” (Informe), 2 = ventana
“Report Browser” (Explorador de informes), 3 = seleccién de “KRAS Analysis Report” (Informe del andlisis de KRAS),
4 = "Show” (Mostrar).
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Protocolo: deteccién de las mutaciones de KRAS

Este protocolo se ha disefiado para detectar las mutaciones de KRAS.

Cuestiones importantes antes de comenzar

Las muestras se pueden analizar con los ensayos de mutacién de KRAS siempre y

cuando hayan superado el proceso de valoracién de muestras.

Para utilizar el therascreen KRAS RGQ PCR Kit de forma eficaz, es preciso agrupar las
muestras en lotes de 7 (para rellenar el 72-Well Rotor). Un tamafio de lote inferior
implica una capacidad de andlisis de muestras inferior con el therascreen KRAS RGQ
PCR Kit.

Compruebe que se haya instalado el software therascreen KRAS Assay Package correcto
correspondiente a la versién del software Rotor-Gene Q antes de utilizar el instrumento
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM por primera vez (consulte el apartado Apéndice 2:

instalacién del software therascreen KRAS Assay Package).

Procedimiento

1. Etiquete 8 tubos para microcentrifuga (no suministrados) de acuerdo con las mezclas

de reaccién correspondientes indicadas en la tabla a continuacién. Prepare suficientes
mezclas maestras (mezcla de reaccién para control o mutacién [tubo para CTRL,
12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL o 13ASP] mdas Tag ADN polimerasa
[Taq]) para las muestras de ADN, una reaccién para control positivo (tubo para PC) de
KRAS y agua exenta de nucleasas como reaccién para control sin molde (tubo para
NTC) segin los volimenes indicados en la tabla. Incluya reactivos para 1 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.
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Ensayo y tubo para la mezcla de Volumen de mezcla de Volumen de Taq
reaccién reaccién ADN polimerasa
Control (tubo para CTRL) 19,76 plx (n + 1) 0,24 plx(n+1)
12ALA (tubo para 12ALA) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 plx (n+ 1)
12ASP (tubo para 12ASP) 19,76 pl x n + 1) 0,24 plx (n+ 1)
12ARG (tubo para 12ARG) 19,76 pl x (n + 1) 0,24 plx n + 1)
12CYS (tubo para 12CYS) 19,76 plx (n + 1) 0,24 plx (n+1)
12SER (tubo para 12SER) 19,76 plx (n + 1) 0,24 plx (n + 1)
12VAL (tubo para 12VAL) 19,76 plx (n + 1) 0,24 plx (n+1)
13ASP (tubo para 13ASP) 19,76 plx (n + 1) 0,24 plx (n+1)

n = nimero de reacciones (muestras y controles).

Prepare volumen suficiente de mezcla maestra para 1 muestra adicional (n + 1) a fin de asegurar suficiente
excedente para la configuracién de la PCR. El valor n no deberia ser superior a 7 (més los controles), puesto
que 7 es el nimero mdximo de muestras por serie analitica.

2. Mezcle los reactivos descongelados invirtiendo cada tubo 10 veces para evitar

concentraciones localizadas de sales. Centrifugue brevemente para que el contenido se

deposite en el fondo del tubo.

3. Utilice una pipeta con un volumen inferior al de la mezcla de reaccién total y mezcle

bien las mezclas maestras aspirando y eyectando 10 veces con la pipeta.

4. Ahada inmediatamente 20 pl de la mezcla maestra en cada uno de los tubos en tiras

para PCR correspondiente.

Nota: Consulte la tabla 5 para conocer la disposicién de los tubos durante la
configuracién de las mezclas de reaccién. Para llevar a cabo la deteccién de las
mutaciones de KRAS, deben afiadirse las mezclas maestras a 8 tubos de PC, a 8 tubos
de NTC y a 8 tubos para cada muestra de ADN.

36
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Tabla 5. Esquema de la serie andlitica en el bloque de carga para la deteccion de mutaciones de KRAS

Controles Numero de muestras

Ensayo PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

CTRL 1* 9 17 25 33 41 49 57 65
12ALA 2 10 18 26 34 42 50 58 66
12ASP 3 11 19 27 35 43 51 59 67
12ARG 4 12 20 28 36 44 52 60 68
12CYS 5 13 21 29 37 45 58 61 69
12SER 6 14 22 30 38 46 54 62 70
12VAL 7 15 23 31 39 47 59 63 71
13ASP 8 16 24 32 40 48 56 64 72

* Los némeros indican la posicién en el bloque de carga y la posicién final del rotor.

5.

Afada inmediatamente 5 pl de agua exenta de nucleasas como control sin molde (No

Template Control, NTC) a los tubos de NTC (posiciones de tubos 9-16) y tdpelos.

. Afada 5 pl de cada muestra de ADN a los tubos de muestra (posiciones de tubos 17

a 72) y tépelos.

. Aiada 5 pl de control positivo (Positive Control, PC) para KRAS a los tubos de PC

(posiciones de tubos 1 a 8) y tépelos.

. Con un rotulador permanente, marque las tapas de los primeros tubos en la posicién

numérica més baja de cada tira de 4 tubos para PCR (p. ej., posiciones 1, 5y 9, etc.)
para marcar la orientacién de carga de los tubos en el rotor de 72 pocillos del equipo
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

. Invierta 4 veces los tubos tapados para mezclar la muestra y la mezcla de reaccién.

. Con ayuda de las marcas de orientacién, coloque todas las tiras de 4 tubos para PCR

en las posiciones correspondientes del rotor de 72 pocillos de acuerdo con el esquema

para la serie analitica (tabla 5).
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Nota: Cada serie de PCR admite un méximo de 7 muestras. Si el rotor no estd totalmente
lleno, deben ocuparse todas las posiciones no utilizadas con tubos vacios tapados. De
este modo, se garantiza la eficiencia térmica del equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
11. Coloque inmediatamente el rotor de 72 pocillos en el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM. Asegirese de que el anillo de fijacién (suministrado con el equipo Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM) estd colocado en la parte superior del rotor para proteger los tubos

durante la serie.

12. Inicie el software Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Para ello, haga doble clic en el icono
therascreen KRAS Locked Template (Molde bloqueado para KRAS de therascreen)
situado en el escritorio del ordenador portdtil conectado al equipo Rotor-Gene Q MDx
Splex HRM (figura 11).

Locked
Template

Figura 11. lcono “therascreen KRAS Locked Template” (Molde bloqueado para KRAS de therascreen).

La pestafia “Setup” (Configuracién) se abre de manera predeterminada (figura 12).

R T S

Figura 12. 1 = pestafia “Setup” (Configuracién), 2 = casilla “Locking Ring Attached” (Anillo de fijacién sujeto).
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13. Asegirese de que el anillo de fijacién esté sujeto correctamente y marque la casilla
Locking Ring Attached (Anillo de fijacién sujeto). Cierre la tapa del equipo Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM.

14. Introduzca el identificador de la serie en el cuadro de didlogo Run ID (Identificador de

la serie) de acuerdo con la convencién de nomenclatura local.

15. Escriba el nombre de la muestra en el cuadro de didlogo Sample Name (Nombre de la

muestra) segln la convencién de nomenclatura local y pulse la tecla Intro.

Al hacerlo, se afiade el nombre de la muestra a la lista de muestras que aparece mas
abajo y se le asigna un “Sample ID” (Identificador de la muestra) (1,2, 3, etc.).
Ademds, se actualiza el panel “Layout of the pipetting adapter” (Esquema del adaptador

de pipeteo) situado a la derecha con el nombre de la muestra (figura 13).

Nota: En el panel Layout of the pipetting adapter (Esquema del adaptador de pipeteo),
compruebe que el nombre de la nueva muestra aparezca resaltado con un color distinto

y que los 8 ensayos de la columna del circulo de muestras estén resaltados (figura 13).

Nota: Pueden afiadirse un maximo 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).

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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Figura 13. Introduccién del “Run ID” (Identificador de la serie) y del “Sample Name” (Nombre de la muestra). 1 = cuadro
de didlogo “Run ID” (Identificador de la serie), 2 = botén “Import Samples” (Importar muestras) (no disponible con la
versién del software 2.1), 3 = campo de didlogo “Sample Name” (Nombre de la muestra), 4 = Lista de muestras,
5 = panel “Layout of the pipetting adapter” (Esquema del adaptador de pipeteo), 6 = Circulo de la muestra resaltado
y columna de 8 ensayos debajo.

16. Repita el paso 14 para introducir los nombres de todas las muestras adicionales (figura
14).
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 (Nombre de la muestra) anterior. Edite el nombre
de la muestra segin la convencién de nomenclatura local y pulse la tecla Intro para

actualizar el nombre.
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Figura 14. Introduccién de nombres de muestra adicionales en el campo de didlogo “Sample Name” (Nombre de la
muestra). 1 = cuadro de didlogo “Sample Name” (Nombre de la muestra), 2 = Lista de muestras, 3 = panel “Layout of
the pipetting adapter” (Esquema del adaptador de pipeteo) con nombres de muestra adicionales.

17. Cuando haya terminado de introducir todos los nombres de las muestras, compruebe
que sean correctos. Si es necesario, incluya cualquier informacién adicional en el

campo Notes (Notas) y haga clic en el botén Start Run (Iniciar la serie) (figura 15).

Nota: Si queda alguna posicién del rotor vacia, aparecerd el mensaje “Warning”
(Advertencia) (figura 15 y figura 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 continuar.
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Figura 15. 1 = cuadro de didlogo “Notes” (Notas), 2 = botén “Start Run” (Iniciar la serie), 3
“Warning” (Advertencia) sobre las posiciones sin utilizar del rotor.

-
Rotor-Gene () Series Software | P J

Please fill all unused positions with empty tubes,
Do you wish to continue?

oK Cancel

Figura 16. Mensaje “Warning” (Advertencia) sobre las posiciones sin utilizar del rotor.

= mensaje

18. En la ventana Save As (Guardar como), seleccione un nombre de archivo adecuado y
guarde la serie de PCR como un archivo de ejecucién *.rex en la ubicacién
seleccionada (figura 17).
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2 File name:  therascreen KRAS QC Locked Template 2014-11-27 (1) -
Save as type: | Run File (".rex) -
~ Hide Folders I Save I Cancel

Figura 17. Guardado del archivo de ejecucién.

Comienza la serie de PCR.

Nota: Cuando empieza la serie, la pestaiia “Run Progress” (Progreso de la serie) se abre

automdticamente para mostrar el registro de la temperatura y el tiempo restante para

finalizar la serie (figura 18).
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Figura 18. Pestafia “Run Progress” (Progreso de la serie).

Una vez finalizada la serie, se abre automdticamente la pestafia “Analysis” (Andlisis).
Nota: Si la pestaiia “Analysis” (Andlisis) no se abre, haga clic en la pestafia “Analysis”
(Andlisis) (figura 19).

Nota: Encontrard una explicacién sobre el método de cdlculo empleado en el apartado

“Interpretacién de los resultados”.

44

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Manual  11/2019



ew
Senp T Bon Frogess 1 (Analpsis — 1
Begon
Fun Contiok. Posiive Controk:
Rolor Posdion | Assay I TPostsrs Coniral Stahus
T =] Void
z 1200 Vaid
— |3 1245P v
. 12686 it
5 12005 Vaid
6 125€R e
7 T2vaL veid
g 12057 i
Run Controls. Negative Control:
Rotor Posiion | Assay [HTC I T uring: THegativs Contel Stahur
s Corked ok Vaid Vaid
i 124 ok Vet v
— 1 1265 et Vit it
12 1286 vt vokd Vol
13 12078 Vakd v Vol
" 125€R asd i vaid
15 12vL ] it Vaid
15 1347 i Vot Vi
Sample Rexull Table
Sample I0 | S ammple Navees KRAS Stst ] JKRAS Mukation Stahas
T (] o Mision Detected o Mk i Devecied
z 70718 Ho Mudaion Delecled HoMusafon Delecied
—: 2 o Mutafion Detected Mo Medafion Detecied
' Musason Posiioe 1345 Detected
5 o Musion Detected Ho Mt st Detecied
8 Ho Mudaon Delecle HoMusaton Delecied
7 Mugin Posties 1 3P Dateciad
—— ——

Figura 19. Pestafia “Analysis” (Andlisis) e informe de los resultados. 1 = pestafia “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 = “Sample Result Table” (Tabla de resultados de la muestra), 5 = columna
“KRAS Mutation Status” (Estado de la mutacién de KRAS).

Los resultados del ensayo se presentan de la siguiente manera (figura 19).

® 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).

® 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, aparecerd un resultado “Valid” (Vélido) en la columna
“Negative Control Status” (Estado del control negativo); de lo contrario, aparecerd un

resultado “Invalid” (No vdlido).
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® Panel “Sample Result Table” (Tabla de resultados de la muestra): en la columna “KRAS

Mutation Status” (Estado de la mutacién de KRAS) se muestran las mutaciones
especificas en las muestras positivas para la mutacién.

19. Para generar los archivos de informe, haga clic en Report (Informe). Aparecerd la
ventana “Report Browser” (Explorador de informes). En el apartado “Templates”

(Moldes), seleccione KRAS Analysis Report (Informe del andlisis de KRAS) vy, luego,
haga clic en Show (Mostrar) (figura 20).

Nota: Existe la posibilidad de guardar los informes en otra ubicacién en formato de

archivo Web si se hace clic en Save As (Guardar como) situado en la esquina superior
izquierda de cada informe.
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Figura 20. Seleccién de “KRAS Analysis Report” (Informe del andlisis de KRAS). 1 = “Report” (Informe), 2 = ventana

“Report Browser” (Explorador de informes), 3 = seleccién de “KRAS Analysis Report” (Informe del andlisis de KRAS),
4 = "Show” (Mostrar).
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Interpretacién de los resultados

El software therascreen KRAS Assay Package realiza automdticamente 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 KRAS Assay Package para

realizar el andlisis y la identificacién de las mutaciones.

Nota: Para obtener informacién sobre el andlisis manual, consulte el apartado Apéndice 1:
protocolo manual del therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

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
infroducido. Los valores de Cr bajos indican niveles més altos de ADN introducido, mientras
que los valores de Cr altos indican niveles mas bajos de ADN introducido. Las reacciones con

un valor de Cr se consideran positivas para la amplificacién.

El software Rotor-Gene Q inferpola las sefales de fluorescencia entre 2 valores registrados
cualesquiera. Por lo tanto, los valores de Cr pueden ser cualquier nimero real (no solamente

enteros) comprendido entre O y 40.

Para el therascreen KRAS RGQ PCR Kit, el valor umbral se ha definido en 0,05 unidades
relativas de fluorescencia. Este valor se configura en el software therascreen KRAS Assay

Package para los dos canales de fluorescencia: Green y Yellow. El valor umbral se ha
definido durante el desarrollo del therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Para determinar el valor de ACr se realiza un cdlculo con la siguiente ecuacién:
ACt = [valor de Cr del ensayo de mutacién] - [valor de Cr del ensayo de control]

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.
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Los valores de ACr de la muestra se calculan como la diferencia entre el valor de Cr del
ensayo de mutacién y el valor de Cr del ensayo de control de la misma muestra. Las
muestras se clasifican como positivas para la mutacién cuando su valor de ACr es inferior o
igual al valor de ACt de corte de dicho ensayo. Por encima de este valor, se considera que
la muestra no alcanza el porcentaje de mutacién detectable por el therascreen KRAS RGQ
PCR Kit (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).

La ausencia de amplificacién en las reacciones para mutacién se clasifica como “No
Mutation Detected” (Mutacién 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” (Mutacién no detectada).

Los resultados del ensayo pueden ser “Mutation Positive” (Positivo para la mutacién), “No
Mutation Detected” (Mutacién no detectada), “Invalid” (No vélido) o “Run Control Failed”
(Control de la serie erréneo) si alguno de los controles de la serie da error. En el caso de las

muestras positivas para la mutacién, se indican las mutaciones especificas detectadas.

En el apartado “Protocolo: valoracién de las muestras de ADN” de este manual encontrard

la explicacién de otros posibles resultados que también pueden aparecer.

En casos poco frecuentes, un tumor puede contener mds de una mutacién. En estos casos, se

identificard la mutacién con un valor de ACr mds baijo.
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Guia para la 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 pdgina de

preguntas frecuentes (Frequently Asked Questions, FAQ) de nuestro Centro de servicio

técnico: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Llos cientificos del servicio técnico de

QIAGEN se encargardn de responder cualquier pregunta que tenga sobre la informacién

y/o los protocolos de este manual, asi como sobre las tecnologias para la preparacién de

muestras y ensayos de biologia molecular (encontrard la informacién de contacto en

www.giagen.com).

Comentarios y sugerencias

Resultados no validos

a) Las condiciones de almacenamiento
de uno o mds componentes no
cumplian las instrucciones indicadas
en la seccién Almacenamiento y

manipulacién de reactivos.

b) El therascreen KRAS RGQ PCR Kit

estd caducado.

Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de
caducidad de los reactivos (en la etiqueta del kit) y, si es necesario,

utilice un kit nuevo.

Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de
caducidad de los reactivos (en la etiqueta del kit) y, si es necesario,

utilice un kit nuevo.

Las muestras de NTC generan resultados positivos en el canal FAM.

Se ha producido contaminacién

durante la preparacién de la PCR.

Repita la PCR con reactivos nuevos en réplicas.

Si fuera posible, cierre los tubos de PCR justo después de afiadir la

muestra que va a analizarse.

Compruebe periédicamente que el espacio y los instrumentos de

trabajo no estén contaminados.
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Indicadores generados por el software therascreen KRAS Assay
Package

la tabla 6 recopila los posibles indicadores que puede generar el software

therascreen KRAS Assay Package, su significado y las acciones que deben llevarse a cabo.

Tabla 6. Indicadores del software therascreen KRAS Assay Package

Indicador Significado Accién
PC_CTRL_ASSAY_FA  Serie de PCR no vélida: el valor de CT de  Repita toda la serie de PCR.
IL FAM esté fuera del intervalo para el control

positivo de la reaccién para control.
PC_MUTATION Serie de PCR no vélida: el valor de CT Repita toda la serie de PCR.
_ASSAY_FAIL de FAM estd fuera del intervalo para una

o mds reacciones para control de

mutacién.
PC_CTRL_INVALID Serie de PCR no vélida: no se pueden Repita toda la serie de PCR.
_DATA interpretar los datos de fluorescencia del

control positivo (mezcla de reaccién
para control o CTRL).

PC_MUTATION Serie de PCR no vélida: no se pueden Repita toda la serie de PCR.
INVALID_DATA interpretar los datos de fluorescencia del

control positivo (mezcla de reaccién

para la mutacién).

NTC_INT_CTRL_FAIL  Serie de PCR no vdlida: control interno Repita toda la serie de PCR.
por encima del intervalo para el control

negativo.
NTC_INT_CTRL Serie de PCR no vélida: control interno Repita toda la serie de PCR.
_EARLY_CT por debajo del intervalo para el control

negativo.

NTC_INVALID_CT Serie de PCR no vélida: valor de FAM no  Repita toda la serie de PCR.
vélido (inferior al limite) para el control
negativo.

NTC_INVALID_DATA  Serie de PCR no vélida: no se pueden Repita toda la serie de PCR.
interpretar los datos de fluorescencia
para el control negativo.

SAMPLE_CTRL Muestra no vélida: no se pueden Configure una PCR nueva para repetir las
_INVALID_DATA interpretar los datos de fluorescencia muestras relevantes.
para el control de la muestra.
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SAMPLE_CTRL
_HIGH_CONC

SAMPLE_CTRL_FAIL

SAMPLE_INT_CTRL
_FAIL

Muestra no vdlida: valor de C; de FAM
demasiado bajo para el control de la
muestra.

Muestra no vdlida: valor de Cr de FAM
demasiado alto para la reaccién para
control de la muestra.

Valor de Cr demasiado alto (o ausencia
de Ci) para el control interno (HEX),
canal FAM negativo para la mutacién.

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 Cr en 1,0; cuando haya dilvido la
muestra, configure una nueva serie de PCR
para repetir la muestra.

Configure una nueva serie de PCR para
repetir la muestra. Si el resultado sigue
siendo no vdlido al repetir la serie de PCR,
extraiga la muestra de una seccién o
secciones FFPE nueva(s). Configure una
nueva serie de PCR para analizar la nueva
extraccién. Si el resultado sigue siendo no
vélido, repita la segunda extraccién. Si la
muestra no genera un resultado vélido al
finalizar esta serie, se asignard a la muestra
un estado mutacional indeferminado y no se
llevaré a cabo ningin otro andlisis.

Si el estado de la muestra es vdlido, no es
preciso realizar ninguna accién.

Muestras de CRC: si el estado de la muestra
no es vélido, configure una nueva serie de
PCR para repetir la muestra. Si el resultado
sigue siendo no vdlido al repetir la serie de
PCR, extraiga la muestra de una seccién o
secciones FFPE nueva(s). Configure una
nueva serie de PCR para analizar la nueva
extraccién. Si el resultado sigue siendo no
vélido, repita la segunda extraccién. Si la
muestra no genera un resultado vélido al
finalizar esta serie, se asignard a la muestra
un estado mutacional indeterminado y no se
llevard a cabo ningin otro andlisis.

Muestras de NSCLC: si el estado de la
muestra no es vélido, diluya la muestra
restante en una proporcién 1:8 con agua del
tubo marcado como DIL, asegurdndose de
que el volumen final es superior a 40 pl

(p- €j., 10 pl de ADN y 70 pl de agua del
tubo marcado como DIL) y configure una
nueva serie de PCR para repetir la muestra.
Si el resultado sigue siendo no vdlido al
repetir la serie de PCR, extraiga la muestra
de una seccién o secciones FFPE nueva(s).
Configure una nueva serie de PCR para
analizar la nueva extraccién. Si resulta no
vélida, diluya la muestra restante en una
proporcién 1:8 con agua del tubo marcado
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como DIL asegurdndose de que el volumen
final es superior a 40 pl y analice esta
dilucién. Si la muestra no genera un
resultado vélido al finalizar esta serie, se
asignaré a la muestra un estado mutacional
indeterminado y no se llevaré a cabo ningdn
ofro andlisis.

SAMPLE_INT_CTRL Tubo para mutacién no vélido: el valor Si el estado de la muestra es vdlido, no es
_EARLY_CT de Cr de HEX es demasiado bajo para preciso realizar ninguna accién.

la muestra (control inferno). si el estado de la muestra no es 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 o secciones FFPE nueval(s).
Configure una nueva serie de PCR para
analizar la nueva extraccién. Si el resultado
sigue siendo no vélido, repita la segunda
extraccién. Si la muestra no genera un
resultado vélido al finalizar esta serie, se
asignaréd a la muestra un estado mutacional
indeterminado y no se llevaré a cabo ningdn
ofro andlisis.

SAMPLE_INVALID Tubo para mutacién no vélido: no se Si el estado de la muestra es vdlido, no es
DATA pueden inferpretar los datos de preciso realizar ninguna accién.
fluorescencia para el control interno.

Si el estado de la muestra no es vdlido,
configure una nueva serie de PCR para
repetir la muestra. Si el resultado sigue
siendo no vdlido al repetir la serie de PCR,
extraiga la muestra de una seccién o
secciones FFPE nueva(s). Configure una
nueva serie de PCR para analizar la nueva
extraccién. Si el resultado sigue siendo no
vélido, repita la segunda extraccién. Si la
muestra no genera un resultado vélido al
finalizar esta serie, se asignard a la muestra
un estado mutacional indeferminado y no se
llevard a cabo ningin otro andlisis.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Manual 11/2019




MUTATION_EARLY_  Tubo para mutacién no vélido: el valor
CT de Cr de FAM es demasiado bajo para
la muestra.

SAMPLE_POSITIVE Una o més mutaciones de la muestra son

_AND_INVALID vélidas y positivas, a la vez que una o
mds mutaciones de la misma muestra no
son vdlidas (se genera una advertencia,
no un error).

Si el estado de la muestra es vdlido, no es
preciso realizar ninguna accién.

Si el estado de la muestra no es vdlido,
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 o
secciones FFPE nueva(s). Configure una
nueva serie de PCR para analizar la nueva
extraccién. Si el resultado sigue siendo no
vélido, repita la segunda extraccién. Si la
muestra no genera un resultado vélido al
finalizar esta serie, se asignard a la muestra
un estado mutacional indeferminado y no se
llevard a cabo ningin otro andlisis.

Ninguna.
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Control de calidad

De acuerdo con el sistema de gestién de calidad con certificacién 1ISO de QIAGEN, cada
lote del therascreen KRAS RGQ PCR Kit se analiza en cuanto a las especificaciones

predeterminadas para garantizar la uniformidad de la calidad de los productos.

Limitaciones

La prueba se ha disefiado para defectar 7 mutaciones en los codones 12 y 13 del gen KRAS.
Es posible que las muestras con un resultado “No Mutation Detected” (Mutacién no defectadal)

incluyan mutaciones de KRAS que no se pueden detectar con este ensayo (p. ej., 13CYS).

La deteccién de las mutaciones depende de la integridad de la muestra y del volumen de
ADN amplificable que contiene el material de muestra. Debe repetirse el procedimiento
cuando la valoracién inicial del ADN de la muestra indique que la cantidad no es suficiente

o es demasiado elevada para el andlisis de mutacién.

El therascreen KRAS RGQ PCR Kit se utiliza con el procedimiento de reaccién en cadena de
la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR). Al igual que con todos los procedimientos
de PCR, las muestras pueden contaminarse con fuentes externas de ADN del entorno del
andlisis y con ADN del control positivo. Extreme la precaucién para evitar la contaminacién
de las muestras y los reactivos de la mezcla de reaccién.

La finalidad exclusiva del therascreen KRAS RGQ PCR Kit es la discriminacién entre ADN
nativo y mutado. La prueba se ha disefiado de forma que cada reaccién para mutacién
presente la mdxima sensibilidad para la mutacién especifica que esté determinando. Sin
embargo, puede observarse una reactividad cruzada con ofras reacciones de mutacién en
las muestras positivas para alguna mutacién. Cuando més de una reaccién para mutacién
resulta positiva, el resultado generado corresponde al valor de ACr més baijo.

El therascreen KRAS RGQ PCR Kit solamente se ha validado para tejido FFPE de CRC y
NSCLC.
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El therascreen KRAS RGQ PCR Kit se ha validado solamente para su uso con el QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit. Unicamente se ha validado el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
para su uso con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Caracteristicas de rendimiento

Rendimiento analitico

Las caracteristicas especificas de rendimiento del therascreen KRAS RGQ PCR Kit se han
determinado mediante estudios de andlisis de muestras de tejido FFPE obtenidas de
pacientes con CRC y NSCLC. Entre los métodos de obtencién de muestras de NSCLC se
incluyen la puncién bidpsica con aguja gruesa (Core Needle Biopsy, CNB), la aspiracién
con aguja fina (Fine Needle Aspirate, FNA) y la reseccién. Para cada tipo de muestra, se
utilizaron 8 lineas celulares humanas FFPE, 7 de las cuales contenian mutaciones de KRAS
conocidas detectables por el ensayo y, la octava, secuencias de KRAS nativo (es decir, sin
mutaciones en los codones 12 y 13). El estado de mutacién de las muestras se ha

confirmado mediante la secuenciacién bidireccional de Sanger.

Punto de corte

Para establecer los valores de corte del ensayo, se analizaron 225 muestras FFPE con un
método conforme a los requerimientos de CLSI EP17-A (2004) (8). El intervalo de Cr para la
reaccién de control se establecié entre 21,92 y 32,00. En la tabla 7 se presentan los
valores de corte, calculados a partir del valor de Cr de las reacciones para mutacién (ACt)

menos el valor de Cr de la reaccién para control.

Tabla 7 Valores de corte establecidos para cada ensayo de mutacion.

Ensayo de mutacién

12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

Valor de corte (< AGr) 8,0 6,6 8,0 8,0 8,0 7,5 7.5
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Limite de blanco

Para valorar el rendimiento del therascreen KRAS RGQ PCR Kit en ausencia de molde
positivo para la mutacién y para garantizar que una muestra de blanco no genere una
sefial analitica que pueda indicar una concentracién baja de la mutacién, se evaluaron las
muestras sin molde. Los resultados no mostraron ningin valor de Cr para el ensayo de
mutacién o de control en ninguno de los tubos de reaccién para mutacién o control (todos

los valores de Cr del control interno fueron vélidos).
Comparacién con el método de referencia analitico: CRC

Se realizaron dos estudios para demostrar la concordancia del estado de mutacién de las
muestras de CRC analizadas con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit y con el método de
secuenciacién bidireccional. Un total de 137 de las muestras FFPE generaron resultados
vélidos tanto con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit como con la secuenciacién

bidireccional.

Los resultados globales, a excepcién de las é muestras que resultaron erréneas con el
método de secuenciacién bidireccional de Sanger, se muestran en la tabla 8. La tabla 9
muestra el andlisis de concordancia entre el therascreen KRAS RGQ PCR Kit y la

secuenciacion bidireccional.
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Tabla 8. therascreen KRAS RGQ PCR Kit frente al método de secuenciacion bidireccional de Sanger

Identificacién de mutaciones con el método de secuenciacién bidireccional

Neg. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP  Totdl

Negativa 80 - - 1 - - - 1 82

Positiva
12ALA

Positiva
12ARG

Positiva
12ASP

Positiva

12CYS

Positiva

12SER

Positiva
12VAL

Positiva
13ASP

Total 83 3 0 22 3 0 14 12 137

Identificacién con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit

Tabla 9. Andlisis del grado de concordancia

Medida de concordancia Frecuencia (%) Intervalo de confianza (IC) del 95 %
Porcentaje de concordancia global 152/157 (96,82) 93,69-98,44
Porcentaje de concordancia positiva 72/74 (96,30) 92,63-98,63
Porcentaje de concordancia negativa 80/83 (96,39) 91,6598,19

Se evalué un segundo conjunto de muestras exclusivo para complementar los datos del
primer estudio. Se recopilaron 271 muestras FFPE de CRC; se compararon los resultados de
250 muestras con un estado mutacional desconocido y 21 muestras con un estado
mutacional conocido (para multiplicar las mutaciones poco frecuentes) con el método de
secuenciacién bidireccional de Sanger segun los criterios explicados anteriormente.

Se realizé un andlisis de concordancia con 247 muestras y los resultados obtenidos fueron
vélidos tanto con el método de secuenciacién bidireccional como con el therascreen KRAS

RGQ PCR Kit. Se identificaron 9 muestras discordantes. En total, la concordancia obtenida
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fue del 96,82 %. Estos datos demuestran la eficacia y precisién de rendimiento del
therascreen KRAS RGQ PCR Kit (tabla 10 y tabla 11).

Tabla 10. therascreen KRAS RGQ PCR Kit frente a secuenciacién bidireccional de Sanger (segundo estudio)

Identificacién de mutaciones con el método de secuenciacién bidireccional

Neg. 12ALA  12ARG  12ASP  12CYS  12SER  12VAL  13ASP  Totdl
Negativa 132 - - - - 1 - - 133

Positiva
12ALA

Positiva

12ARG

Positiva
12ASP

Positiva
12CYS

Positiva
12SER

Positiva
12VAL

Positiva
13ASP

Total 140 10 5 31 1 14 25 11 247

Identificacién con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit

- - - - - - 11 11

Tabla 11. Andlisis de concordancia (segundo estudio)

Medida de concordancia Frecuencia (%) Intervalo de confianza (IC) del 95 %
Porcentaje de concordancia global 238/247 (96,36) 93,73-98,09
Porcentaje de concordancia positiva 106/107 (99,07) 95,64-99,95
Porcentaje de concordancia negativa 132/140 (94,29) 89,9397,13
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Comparacién con el método de referencia analitico: NSCLC

Para demostrar la concordancia del estado mutacional de las muestras de NSCLC
analizadas con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit en comparacién con la secuenciacion
bidireccional de Sanger, se obtuvieron muestras clinicas FFPE de NSCLC mediante
reseccién, CNB o FNA. Se exirajo ADN de cada muestra antes de realizar el andlisis con el
therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Los resultados de esta prueba se compararon con los

obtenidos mediante secuenciacién bidireccional de Sanger.

Un total de 360 muestras arrojaron un resultado vélido tanto para el
therascreen KRAS RGQ PCR Kit como para la secuenciacién bidireccional de Sanger, de las

cuales 340 muestras presentaron resultados concordantes.

En la tabla 12 se muestra la concordancia entre el therascreen KRAS RGQ PCR Kit y el
método de secuenciacién bidireccional. Dos muestras obtuvieron identificaciones de
mutacién doble mediante la secuenciacién bidireccional de Sanger. Dado que una
mutacién coincidia con el resultado del therascreen KRAS RGQ PCR Kit, estas muestras se
clasificaron como concordantes para el andlisis de concordancia general, concordancia

positiva y concordancia negativa (tabla 13).
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Tabla 12. therascreen KRAS RGQ PCR Kit frente al método de secuenciacion bidireccional de Sanger

Identificacién de mutaciones con el método de secuenciacién bidireccional

Neg. 12AlLA  12ARG  12ASP  12CYS  12SER  12VAL  13ASP  Totdl
Negativa 132 - - - - 1 - - 133

Positiva
12ALA

Positiva
12ALA_ 5 - 5 - - - - - 10
12CYS
Positiva
12ARG

Positiva

12ASP

Positiva
12CYS

Positiva

12SER

Positiva
12VAL

Positiva
13ASP

Total 140 10 5 31 11 14 25 11 247

- 10 - - - - - - 10

Identificacién con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit

Tabla 13. Andlisis del grado de concordancia

Medida de concordancia Frecuencia (%) Intervalo de confianza (IC) del 95 %
Porcentaje de concordancia global 340/360 (94,44) 92,03-96,29
Porcentaje de concordancia positiva 79/80 (98,75) 94,21-99,94
Porcentaje de concordancia negativa 261/280 (93,21) 90,20:95,51
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Limite de deteccién (Limit of Detection, LoD)

El intervalo de funcionamiento del therascreen KRAS RGQ PCR Kit se basa en la cantidad
de ADN amplificable del material de muestra determinado por el valor de Cr de la reaccién
para control. El intervalo de introduccién establecido para el ensayo viene definido por el
infervalo especificado previamente para el valor de Cr de control comprendido entre 21,92
y 32,00. El valor de LoD es el porcentaje minimo de ADN mutado que se puede detectar en
un fondo del material nativo (no mutado) cuando el ADN amplificable total se halla dentro
del intervalo de introduccién establecido pero por debajo del valor de ACr de corte del

umbral.

CRC

Se realizé un estudio para determinar el LoD de cada una de las 7 reacciones especificas
para mutaciones del therascreen KRAS RGQ PCR Kit. En el caso del therascreen KRAS RGQ
PCR Kit, el limite de deteccién de ADN mutado en un fondo de ADN nativo se define como
el factor de dilucién mds bajo en el que el 95 % de las réplicas de prueba de cada muestra

positiva para mutacién genera un resultado positivo.

Se aplicaron modelos de regresidn logistica individualmente a cada ensayo para los
conjuntos de datos con un nivel alto y bajo de ADN introducido. En estos modelos, la
variable de respuesta utilizada fue el resullado binario de mutacién detectada
(deteccién = 1) y mutacién no detectada (deteccién = 0), mientras que la variable
explicativa continua utilizada fue la dilucién del porcentaje de mutacién en forma de
logaritmo binario (loga). Los LoD se calcularon como la dilucién del porcentaje de mutacién

con la que se obtiene una probabilidad de deteccién predicha del 0,95 (tabla 14).

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Manual 11/2019 61



Tabla 14. Valores de LoD de cada ensayo de mutacién con lineas celulares FFPE

Css del valor de LoD
Ensayo (porcentaje de ADN mutado en ADN nativo)
12ALA 0,77
12ARG 2,56
12ASP 6,43
12CYS 1,47
12SER 5,65
12VAL 1,60
13ASP 6,42
NSCLC

El LoD de los ensayos realizados con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit se determiné y
verific6 mediante tejido de CRC. Estos resultados del LoD se han vuelto a verificar para
tejido de NSCLC.

El estudio se dividi6 en 2 partes. En la parte 1, se diluyeron 60 réplicas de 7 lineas
celulares mutantes FFPE de NSCLC que representaban cada una de las mutaciones segin el
LoD del ensayo correspondiente y se procedié a su andlisis. Las 60 réplicas de lineas
celulares FFPE vélidas para cada muestra evaluadas demostraron una deteccién del 100 %

para la reaccién de mutacién correspondiente segin el LoD determinado.

En lo parte 2, se analizaron 96 réplicas de muestras clinicas FFPE de NSCLC que
representaban cada una de las mutaciones con los 3 métodos de adquisicién (reseccion,

CNB y FNA) después de diluirse segin el LoD del ensayo correspondiente.

Las 96 réplicas vdlidas para 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12VAL y 13ASP mostraron una
identificacién correcta del 100 %. Los ensayos para 12CYS y 12SER obtuvieron una
deteccion del 95,8 % en el LoD.

De este modo, se demuestra que el valor de LoD determinado anteriormente estd verificado
para todos los ensayos de mutacién cuando se valoran muestras de tejidos de NSCLC y
muestras clinicas de NSCLC FFPE/lineas celulares FFPE/muestras emparejadas de

pacientes.
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Introduccién de ADN vy linealidad

Impacto del nivel de ADN introducido sobre los valores de ACy

Cuando muestras con niveles diferentes de ADN total contienen la misma proporcién de

ADN mutado, lo més légico es que los valores de ACr medidos se mantengan estables. Se

utiliz6 ADN extraido de 8 lineas celulares FFPE para preparar grupos de ADN que

generaran el valor de Cr més bajo posible de la reaccién para control.

En la tabla 15 y la tabla 16 se muestra el intervalo de dilucién de cada reaccién para

mutacién y el valor de ACr medio de los resultados. Los valores de ACr globales son

consistentes a lo largo del intervalo de funcionamiento del therascreen KRAS RGQ PCR Kit

para todos los ensayos, lo que demuestra que el nivel de ADN no repercute en la exactitud

de la identificacién de mutaciones en las muestras.

Tabla 15. Efecto del ADN introducido sobre los valores de AC: en el intervalo de valores de C; de la reaccién para
control de introduccién (lineas celulares FFPE de CRC)

AC

Ensayo Dilucién 1 Dilucién 2 Dilucién 3 Dilucién 4 Dilucién 5

GCr ~20-21 G ~23-24 Cr ~26-27 Cr ~29-30 Cr ~32-33
12ALA 1,56 1,25 1,16 1,14 1,27
12ASP* 2,46 2,18 2,11 2,11 1,75
12ARG 1,18 0,63 1,08 0,94 1,06
12VAL 0,29 0,25 0,15 0,26 0,1
12SER 2,91 2,21 2,15 2,15 2,08
12CYS 0,98 0,71 0,58 0,81 0,67
13ASP 3,57 2,84 2,54 2,46 2,62

*  El némero total de réplicas para 12ASP fue de 27.
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Tabla 16. Efecto del ADN introducido sobre los valores de AC: en el intervalo de valores de C: de la reaccién para
control de introduccién (con muestras FFPE de NSCLC)

AG

Ensayo Dilucién 1 Dilucién 2 Dilucién 3 Dilucion 4 Dilucién 5

Cr ~20-21 Cr ~23-24 Cr ~26-27 Cr ~29-30 Cr ~32-33
12ALA 3,40 3,25 3,11 2,90 3,31
12ASP 3,63 2,92 2,55 2,46 -*
12ARG 2,49 2,22 2,25 2,23 1,40
12VAL 1,34 1,23 1,18 1,13 0,97
12SER 5,34 4,50 4,30 3,92 —-*
12CYS 1,70 1,71 1,70 1,77 1,01
13ASP 6,24 5,36 5,14 4,87 —-*

*  Ningin valor de Cr para la reaccién de mutacién obtenido debido a una concentracién baja de ADN; por lo

tanto, no se calculé ningdn valor de ACr.

Linealidad/eficiencia de amplificacién como funcién del ADN introducido

Se ha demostrado la linealidad y la eficiencia de amplificacién de la PCR para cada reaccién
de mutacién con relacién a la reaccién para control en todo el intervalo de funcionamiento del
therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Se ha calculado la eficiencia de amplificacién de cada una

de las reacciones para mutacién y control como [2(-1/pendiente]] -1.

La eficiencia de amplificacién del control comparada con la reaccién para mutacién indica
que el valor de ACry, por lo tanto, la identificacién de mutaciones, se mantiene estable a lo
largo de todo el intervalo de funcionamiento del ensayo. En la tabla 17 y la tabla 18 se

resumen estos datos.

Linealidad/eficiencia de amplificacién como funcién del porcentaje de mutacién

El objetivo de este estudio era valorar el efecto de una muestra positiva para mutacién

diluida en serie sobre la eficiencia de amplificacién a lo largo de todo el intervalo de
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funcionamiento del therascreen KRAS RGQ PCR Kit, empezando por los niveles de

introduccién de Cr de aproximadamente Cr 22-23.

Inicialmente, se valoraron los extractos de ADN de las lineas celulares FFPE de CRC vy las
muestras de NSCLC mediante lecturas de densidad Sptica antes de realizar la PCR con el
therascreen KRAS RGQ PCR Kit. A continuacién, se prepararon stocks de ADN para un Cr
de reaccién para control de Cr 23 aproximadamente. Se realizé una dilucién en serie de
los stocks por duplicado, utilizando ambas veces ADN nativo a fin de mantener constante el

ADN nativo total a pesar de variar el porcentaje de ADN mutado del molde.

Se prepararon grupos de ADN suficientes para realizar é réplicas por mutacién. Se
calcularon los valores de Cr y ACt de cada mutacién en todos los puntos de dilucién. Se
aplicé un modelo de regresién lineal para comparar el Cr de reaccién para mutacién con la
dilucién de ADN introducido en logaritmo base 2 (logz). El estudio muestra que la dilucién
de las mutaciones en un fondo con una concentracién estable de ADN nativo se traduce en
eficiencias de amplificacién que no varian significativamente respecto a los valores

determinados en el estudio de linealidad mencionado anteriormente.
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Tabla 17. Eficiencia de amplificacién en reacciones para control y mutacién: Lineas celulares de CRC

Limite de  Limite de
confianza  confianza
del95% del 95 %
Error Error bilateral  bilateral Diferencia en
estdndar de Pendiente estandar  inferior superior  Eficiencia de eficiencias de
Muestra Inferseccién inferseccién calculada (pendiente) (pendiente) (pendiente) amplificacion amplificacion
12A1A Cr de control 21,060 0,060 -1,008 0,007 -1,023 0,993 0,989 003
Crde 12ALA 22,476 0,103 0,987 0,013 -1,013 0,961 1,019 !
Cr de control 20,825 0,083 -1,035 -1,056 -1,014 0,954 0056
2 Crde 12ARG 23,237 0,083 0,993 LI -1,016 0,97 1,01 !
Cr de control 20,385 1,013 1,046 098 0982 0003
128F e 12asp 21,347 0130085 g5 0160008 103 0999 0979 ’
Crdecontrol 23437 0063 0,981 1,003 096 1,02 S
s Crde 12CYS 24,289 0,039 0,961 AN Rz 0,974 0,947 1,058 !
losgg  Crdecontol 22568 0050 1,003 0008 102 0986 0,99 0105
Crde 12SER 25,212 0,087 0,934 0,014 0,963 0,904 1,101 '
12VAL Cr de control 21,208 0,047 0,995 0,006 -1,007 0,983 1,007 0,033
Crde 12VAL 21,532 0,043 0,972 0,005 0,983 0,961 1,04 !
13ASP Cr de control 23,207 0,056 -1,001 0,009 -1,02 0,982 0,999 0.145
Crde 12ASP 26,466 0,106 0,909 0,017 0,945 0,873 1,144 '
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Tabla 18. Eficiencia de amplificacién en reacciones para control y mutacién: muestras de NSCLC

Limite de  Limite de
confianza confianza
del95% del 95 %

Error Error bilateral  bilateral Diferencia en
estandar de Pendiente estandar inferior  superior  Eficiencia de eficiencias de
Muestra Interseccion  interseccién calculada (pendiente) (pendiente) (pendiente) amplificacién amplificacion
Cr de 22,74 0,04 0,15 0,02 0,19 0,11 0,94
12ALA  control C; ! ¢ b ! e b ' 0,069
de 12A1A 2411 0,16 -1,06 0,07 -1,20 0,93 1,01
Cr de
21,92 0,03 0,07 0,01 0,09 0,05 0,94
12ARG  control Cr ’ ’ ’ ’ ’ ’ ¢ 0,093
de 12ARG 24,44 0,02 0,98 0,01 0,96 0,96 1,04
Cr de
21,73 0,05 0,13 0,02 0,17 0,08 0,96
12ASP  control Cr ’ . ¢ ' ' ' ' 0,001
de 12ASP 22,69 0,03 0,97 0,01 -1,00 0,95 0,96
Cr de
21,73 0,04 0,11 0,01 0,14 0,08 0,98
12CYS  control Cr ’ ’ ’ ’ ’ ’ ¢ 0,019
de12CYs 2277 003  -1,01  00] -1,03 0,99 1,00
Cr de
12SER control Cr 22,03 0,05 0,06 0,02 0,10 0,02 0,97 0,127
25,34 0,03 0,97 0,01 0,99 0,94 1,09
de 12SER
Cr de
22,13 0,04 0,03 0,02 0,07 0,01 0,92
12VAL control Cr ! ! ¢ ! ! 4 . 0,011
delovaL 2334 008 095 003 101 088 0,91
Cr de
13ASP control Cr 22,63 0,02 0,02 0,01 0,001 0,04 0,94 0,066
de 12ASP 25,14 0,07 0,94 0,03 -1,00 0,88 1,01

Sustancias interferentes

El objetivo del estudio era evaluar el impacto de posibles sustancias interferentes en el
rendimiento del therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Para ello, se analizé el impacto de cada
sustancia, afadiendo experimentos con varias concentraciones, en los valores de ACr vy el
estado mutacional de las muestras de la prueba. Las posibles sustancias interferentes del
proceso de extraccién de ADN analizadas fueron las siguientes: Buffer AL, Buffer ATL,
etanol, cera de parafina, proteinasa K, Wash Buffer AW1, Wash Buffer AW2 y xileno.

También se analizé el tampén de elucién final del kit (Buffer ATE) como control en blanco.
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En las concentraciones esperadas en un uso normal, ninguna de las posibles sustancias
interferentes evaluadas tienen impacto en la capacidad del therascreen KRAS RGQ PCR Kit

para distinguir entre muestras positivas y negativas a la mutacién.

Ademds del estudio de las sustancias interferentes, se valoré el posible efecto de la necrosis
en muestras clinicas a fin de determinar si los niveles altos de tejido necrético en las
muestras tumorales pueden tener algin impacto en la posibilidad de generar datos vdlidos.
Del total de 421 muestras evaluadas en los estudios de Comparacién con el método de
referencia analitico, 29 presentaron un nivel de necrosis >50 % segin la revisién
patolégica. De estas 29 muestras, 28 generaron resultados vélidos coincidentes con los de
la secuenciacién bidireccional Sanger. Solamente un resultado no fue vélido debido a un

volumen de ADN insuficiente.
Contaminacién cruzada

El objetivo de este estudio era determinar el alcance de la contaminacién cruzada (que puede
dar lugar a resultados falsos positivos) entre muestras de ADN cuando se utiliza el

therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Entre las posibles fuentes de contaminacién cruzada figuran:
® Extraccién de las muestras (p. ej., al rozar un portaobijetos)

® Pipeteo de las muestras

® Colocacién del tapédn en los tubos de muestras

® Confaminacién de los reactivos del kit durante el uso

® Carga de los tubos de ensayo en el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

Para este estudio se utilizaron los estdndares de FFPE: el estdndar nativo y el estdndar 12ALA

(puesto que la reaccién para 12ALA es la que tiene el valor de LoD mds bajo del kit).
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El estudio consté de 10 series de PCR disefiadas para estudiar la posible contaminacién
tanto entre las diferentes series analizadas en el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
como dentro de cada una de las series. En estas series de prueba se utilizaron tubos con

ADN nativo para deferminar la existencia de contaminacién provocada por ADN mutado.

Los resultados de este estudio indicaron que no existia contaminacién detectable en ninguna

de las extracciones de ADN nativo disefiadas para detectar la contaminacién cruzada.
Exclusividad/reactividad cruzada

El therascreen KRAS RGQ PCR Kit se compone de 8 reacciones diferentes, que incluye una
nica reaccién para control que detecta una regién no polimérfica del gen KRAS y 7
reacciones para mutaciones especificas. No existe ninguna reaccién para medir
especificamente la secuencia KRAS nativa en el codén 12 o 13. Asi, el resultado “No
Mutation Detected” (Mutacién no detectada) para KRAS (es decir, la secuencia nativa) se
genera cuando no se detecta ninguna de las 7 mutaciones que dan lugar a un resultado

positivo para mutacién.

Por lo tanto, es necesario determinar la cantidad de amplificacién no especifica, o reactividad
cruzada, existente en cada reaccién con cantidades excesivas de ADN nativo de KRAS a fin
de evitar la generacién de resultados falsos positivos. Asimismo, también es preciso evaluar la
amplificacién no especifica de las mutaciones de KRAS no incluidas como detectables en el
ensayo. De este modo, se puede mostrar que la cantidad de reactividad cruzada entre
reacciones para mutacién no genera idenfificaciones de mutacién erréneas cuando la
cantidad de ADN mutado es excesiva. Dado que el ADN introducido para este ensayo se
basa en el intervalo de Cr del control (21,92-32,00), la concentracién més alta de ADN

infroducido se basa en un valor de Cr del control de aproximadamente 22.
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Amplificacién no especifica/reactividad cruzada: ADN nativo de KRAS

Se determiné la cantidad de amplificacién no especifica del ADN nativo generada por mezclas
de reaccién disefadas para amplificar mutaciones especificas. Se evalué un total de 60 réplicas
de ADN nativo de lineas celulares FFPE y 60 muestras de NSCLC con la concentracién mds alta
de ADN introducido amplificable con ayuda del therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Los valores de Cr obtenidos del control fueron de aproximadamente 22-23. Los resultados
mostraron que los valores de ACr superaban los valores de corte establecidos y que al

menos el 95 % de las réplicas nativas fueron correctamente identificadas.

Amplificacién no especifica/reactividad cruzada/exclusividad: ADN de KRAS
positivo para la mutacién

Se analizaron las muestras mutadas con una concentracién alta de ADN introducido frente
a todas las mezclas de reaccién. Se prepararon muestras de ADN a partir de cada linea
celular FFPE de CRC y NSCLC con un valor de Cr de la reaccién para control de
aproximadamente 23. A partir de estas diluciones, se evaluaron 6 réplicas de cada muestra
de mutacién. El porcentaje de mutacién de la muestra responde al porcentaje de mutacién
del ADN de la linea celular.

Los valores de ACt medios presentados en la tabla 19 y la tabla 20 muestran la existencia
de reactividad cruzada entre las reacciones para mutacién. En todos los casos, los
resultados muestran que se identificé la mutacién correcta con la reaccién para mutacién
emparejada (es decir, el valor de ACr mds bajo identifica la mutacién correcta). En el resto
de las pruebas no fue posible realizar ninguna deteccién o bien los valores registrados

estaban fuera del umbral de ACr.
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Tabla 19. Reactividad cruzada (ACT) entre reacciones para mutacién con ADN de lineas celulares FFPE de CRC en el

intervalo de introduccién alto

ADN

Punto de

AG; del ensayo

mutado  corte 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
12ALA 8 1,42* 12,66 NA 5,81F 2,78f 6,311 13,21
12ASP 6,6 12,56 2,42* NA NA 13,44 11,21 13,55
12ARG 8 13,12 11,56 1,12* 11,42 NA 13,43 12,66
12CYS 8 14,2 12,48 9,23 0,98* NA 7,967 12,88
12SER 8 NA 13,39 13,31 NA 3,02* 12,99 13,97
12VAL 7,5 6,831 NA NA NA 13,38 0,28* 13,74
13ASP 7,5 NA 13,29 13,89 NA NA 14,36 4,5*

NA: sin reaccién cruzada.

*

T Valores de ACr de las reacciones que presentan reactividad cruzada por debajo del valor de corte.

Valores de ACr de reacciones emparejadas.

Tabla 20. Reactividad cruzada (ACT) entre reacciones para mutacién con ADN de lineas celulares FFPE de NSCLC en el
intervalo de introduccién alto

ADN

Punto de

AG; del ensayo

mutado  corte 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
12ALA 8 1,31* 12,8 NA 5,01f 2,261 5,57% 12,65
12ASP 6,6 12,61 1,66* NA NA NA 10,3 12,60
12ARG 8 12,98 11,08 0,81* 11,24 NA 12,66 12,62
12CYS 8 NA 12,22 7,841 0,56* NA 13,06 11,84
12SER 8 NA 12,87 13,21 NA 1,93* 13,25 12,93
12VAL 7,5 5,93t 14,29 NA NA 13,14 0,45* 12,39
13ASP 7,5 NA NA NA NA NA NA 2,02*

NA: sin reaccién cruzada.

*

T Valores de ACr de las reacciones que presentan reactividad cruzada por debajo del valor de corte.

Valores de ACr de reacciones emparejadas.
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Repetibilidad y reproducibilidad

Los objetivos de este estudio eran demostrar la precisién del therascreen KRAS RGQ PCR Kit
en el mismo laboratorio (repetibilidad) y entre distintos laboratorios (reproducibilidad). Se
registraron tanto la correccién de los resultados de identificaciéon de mutacién como la
precisién de los valores de ACr (la diferencia en los valores de Cr entre la reaccién para

mutacién y la reaccién para control).

CRC

Para esta evaluacién se utilizaron muestras de CRC clinicas. Se analizaron una muestra
nativa y una muestra de cada mutacién con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit y, para ello,
se pidi4 a 2 usuarios de cada uno de los 3 centros que analizaran todas las muestras y los
controles con 3 lotes del therascreen KRAS RGQ PCR Kit, cada dia durante 5 dias,
realizando 2 series al dia y con 2 réplicas de cada muestra en cada serie. También se
utilizé el andlisis de los componentes de varianza para analizar los valores de Cr y ACr

obtenidos para cada reaccién de cada muestra.

La reproducibilidad del therascreen KRAS RGQ PCR Kit quedd demostrada para muestras
con un nivel de mutacién bajo (3 x LoD) y muestras nativas al obtenerse un minimo de
39/40 identificaciones de mutacién correctas para todos los ensayos realizados con varios
lotes, plataformas y usuarios, tanto dentro de un mismo laboratorio como entre laboratorios.
La proporcién estimada de muestras 3 x LoD para el andlisis de muestras mutadas y nativas
se indica tanto de forma global como para cada uno de los centros. De todos los ensayos y
combinaciones de muestras, al menos 79 de las 80 réplicas generaron identificaciones

correctas de mutacién (tabla 21).

Tabla 21. Total de identificaciones correctas

Identificaciones correctas del ensayo de mutacién

Muestra 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP

Con mutacién 3 x LoD 79/80 80/80 80/80 79/80 80/80 80/80 80/80
Nativa (baja) 80/80 79/80 80/80 80/80 79/80 79/80 80/80
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NSCLC

Para cada una de las 7 mutaciones de NSCLC de KRAS, se utilizaron 3 muestras
correspondientes a cada uno de los 3 tipos de métodos de adquisicién de muestras (reseccién,
CNB y FNA). Se utilizaron 6 muestras clinicas nativas adicionales (2 muestras por cada uno

de los 3 tipos de métodos de adquisicién) para crear grupos de ADN nativo diluido.

Se agruparon varios extractos para cada una de las muestras con mutacién para generar
un grupo de muestras individual por mutacién. Cada grupo de muestras con mutacién se

diluyé para crear muestras de prueba con niveles de mutacién de 1 x LoD y 3 x LoD.

Los laboratorios utilizados en este estudio se encontraban en 3 ubicaciones distintas. Las
condiciones de cada laboratorio variaban en cada ubicacién por el uso de 2 equipos
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, 2 usuarios, 2 lotes del therascreen KRAS RGQ PCR Kit

y 2 series analiticas por dia (por usuario) a lo largo de 16 dias no consecutivos.

De todos los ensayos y combinaciones de muestras, al menos 284 de las 288 réplicas
generaron identificaciones correctas de mutacién. La proporcién global de identificaciones
correctas, combinados todos los ensayos, para el grupo de 1 x LoD fue del 100 %. La
proporcién global de identificaciones correctas, combinados todos los ensayos, para el
grupo de 3 x LoD fue del 99,6 %. La proporcién global de identificaciones correctas para

las muestras sin mutaciones detectadas (nativas) fue del 100 % (tabla 22).
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Tabla 22. Identificaciones correctas para 1 x LoD, 3 x LoD y ADN native

Nivel de Identificaciones Identificaciones IC del 90 %

mutacién Ensayo correctas correctas, % bilateral inferior
12ALA 288/288 100 98,97
12ARG 288/288 100 98,97
12ASP 288/288 100 98,97

1 x LoD 12CYS 284/284 100 96,85
12SER 284/284 100 96,85
12VAL 288/288 100 98,97
13ASP 288/288 100 98,97
12ALA 288/288 100 98,97
12ARG 288/288 100 98,97
12ASP 288/288 100 98,97

3 x LoD 12CYS 284/288 98,61 96,85
12SER 284/288 98,61 96,85
12VAL 288/288 100 98,97
13ASP 287/287 100 98,96

Nativa 285/285 100 98,95

Variabilidad en la manipulacién de muestras

El objetivo de este estudio era evaluar el impacto de la variabilidad en la manipulacién de

muestras, especificamente en la extracciéon del ADN, en el rendimiento del kit
therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Este estudio complementa el estudio de repetibilidad y

reproducibilidad mediante el andlisis de la variabilidad en la manipulacién de muestras al

procesar las mismas secciones FFPE clinicas y de lineas celulares FFPE en 3 centros, seguido
de un andlisis con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit.
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CRC

Se cortaron 30 secciones secuenciales de 5 pm de cada una de las 10 muestras FFPE de
CRC (3 nativas y 1 mutada). Las secciones se enviaron aleatoriamente a 1 de los 3 centros
de andlisis de forma que cada centro recibiera 10 secciones por muestra FFPE
(100 secciones en total). De las 300 extracciones de ADN analizadas, 298 muestras fueron
vélidas. Se obtuvo una concordancia del 99,33 % entre los 3 centros para la identificacién
de mutaciones de KRAS.

La comparacién por centros entre los valores de ACr medios de las muestras mutadas y
nativas presentd una concordancia de resultados bastante elevada. Los resultados muestran

la concordancia entre el procedimiento de extraccién de ADN y el procesamiento de
muestras con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

NSCLC

En este estudio, se utilizaron 13 muestras clinicas de NSCLC (3 x 12ASP, 3 x 12CYS,
4 x 12VAL vy 3 nativas), asi como 4 muestras de lineas celulares FFPE (12ALA, 12ARG,
12SER y 13ASP). Las muestras representaban los diferentes métodos de adquisicién:
reseccién quirdrgica, FNA y CNB. Se utilizaron lineas celulares para representar
mutaciones poco frecuentes para las que no se disponia de tejido clinico de NSCLC.

A continuacién, los 3 lotes de 20 secciones FFPE se distribuyeron de forma aleatoria en los
3 centros. En cada uno de los 3 centros se realizé una extraccién de ADN en un lote de

20 secciones FFPE (10 pares) por cada muestra con mutacién y nativa.

Cuando se analizaron todas las preparaciones de muestras en los 3 centros de prueba con
el therascreen KRAS RGQ PCR Kit, se identificaron las 7 muestras con mutacién y nativas
con la identificacién de mutacién correcta. La identificacién global de cada una de las
7 muestras con mutacién y nativas fue del 100 %, lo que muestra una consistencia entre

distintos centros para la extraccién de ADN y la deteccién de las mutaciones mediante el
uso del therascreen KRAS RGQ PCR Kit.
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Equivalencia de los métodos de adquisicién de muestras (solamente

NSCLC)

El propésito de este estudio era valorar si el método de adquisicién de muestras influia en la
identificacion de mutaciéon de las  muestras de NSCLC determinada por el
therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Los 3 métodos de adquisicién de muestras examinados en
este estudio fueron reseccién, FNA y CNB.

Las muestras obtenidas por CNB y FNA de “pacientes emparejados” para este estudio se
obtuvieron a partir de muestras tumorales reseccionadas quirirgicamente para conseguir
que el mismo tumor se pudiera obtener con los 3 métodos de adquisicidn. Se consiguié un
total de 169 muestras obtenidas por reseccidén, 169 por CNB y 169 por FNA para el
estudio.

Cada una de las muestras se extrajo y analizé con el ensayo de control de KRAS. Todas las
muestras que arrojaron un resultado vdlido (169 resecciones, 169 CNB y 164 FNA) se
analizaron con los 8 ensayos de KRAS.

Asimismo, para cada una de las muestras clinicas FFPE de NSCLC, el ADN extraido
utilizado para el andlisis con el therascreen KRAS RGQ PCR Kit también se valoré con la
secuenciacién bidireccional de Sanger para determinar el nivel de concordancia entre el
therascreen KRAS RGQ PCR Kit y la secuenciacién bidireccional de Sanger. En todos los
tipos de muestras, el therascreen KRAS RGQ PCR Kit determiné de forma precisa el estado
mutacional frente a la secuenciacién bidireccional de Sanger con una tasa de porcentaje de
concordancia global del 96,96 %.

Los resultados de este estudio muestran que el therascreen KRAS RGQ PCR Kit proporciona
resultados equivalentes con los 3 métodos de obtencién estudiados, tal como indican las

tasas de porcentaje de concordancia global por pares:

e CNB frente a FNA, un 97,52 (limites de confianza de 94,41-99,15)
e CNB frente a reseccién, un 96,39 (limites de confianza de 92,99-98,41)
® FNA frente a reseccién, un 98,76 (limites de confianza de 96,14-99,78)
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Simbolos

Los simbolos siguientes pueden aparecer en el embalaje y las etiquetas:

Contiene suficientes reactivos para <N> reacciones

A
Z
v

Fecha de caducidad

<
o

8B/ <

Producto sanitario para diagnéstico in vitro
Niémero de catélogo

L Nomero de lote
Ndmero de material

Contiene

NiUmero

" _n

“R" significa revisién del manual y “n” es el nimero de revisién

-~
=

Limitacién de temperatura

Fabricante

Consultar las instrucciones de uso

Precaucién

=] X

[ee]

0 therascreen KRAS RGQ PCR Kit Manual  11/2019



Informacidén de contacto

Para recibir asistencia técnica y solicitar mds informacién, visite nuestro Centro de servicio
técnico en el sitio www.qiagen.com/Support, llame al 00800-22-44-6000 o péngase en
confacto con uno de los departamentos del servicio técnico de QIAGEN o con los

distribuidores locales (consulte la contraportada o visite www.qiagen.com).
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Apéndice 1: protocolo manual del
therascreen KRAS RGQ PCR Kit

Este apartado contiene instrucciones para utilizar el therascreen KRAS RGQ PCR Kit con el

software RGQ, versién 2.3 en el modo abierto (es decir, sin utilizar el software
KRAS Assay Package).
Informacién general

® Para conocer los materiales necesarios, consulte el apartado Materiales requeridos pero

no suministrados.

® Para obtener instrucciones sobre la preparacién y la disposicién de las muestras,
consulte los apartados Protocolo: valoracién de las muestras de ADN y Protocolo:

deteccién de las mutaciones de KRAS.

Protocolo: creacién de un perfil de temperatura

Antes de empezar, cree un perfil de temperatura para el andlisis de KRAS. Los pardmetros

de ciclado son los mismos para la valoracién de muestras y la valoracién de la mutacién.

Procedimiento
En la tabla 23 se muestran los pardmetros de ciclado.

Tabla 23. Parametros de ciclado

Ciclos Temperatura Tiempo Obtencién de datos
1 95 °C 15 minutos Ninguna
0 95 °C 30 segundos Ninguna

60 °C 60 segundos Green y yellow

1. Haga doble clic en el icono del software Rotor-Gene Q, versién 2.3, situado en el escritorio
del portétil conectado al equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Seleccione la pestana

“Advanced” (Avanzado) dentro de la ventana Nueva serie que se muestra.
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2. Para crear un nuevo molde, seleccione Empty Run (Serie vacia) y, luego, haga clic en

New (Nueva) para acceder al New Run Wizard (Asistente para series nuevas).

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) (figura 21).

New Run Wizard &|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rator Type

Skip Wizard |

Figura 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 = “Next” (Siguiente).

4. Introduzca el nombre del usuario. Afiada las notas que desee e introduzca el volumen
de reaccién como 25. Asegirese de que el campo Sample Layout (Disposicién de

muestras) incluye el valor 1, 2, 3.... Haga clic en Next (Siguiente) (figura 22).

therascreen KRAS RGQ PCR Kit Manual 11/2019 83



New Run Wizard

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the figlds.
clicking Mest when you are ready to move to the nest page.

1_ Dperatar MAME

Mates :

help on elements in
the wizard. For help
on an itemn, howver
wour mouge over the
item for help, You
can alzo click on a
combo box to display
help about its
available settings.

X]

This box dizplays

3_ Ble=rticn o5 o
Volume [pL):
Sample Layout : I1 2.3.. i
Skip Wizard | << Back | Mest > |

Figura 22. Introduccién del nombre del usuario y los volimenes de reaccién. 1 = campo de didlogo
“Operator” (Usuario), 2 = campo de didlogo “Notes” (Notas), 3 = campo “Reaction Volume” (Volumen de
reaccién), 4 = “Sample Layout” (Disposicion de muestras), 5 = “Next” (Siguiente).

5. Haga clic en Edit Profile (Editar perfil) situado en la ventana “New Run Wizard”

(Asistente para series nuevas) (figura 23) y siga la informacién de los pasos siguientes

para programar el perfil de temperatura.
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New Run Wizard

Temperature Profile ;

Edit Prafile ...

Charinel Setup ;

Create New...

Edit...
E dit Gain...
Remove
Reset Defaults

Mame | Source | Detector | Gain |
Green 470nm S10nm I3

Yellow 530nm  B55nm 5

Orange  53%nm E10nm =]

Fed B28nm  BBOnm 5

Crimzon  B80nm  ¥10hp 7

HRM 460nm  510nm 7

Gain Optirisatior...

Skipwizard | << Back Nest>> |

Click. this button ta

edit the profile
shown in the box
abowve.

X

Figura 23. Edicién del perfil.

6. Haga clic en Insert after (Insertar después) y seleccione New Hold at Temperature

(Nueva fase de temperatura) (figura 24).

1M Edit Profile

Z . 8 H Q@
New Open  Save As Help

The run will take approximately 0 second(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

X

Click on & cycle below to modify it :

W Cycling
Mew Melk

Copy of Current Step

N\

Figura 24. Insercién de un paso de incubacién inicial. 1 = “Insert after” (Insertar después), 2 = “New Hold
at Temperature” (Nueva fase de temperatura).
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7. Ajuste el valor del campo Hold Temperature (Mantener temperatura) en 95°C y Hold
Time (Tiempo de retencién) en 15 mins O secs (15 min O's). Haga clic en Insert After

(Insertar después) y seleccione New Cycling (Ciclos nuevos) (figura 25).
# Edit Profile

@ . 8 B\H | e

Mew Open  Save As Help

X

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

Click on a cycle below to maodify it

e e
Mew Hold at Temperature
Mew HRM Step

Ingert before...

Femaove

Haold Temperature B Copy of Current Step
1 - P 95 C

Hold Time : 15 |mine 0 |secs

Figura 25. Paso de incubacién inicial a 95 °C. 1 = “Hold Temperature” (Mantener temperatura) y “Hold
Time” (Tiempo de retencién), 2 = “Insert after” (Insertar después), 3 = “New Cycling” (Ciclos nuevos).

8. Ajuste el nimero de repeticiones de ciclo en 40. Seleccione el primer paso y
establezca el valor en 95°C for 30 secs (95 °C durante 30 s) (figura 26).
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1 Edit Profile X
zZ . & H @
ew Open  Save As Help

The run will take approximately 98 minute(z) to complete. The graph below represents the run to be performed

Click on a cycle below to madify it :

Hold Inzert after...
Inzert before...
1 Remove

Thiz cycle repeats [ 40 Qtime[z).

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remaove steps for this cycle.

|| Timed Step j J j
g5er I 95°C for 30 secs :

s« T

Mol ACquInng

720 for 20 secs
™ Long Range BORC for 20 secs
[~ Touchdown |

Figura 26. Paso de ciclado a 95 °C. 1 = casilla “Cycle repeats” (Repeticiones de ciclo), 2 = paso uno: ajuste de
temperatura, 3 = paso uno: ajuste de tiempo.

9. Seleccione el segundo paso y establezca el valor en 60°C for 60 secs (60 °C durante
60 s). Para activar la adquisicién de datos durante este paso, haga clic en Not
Acquiring (No adquirir) (figura 27).
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1 Edit Profile
.8 H @

Mew Open  Save As Help

3

The run will take approximately 125 minute(z) to complete. The graph below reprezents the mn to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Ingert after..
Inzert before...
Remave
This cycle repeats ﬂ time(s).

Click on ane of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

95°C for 30 secs J j

729 for 20 zecs /
——

EO°C for B0 secs /

Timed Step

B0eC
2 — B0 zeconds

Mot Acquiing

[~ Touchdown

Figura 27. Paso de ciclado a 60 °C. 1 = paso dos: ajuste de temperatura y tiempo, 2 = Not Acquiring (No adquirir).

10. En la lista Available Channels (Canales disponibles), seleccione Green y Yellow vy,

luego, haga clic en > para desplazarlos a la lista Acquiring Channels (Canales de
adquisicién). Haga clic en OK (Aceptar) (figura 28).
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Same az Previous : |[New Acquizition] ﬂ
Acquizition Configuration ;
Awailable Charnnels : Acquinng Channels
M ame | 5 M ame |
Crimzan J
HRM <

Orange
Red «

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >, To stop acquinng from a
channel, zelect it in the right-hand list and click <. To remove all acquizitions, click <<

Dan't Acquire

Dye Chart »»

Help

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm Fak“ SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGreen’, Alexa Fluar 488

Yellow | 530nm | 555nm | JOEY, WICE, HEX, TET, CAL Fluor Gald 5404, ¥ akima rellaw-

Orange | 585nm | B10nm RO, CaL Fluor Red 5104, Cy3 .54, Texas Red', Alexa Fluor 563

B25nm |BEOnm | Cy5, Quasar 670, Alexa Fluor B332

G80nm | 710hp Buazarf054, Alesa Fluor B30

4B0nm  (510nm | SYTO 94, EvaGreer

Figura 28. Adquisicién en el paso de ciclado a 60 °C.

11. Seleccione el tercer paso y haga clic en- para eliminarlo. Haga clic en OK (Aceptar)

(figura 29).
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1 Edit Profile
g W @

ew Open  Save As Help
The run will take approzimately 135 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

X

Click on a cycle below to modify it :

Hold Inzert after...
Inzert before...

Remove
This cycle repeats 40 | time(s].

Click on one of the steps below ta modify it, or press + or - to add and remaove steps for this cycle.

|| Timed Step j
T2EC

20 seconds

95°C for 30 zecs

Acquiring to Cycling B

on Green
B0°C for B0 secs

72°C for 20 zecs

[ Long Range
[~ Touchdown

oK. 3

Figura 29. Eliminacién del paso de extensién.

12. En la ventana siguiente, haga clic en Gain Optimisation (Optimizacién de ganancia)

(figura 30).
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New Run Wizard E

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help

on an item, hower
waur mouse over the
itern For help. ou
zan alzo click on a
combo box to display

help about itz
avallable settings.

Edit Praofile ...

Channel Setup :

M ame | Source | Detector | G ain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm 5 E di
ellow B30nm  B55nm 5
Orange  58%nm B10mm 5 Edit Gair..
Red E2Bnm  BROnm A
Crmzon  B30nm  F10hp 7 Remove
HRM 4B0nm 51 0nm 7 Freset Defauls
1—
| Giain Optimisation. |
Skip'wizard | << Back Hest>> |

Figura 30. “Gain Optimisation” (Optimizacién de ganancia).

13. Haga clic en Optimize Acquiring (Optimizar adquisicién). Para cada canal, se muestra
la configuracién de canal. Haga clic en OK (Aceptar) para aceptar estos valores

predeterminados. (Figura 31).
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Auto-Gain Optimisation Setup ‘zl

— Optimnization :

Auko-Gain Optimization will read the fluoresence on the inzerted sample at
% different gain levels until it findz ane at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of luorescence you are looking for depends on the
chermiztry you are perfarmiing.

Set temperature bo |50 jldegrees.

Optimize Al I DEtimise ﬂcauirina:

 Channel Channel Settings :
I Channel : Green Tube Pozition |1 j e
. =l =l ——

Neme Target Sample Rangs: |6 —|Flupta 10 —Fl Eit. |

Acceptable Gain Range: |-10 :ll ta I'ID :ll emove |

miove Al |

2 : [a] A I Cancel I Help |
Start tanual... | Cloge Help |

Figura 31. “Auto-gain Optimisation” (Optimizacién de la ganancia automdtica) para el canal verde.

14. Active la casilla Perform Optimisation before 1st Acquisition (Ejecutar la optimizacién

antes de la primera adquisicién) y, a continuacién, haga clic en Close (Cerrar) para
volver al asistente (figura 32).
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Auto-Gain Optimisation Setup

Cptimization :

Auto-Gain Optimisation will read the fluaresence on the inserted sample at

ot differant gain levels until it finds one at which the luorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemigty you are performing.

Set temperature to j degrees,

Optimige All | Optimige Acguinng |

1— Periorm Dotmiation Before Tst Acauisition
I Perform O ptimisation &t 60 Degrees At Beginning OF Run

Channel Settings :

| ~| add.

MHame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5F 10F -0 10

Yellow 1 5F 10FI a0 10 Remaove
Rermowve Al

< I >

o]

Figura 32. Seleccién de los canales verde y amarillo.

15. Haga clic en Next (Siguiente). A continuacién, haga clic en Save (Guardar) para

guardar el molde en la ubicacién correspondiente.

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 KRAS.

® Prepare las muestras tal como se describe en el apartado Protocolo: valoracién de las
muestras de ADN.
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e Configure la serie de PCR en el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM tal como se

describe en el apartado Protocolo: configuracién de therascreen KRAS RGQ PCR.

e Una vez findlizada la serie, analice los datos segin las instrucciones del apartado

Andlisis de los datos de valoracién de las muestras.

Protocolo: deteccién de mutaciones de KRAS (manual)

Cuando una muestra es correcta segin la evaluacién de muestras, se puede analizar para

detectar mutaciones de KRAS.

® Prepare las muestras tal como se describe en el apartado Protocolo: deteccién de las
mutaciones de KRAS.

e Configure la serie de PCR en el equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM tal como se

describe en el apartado Protocolo: configuracién de therascreen KRAS RGQ PCR.

e Una vez findlizada la serie, analice los datos segin las instrucciones del apartado

Andlisis de la deteccidén de mutaciones del gen KRAS.

Protocolo: configuracién de therascreen KRAS RGQ PCR
1. Abra el software Rotor-Gene Q versién 2.3. yel perfil de temperatura creado
apropiado.
2. Cree el perfil de temperatura segin el protocolo: creacién de un perfil de temperatura.

Asegurese de seleccionar el rotor correcto y marque la casilla Locking Ring Attached

(Anillo de fijacién sujeto). Haga clic en Next (Siguiente) (figura 33).
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New Run Wizard fg

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

Rator Type

Rotar-Disc 72
Rotar-Disc 100

2- Iv Locking Ring Attached

SkipWizard| I Mewt 3> :

Figura 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 = “Next”

(Siguiente).

3. Introduzca el nombre del usuario. Afiada las notas que desee y compruebe que

3

el

campo Reaction Volume (Volumen de reaccién) esté configurado en 25 y que el campo

Sample Layout (Disposicién de muestras) incluya los valores 1, 2, 3.... Haga clic

Next (Siguiente) (figura 34).

en
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This zcreen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, this box ldispla_l,.ls .
clicking Mest when pou are ready to move to the next page. Elp on elements in
the wizard. For help 1
Dpesier: NAME [y mouse over the
N . itern for help. ou
otes: can also click on a
combo box to dizplay
help about itz
available zettings.
Fieaction o5 = 2
Wolume [pL): =1
Sample Layout : I'I, 2.3 j
Skipwizard | << Back 3

Figura 34. Cuadro de diglogo “New Run Wizard” (Asistente para series nuevas). 1 = campos “Operator” (Usuario)
y “Notes” (Notas), 2 = campos “Reaction Volume” (Volumen de reaccién) y “Sample Layout” (Disposicién de
muestras), 3 = “Next” (Siguiente).

4. Deje todos los valores como aparecen en la ventana siguiente. No es necesario editar
si el perfil de temperatura se ha creado segin las instrucciones del protocolo: creacién

de un perfil de temperatura. Haga clic en Next (Siguiente) (figura 35).
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New Run Wizard |

Temperature Profile :

Edit Profilz ...

Channel Setup

MName | Source | D etector | Gain |

Create Mew..

Green 470nm  510nm
Yellow  B30nm B5Enm
Orange  585hm  E10mm
Red EZ5nm  BEOnm
Crimson  680nm  710hp
HRM 4B0nm 510nm

o om o

Gain Optimization. ..

Skip \wizard | <¢ Back

Edi...
Edit Gain...
Femaove
Feset Defaults

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
itern for help. vou
can also click on a
comnba box to display
help about its
available settings

I Next >

1

Figura 35. Cuadro de didlogo “New Run Wizard” (Asistente para series nuevas) y pantalla de edicién de

temperatura. 1 = “Next” (Siguiente).

5. Compruebe el resumen y haga clic en Start Run (Iniciar la serie) para guardar el

archivo de ejecucién y comenzar la serie (figura 36).

MNew Run Wizard | |

SkipWizard | << Back

Summary
Setting | Walue
Green Gain 5
“rellow Gain 5
Auto-Gain Optimization Before First Acquisition
Riotar 72-well Flotar
Sample Layout 1.2.3, ..
Reaction Volume (in microlters] 25

Onece you've confirmed that pour run zettings are carrect, click Start Run ta
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Start Run

Save Template

Figura 36. Cuadro de diglogo “New Run Wizard” (Asistente para series nuevas). 1 = “Start Run”

(Iniciar la serie).
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Nota: 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.

Si hace clic en Finish and Lock Samples (Finalizar y bloquear muestras), ya no podré
editar los nombres de las muestras. 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 segin los apartados Andlisis de los datos

de valoracién de las muestras o Andlisis de la deteccién de mutaciones del gen KRAS,
como corresponda.

. Si necesita crear informes de cuantificacién, haga clic en el icono Reports (Informes) de

la barra de herramientas del archivo de ejecucién de Rotor-Gene Q.
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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 segln el siguiente procedimiento.

Configuracién del andlisis del software

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

. Si no ha intfroducido 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).

. Haga clic en Andlysis (Andlisis). En la pdgina de andlisis, haga clic en Cycling A.

Yellow para ver el canal HEX.

. Haga clic en Named On (Con nombre).

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

6. Seleccione la opcién Dynamic Tube (Tubo dindmico).

. Seleccione Linear Scale (Escala lineal).

8. Haga clic en Outlier Removal (Eliminacién de valores atipicos) e introduzca 10% en el

campo NTC Threshold (Umbral de NTC).

. Configure el umbral en 0.05 (0,05) y compruebe los valores de CT de HEX.
. En la pagina de andlisis, haga clic en Cycling A. Green para ver el canal FAM.

. Compruebe que la opcién Dynamic Tube (Tubo dindmico) esté seleccionada. Haga clic

en Linear Scale (Escala lineal).

. Haga clic en Outlier Removal (Eliminacién de valores atipicos) e introduzca 10% en el

campo NTC Threshold (Umbral de NTC).

. Configure el umbral en 0.05 (0,05) y compruebe los valores de CT de FAM.
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Andlisis de los datos de valoracién de las muestras

Andlisis de control de la serie

Consulte el organigrama de “Andlisis de control de la serie” en la figura 37.

Control negativo: para asegurarse de que la mezcla de reaccién no estd contaminada,
el control sin molde no debe generar un valor de Cr en el canal verde por debajo de
40. Para garantizar que la placa se ha configurado correctamente, el control sin molde
debe mostrar una amplificacién de 31,91-35,16 en el canal amarillo. Los valores
especificados son los comprendidos entre estos valores (ambos incluidos).

Control positivo: el control positivo (Positive Control, PC) de KRAS debe generar un valor
de Cr de 23,5-29,5 en el canal verde en cada uno de los 8 ensayos. 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.

Siempre que ambos controles de series sean vdlidos, cada valor de Cr de muestra debe

estar comprendido en el intervalo 21,92-32,00 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

Valor de Cr del ensayo de control de la muestra <21,92: las muestras con un valor de
Cr de control <21,92 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 21,92, se recomienda diluir a
fin de garantizar la obtencién de un resultado de la serie de andlisis de muestras
(deteccién de mutaciones de KRAS). Es necesario diluir las muestras con el agua

suministrada con el kit (agua exenta de nucleasas para la dilucién [Dil.]).
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e Valor de Cr del ensayo de control de la muestra >32: se recomienda volver a extraer la
muestra, ya que el ADN molde inicial presente no serd suficiente para detectar todas las

mutaciones con los valores de corte indicados del ensayo.
Andlisis de la deteccién de mutaciones del gen KRAS

Andlisis de control de la serie

Consulte el organigrama de “Andlisis de control de la serie” (figura 37).

e Control negativo: para asegurarse de que la mezcla de reaccién no estd contaminada,
el control sin molde no debe generar un valor de Cr en el canal verde por debajo de
40. Para garantizar que la placa se ha configurado correctamente, el control sin molde
debe mostrar una amplificacién de 31,91-35,16 en el canal amarillo. Los valores

especificados son los comprendidos entre estos valores (ambos incluidos).

® Control positivo: el control positivo (Positive Control, PC) de KRAS debe generar un valor
de Cr de 23,5-29,5 en el canal verde en cada uno de los 8 ensayos. 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 2 controles de

andlisis da error.
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Valor de Cr de
FAM de control
negativo

¢Es el Cr de FAM <407

ERROR DE LA SERIE

ERROR DE LA SERIE/Control

interno no valido

NO

¢Se encuentra el Cy de
HEX en el intervalo
31,91-35,16?

¢Es el Cr de HEX del
control interno <31,91?

NO

¢Es el Cr de HEX del
control interno >35,162

si
si
ERROR DE LA SERIE/Control
interno negativo para la
amplificacion de HEX
4
Control negativo
correcto

Proceder con el andlisis de la <

Valor de C; de
FAM de control
positivo

se encuentra
€l C; de FAM del tubo de
ontrol en el intervalo,

ERROR DE LA
SERIE

z

si

¢Se encuentra
ERROR DE LA
SERIE

z

se encuentra
el Cr de FAM del tubo
de 12ASP en el intervalg
23,5-29,5?

ERROR DE LA
SERIE

z

¢Se encuentra
@l Cr de FAM del tubo de
12ARG en el intervalo
23,5-29,5?

ERROR DE LA
SERIE

z
S

sf

Se encuentra
@l Cr de FAM del tubo de
12CYS en el intervalo,
23,5-29,52

ERROR DE LA
SERIE

z
S

si

¢Se encuentra
el C; de FAM del tubo de
12SER en el intervalo,
23,5-29,5?

ERROR DE LA
SERIE

z
S

¢Se encuentra
‘el Cr de FAM del tubo de’
12VALen el intervalo,
23,5-29,5?

ERROR DE LA
SERIE

=
S

si

éSe encuentra
‘el C de FAM del tubo de
13ASP en el intervalo,
23,5-29,5?

ERROR DE LA
NO SERIE

Control positivo

muestra (pagina 103) -

Figura 37. Organigrama del andlisis de control de la serie.

correcto
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Andlisis de la muestra

Consulte el organigrama de “Andlisis de la muestra” en la figura 38.

Valor de CT de FAM de control de la muestra

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 21,92-32,00 en
el canal verde.

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

® Valor de Cr del ensayo de control de la muestra <21,92: las muestras con un valor de Cr
de control de <21,92 sobrecargardn los ensayos de mutacién y deben dilvirse. 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 exenta de nucleasas para la dilucién [Dil.]).

® Valor de Cr del ensayo de control de la muestra >32: interprete con precaucién los datos,

ya que es posible que no se hayan defectado las mutaciones de nivel muy bajo.
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Muestra no valida
Interpretar el resultado con
NO-J»| precaucién
Para obtener més informacién,
consultar la pégina 100

¢Se encuentra el C; de FAM del
ensayo de control en el intervalo
21,92-32,00?

Valor de C; de
FAM de control
de la muestra

Tubo no valido

Valores de C; de HEX de
s No utilizar el resultado del tubo

los ensayos de control
interno de mutaciones
de la muestra

Es el Gy de HEX <31,91 en
algin ensayo?

NO

Tubo negativo para la
amplificacion de HEX
Para obtener més informacién,
consultar la pégina 103

¢Es el C; de HEX >35,16 en
algin ensayo?

NO

Tubo negativo para la
amplificacion de FAM
N0 consultar Ia figura 37 (pigina 102)
yla pagina 103

Valores de C; de FAM
de los ensayos de
mutaciones de la
muestra

¢Se encuentra el Cr de FAM de
cada mutacion en el intervalo
00,00-40,00?

Tubo positivo para la
amplificacion de FAM

v

Calcular los valores de AC; para
cada DC; de mutacion = C; de
mutacion - Cr de control

|

Comparar los valores de AC; con los
valores de corte por mutacién
Consultar la tabla 24 en la pégina 105

v

iSe incluye alguno de los valores
de AC; dentro del intervalo de AC;
especificado para el ensayo

amplificacion positiva)?

Mutacién no detectada

si

v

Mutacién de KRAS detectada para el ensayo
de mutacion con el ACr més bajo

Figura 38. Organigrama del andlisis de la muestra.
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Valor de CT de HEX de los ensayos de control interno de mutaciones de la muestra

Consulte el organigrama de “Andlisis de la muestra” en la figura 38.
Es necesario analizar todos los pocillos de cada muestra. Compruebe que cada pocillo

genere una sefial HEX del control interno. Existen 3 resultados posibles.

® Si el valor de Cr del control interno se encuentra dentro del intervalo especificado
(31,91-35,16), la amplificacién de HEX es positiva.

e Si el valor de Cr del control interno estd por encima del intervalo especificado (>35,16),

la amplificacién de HEX es negativa.

e Si el valor de Cr del control interno estd por debajo del intervalo especificado (<31,91),

el resultado 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 diana. El kit incluye un tubo de agua para la dilucién de la muestra (Dil.).

Valor de CT de FAM de los ensayos de mutaciones de la muestra

Es necesario comparar los valores de FAM de las 7 mezclas de reaccién con los valores

que se muestran en la tabla 24.

Tabla 24. Valores de reaccién de mutacién de muestras aceptables (FAM)*

Ensayo Intervalo de Cr aceptable Intervalo de ACr
12ALA 0,00-40,00 <8,00
12ASP 0,00-40,00 <6,60
12ARG 0,00-40,00 <8,00
12CYS 0,00-40,00 <8,00
12SER 0,00-40,00 <8,00
12VAL 0,00-40,00 <7,50
13ASP 0,00-40,00 <7,50

*  los valores aceptables son los comprendidos entre los valores mostrados (fambién aceptables).
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e Siel valor de Cr de FAM se encuentra dentro del intervalo especificado, la amplificacién
de FAM es positiva.

e Si el valor de Cr de FAM estd por encima del intervalo especificado o si no existe
amplificacién, la amplificacién de FAM 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.
ACr = Cr de mutacién — Cr de control

Compare el valor de ACr de la muestra con el punto de corte del ensayo en cuestién (tabla
24). 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
sefial 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 defectada o no vdlido segin los siguientes criterios:

Mutacién detectada:

® Lo amplificacién positiva de FAM y el valor de ACr son iguales al valor de corte o estdn
por debajo de él. Si se detectan varias mutaciones, la mutacién indicada debe ser la

que presente el valor de ACr mds bajo.

Mutacién no detectada:

® la amplificacién positiva de FAM y el valor de ACrestdn por encima del valor de corte.

® Lo amplificacién de FAM es negativa y la amplificacién de HEX (control interno) es

positiva.

No vdlido:

e HEX (control interno) no es vdlido.

® la amplificacién de FAM es negativa y la amplificacién de HEX es negativa.
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Si una muestra es negativa para la amplificacién de HEX en un tubo pero positiva para la
amplificacién de FAM 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.

e Si una muestra es negativa para la amplificacién de HEX y positiva para la
amplificacién de FAM en el mismo tubo, el resultado de mutacién detectada debe

considerarse vdlido.

® Si un tubo no es vdlido para HEX (control interno), el resultado de dicho tubo no debe

utilizarse.

Asignacién del estado de mutacién de la muestra

Tras evaluar todos los tubos de reaccién de mutacién, el estado de mutacién de la muestra

se determina tal y como se indica a continuacién:

® Mutacién detectada: una o més de las 7 reacciones de mutacién son positivas. Si se detectan

varias mutaciones, la mutacién indicada debe ser la que presente el valor de ACt més bajo.
® Mutacién no detectada: las 7 reacciones de mutacién son negativas.

® No vdlido: ninguna reaccién de mutacién es positiva, y una o mds reacciones de

mutacidén son no vdlidas.

Nota: el therascreen KRAS RGQ PCR Kit estd disefiado para detectar mutaciones en el gen
KRAS en una muestra de ADN. Cuando se identifica una muestra como de mutacién de
KRAS detectada, solo debe indicarse una mutacién especifica. Si se detectan varias
mutaciones, la mutacién indicada debe ser la que presente el valor de ACr mds baijo.

Se puede producir reactividad cruzada entre las reacciones de mutacién. Por ejemplo, si se
observa una mutacién de 12ALA de alto nivel, algunas de las reacciones de mutacién
restantes también podrian obtener un resultado positivo. Esto se debe a que los primers
ARMS detectan otras mutaciones de secuencia similar cercanas. Si un segundo ensayo de
mutacién arroja un resultado positivo, es probable que se trate de reactividad cruzada. Si

bien es poco frecuente, se han observado dobles mutantes.
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Si una o mds de las reacciones de mutacién son no vdlidas pero hay una o més positivas,
todavia puede identificarse la muestra como de mutacién de KRAS 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 KRAS detectada.
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Apéndice 2: instalacién del software therascreen
KRAS Assay Package

El therascreen KRAS RGQ PCR Kit se ha disefiado para su uso con el equipo Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM con un 72-Well Rotor. El software therascreen KRAS Assay Package se
encuentra disponible por separado en CD (n.° de referencia 9022641).

El software therascreen KRAS Assay Package se puede descargar en la pégina web de
producto del therascreen KRAS RGQ PCR Kit correspondiente, en www.giagen.com.
Encontrard la informacién de descarga en el apartado “Product Resources” (Recursos de
producto), en la pestafia “Supplementary Protocols” (Protocolos complementarios). Los
paquetes de ensayo también se pueden solicitar en un CD.

El paquete incluye los moldes “therascreen KRAS CE QC Locked Template” y “therascreen
KRAS CE Locked Template”.

Nota: El software therascreen KRAS Assay Package version 3.1.1 (QIAGEN, n.°de
referencia 9023675) solamente funcionard con el software Rotor-Gene Q versién 2.3
correspondiente. Compruebe que se haya instalado la versién correcta del software Rotor-

Gene Q antes de proceder a instalar el software therascreen KRAS Assay Package.

Procedimiento (descarga)
1. Descargue el software therascreen KRAS RGQ Assay Package en la pdgina web de
producto del therascreen KRAS RGQ PCR Kit correspondiente, en www.qiagen.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 ejecutable therascreen_ KRAS_Assay_Package_3.1.1.exe

para iniciar la instalacién.
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Procedimiento (CD)

1.

Solicite a QIAGEN el CD therascreen KRAS RGQ Assay Package CE compatible con el
software Rotor-Gene Q instalado (consulte mas arriba), que se encuentra disponible por

separado.

Versién 3.1.1. N.° de referencia 9023675.

2. Introduzca el CD en la unidad correspondiente del ordenador portétil conectado al
equipo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
3. Haga doble clic en el archivo ejecutable therascreen_KRAS_Assay_Package_3.1.1.exe
o therascreen_KRAS_Assay_Package_1.0.12.exe para iniciar la instalacién.
Se abrird el asistente para la instalacién.
4. Haga clic en Next (Siguiente) para continuar (figura 39).
r —]
JEJ Setup - Fotor-Gene () therascreen KRAS CE Assay Package = Eﬁﬂ
Welcome to the Rotor-Gene ()
therascreen KRAS CE Assay
Package Setup Wizard
This will install Flotor-Gane 0 thesascreen KRAS CE Assay
Pacicage 3.0.3 on your compuier
R is recommended that you cose ol olher spplcations before
cortinuing
Chck Meat to contirue, of Cancel o e Setup
het > Cancal
Figura 39. Cuadro de didlogo “Setup” (Configuracién). 1 = “Next” (Siguiente).
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5. lea el Acuerdo de licencia en el cuadro de didlogo “License Agreement” (Acuerdo de

licencia) y marque la casilla | accept the agreement (Acepto el acuerdo). Haga clic en

Next (Siguiente) para continuar (figura 40).

'ﬂm-hnaﬁmquammce Assay Package

License Agreement
Plaase read the folowing important infomation befiore continung

agreemant bafomn continuing with the installation

Plaase read the folowing Licenss Agreement, You must sccep! the lems of ths

this agresment or have oy questions they should be emaded (o

1. I the following “Ghagen™ refers 1o Ciagen GrbH and s afilaiad companies and
" Software” means the programs and data suppled on this physical medum g, C0-
R or crver the inbemat vwith thess condlions. (§ you am uneures of any aspect of

muppoetiSgiagen com ) The Software and any accompaming documantation have
Iaar developad entrsly ol prvabe spanss They e daiensd and beanssd 55

commerpal computer software
2. Licence T
ID mzcept the agreement } 'I
Tt ot acoept the ageement
[ B |l Mea> |} —2
Figura 40. Cuadro de didlogo “License Agreement” (Acuerdo de licencia). 1 = declaracién “I accept the agreement”

(Acepto el acuerdo), 2 = “Next” (Siguiente).

La configuracién de los moldes se iniciaré automdticamente.
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6.

7.

En la dltima ventana de configuracién, haga clic en Finish (Finalizar) para salir del

asistente de configuracién. (Figura 41).
@Setuy - Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay P. ] 5 ] oS

Completing the Rotor-Gene Q
therascreen KRAS Assay Package
Setup Wizard

Setup has finished installing Rotor-Gene O therascreen KRAS
Assay Package on your computer. The application may be
launched by selecting the installed icons.

Click Finish to exit Setup.

Figura 41. Finalizacién del asistente.

Reinicie el ordenador. El asistente generard automdticamente accesos directos a los
moldes “therascreen KRAS QC Locked Template” (Molde bloqueado de CC para KRAS
de therascreen) y “therascreen KRAS Locked Template” (Molde bloqueado para KRAS

de therascreen) y los colocard en el escritorio.
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Informacién para pedidos

Producto

Contenido

N.° de referencia

therascreen KRAS RGQ PCR
Kit (24)

therascreen KRAS Assay
Package CD (version 3.1.1)

Rotor-Gene Q y accesorios

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM

Para 24 reacciones: 1 ensayo de
control, 7 ensayos de mutacién,
control positivo, agua, Tag ADN
polimerasa

Paquete de software de protocolos
para el therascreen KRAS RGQ
PCR Kit y los equipos

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM de
QIAGEN con un 72-Well Rotor

Termociclador para realtime PCR
y analizador de High Resolution
Melt (disociacién de alta
resolucién, HRM) con 5 canales
(verde, amarillo, naranja, rojo y
carmesi) mds un canal HRM,
ordenador portdtil, software,
accesorios, garantia de 1 afio
para piezas y mano de obra,
instalacién y formacién no
incluidas

874011

9023675

9002032
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Producto

Contenido

N.° de referencia

Rotor-Gene Q MDx

Loading Block 72 x 0.1 ml
Tubes

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (250)

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (2500)

Termociclador para real-time PCR
y analizador de High Resolution
Melt (disociacién de alta
resolucién, HRM) con 5 canales
(verde, amarillo, naranja, rojo y
carmesi) mds un canal HRM,
ordenador portdtil, software,
accesorios, garantia de 1 afio
para piezas y mano de obra,
instalacién y formacién

Bloque de aluminio para
preparacién manual de reacciones
con una pipeta monocanal en

72 tubos de 0,1 ml

250 tiras de 4 tubos y tapones
para 1000 reacciones

10 x 250 tiras de 4 tubos y
tapones para 10 000 reacciones

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

QIAamp DNA FFPE Tissue
Kit (50)

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual 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.giagen.com o pueden solicitarse al servicio técnico de QIAGEN o a su

distribuidor local.

Para 50 preparaciones de ADN:
columnas QlAamp MinElute®,
proteinasa K, tampones y
Collection Tubes (2 ml)

9002033

9018901

981103

981106

56404
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Historial de revisiones del documento

Fecha

Cambios

R4, enero de 2019

R5, noviembre de 2019

Se ha afiadido Representante autorizado (cubierta frontal)
Se ha actualizado el apartado de Simbolos

Se ha actualizado la plantilla

Se ha cambiado el fabricante legal (portada)
Se ha eliminado el simbolo EC + REP de la portada y del apartado de Simbolos

Se ha cambiado el nombre del equipo de Rotor-Gene Q MDx a Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM, para adaptarse al nombre de la etiqueta del equipo

Se ha actualizado el protocolo Deteccién de mutaciones de KRAS para incluir el
paso adicional en la preparacién de mezclas maestras

Se han corregido los valores de las columnas de Frecuencia e Intervalo de
confianza del 95 %, en la tabla 9.

Se ha actualizado el porcentaje de concordancia global de CRC de 96,4 % a
96,82 %

Se han corregido los valores de la columna de Cos de LoD, en la tabla 14
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Esta pdgina se ha dejado intencionadamente en blanco.

116 therascreen KRAS RGQ PCR Kit Manual  11/2019



Esta pdgina se ha dejado intencionadamente en blanco.
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Acuerdo de licencia limitada para el therascreen KRAS RGQ PCR Kit

La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacién de los siguientes términos:

1.

El producto debe utilizarse exclusivamente de acuerdo con los protocolos proporcionados con el producto y este manual de uso, asi como con los componentes
contenidos en el kit. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes suministrados
en este kit con componentes no incluidos en el mismo, excepto segin se describe en los protocolos proporcionados con el producto, este manual y los
protocolos adicionales disponibles en www.giagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales los han prop do usuarios de QIAGEN para usuarios de
QIAGEN. QIAGEN no ha probado ni optimizado estos protocolos en profundidad. Por ello, QIAGEN no los garantiza ni asegura que no infrinjan los derechos
de terceros.

Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este kit y su uso 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 otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

El comprador y el usuario del kit aceptan no llevar a cabo ni permitir que ofros lleven a cabo medidas que puedan conducir a acciones prohibidas en las
especificaciones anteriores o que puedan 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 recuperard todos los gastos derivados de la investigacién y de los
costes judiciales, incluidas las costas procesales, en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier otro
derecho de propiedad intelectual en relacién con este kit o con sus componentes.

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

Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (Grupo QIAGEN); ARMS® (AstraZeneca Ltd.);
FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Debe

considerarse que los nombres registrados, marcas comerciales, etc. que se utilizan en este documento, aunque no aparezcan marcados como fales, estan

protegidos por la ley.

No debe ufilizarse con muestras de heces.

No debe utilizarse con muestras de orina.

No debe utilizarse con dcido nucleico extracelular de muestras de sangre.

No debe utilizarse con muestras de médula ésea acelular.

No debe utilizarse con muestras de saliva.

LA COMPRA DE ESTE PRODUCTO OTORGA AL COMPRADOR DERECHOS DE DETERMINADAS PATENTES DE ROCHE PARA USO EXCLUSIVO DE SERVICIOS DE
DIAGNOSTICO IN VITRO PARA PERSONAS. POR LA PRESENTE NO SE OTORGA NINGUNA PATENTE GENERAL NI OTRA LICENCIA DE NINGUN TIPO,
DISTINTA DE ESTE DERECHO ESPECIFICO DE USO DERIVADO DE LA COMPRA.

1119793 HB-1861-005 112019 © 2019 QIAGEN. Todos los derechos reservados.
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