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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
Las Malvinas son argentinas

Disposicion
NUmero: DI-2022-4835-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 9 de Junio de 2022

Referencia: EX-2021-65694230-APN-DGA#ANMAT

VISTO e N° EX-2021-65694230-APN-DGA#ANMAT del Registro de la Administracién Nacional de
Medicamentos Alimentosy TecnologiaMédicay,

CONSIDERANDCO:

Que por los presentes actuados la firma Tecnolab S.A. solicita autorizacion para la venta del Producto
médi copara diagnostico in vitro denominado: AmoyDx NRAS Mutation Detection Kit.

Que se hadado cumplimiento alos términos que establecen laLey N° 16.463, Resolucion Ministerial N° 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99.

Que en e expediente de referencia consta el informe técnico que establece que el producto retine las condiciones
de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que € Ingtituto Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencion de su competencia y corresponde
autorizar lainscripcion en el RPPTM del producto médico para diagndstico in vitro objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de | as facultades conferidas por el Decreto N° 1490/92 y sus modificatorios.

Por ello;
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOSY TECNOLOGIA MEDICA

DISPONE:



ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica (RPPTM) de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
del producto médico para diagnostico in vitro: AmoyDx NRAS Mutation Detection Kit de acuerdo con lo
solicitado por Tecnolab S.A., con los Datos Caracteristicos que figuran a pie de la presente.

ARTICULO 2°.- Autorizase los textos de los proyectos de rétulos y de instrucciones de uso que obran en
documento N° 1F-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT.

ARTICULO 3°- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados deberé figurar |la leyenda “ Autorizado por la
ANMAT PM 1252-211", con exclusion de toda otra leyenda no autorizada y/o contemplada en la normativa
vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase e Certificado de Autorizacién e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°.- Registrese. Inscribase en € Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica a nuevo producto / a los nuevos productos. Por €l Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al
interesado, haciéndole entrega de la presente Disposicion, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso
autorizado y € Certificado mencionado en e articulo 4°. Girese a la Direccién de Gestion de Informacion
Técnicaalos fines de confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS
NOMBRE COMERCIAL: AmoyDx NRAS Mutation Detection Kit.

INDICACION DE USO: Ensayo de PCR en tiempo real para la deteccion cualitativa de 16 mutaciones
somaticas en los codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146 del gen NRAS en ADN gendmico humano extraido de tejido
tumoral fijado en formalinay embebido en parafina (FFPE). El kit esta disefiado para ser utilizado para evaluar e
estado de la mutacién de NRAS en pacientes con cancer colorrectal .

FORMA DE PRESENTACION: El kit estd compuesto por 8 mezclas de reaccion (Mezcla de Reaccion NRAS
1 ala7y Mezclade Reaccién del Control Externo NRAS), Mezcla de Enzimay Control Positivo.

Contenido del kit codigo N° 8.01.25001X024H .1) NRAS Reaction Mix 1: 1 x 1100 pL. 2) NRAS Reaction Mix
2: 1 x 1100 pL. 3) NRAS Reaction Mix 3: 1 x 1100 pL. 4) NRAS Reaction Mix 4: 1 x 1100 pyL. 5) NRAS
Reaction Mix 5: 1 x 1100 uL. 6) NRAS Reaction Mix 6: 1 x 1100 pL. 7) NRAS Reaction Mix 7: 1 x 1100 uL. 8)
NRAS External Control Reaction Mix: 1 x 1100 pL. NRAS Enzyme Mix: 1 x 85 L. NRAS Positive Control: 1 x

500 uL. Contenido del kit cddigo N° 8.01.25001W008A/B/D.NRAS Reaction Mix: 12 tiras de 8 pocillos cada
una. Cada tira es para analizar una muestra o un control. Cada pocillo contiene lo siguiente:1. NRAS Reaction

Mix 1: 35 L. 2. NRAS Reaction Mix 2: 35 pL. 3. NRAS Reaction Mix 3: 35 pL. 4. NRAS Reaction Mix 4: 35
L. 5. NRAS Reaction Mix 5: 35 yL. 6. NRAS Reaction Mix 6: 35 yL.7. NRAS Reaction Mix 7: 35 pL. 8. NRAS



External Control Reaction Mix: 35 pyL. NRAS Enzyme Mix: 1 x 45 yL. NRAS Positive Control: 1 x 250 pL.
Descripcion de los componentes del kit: NRAS Reaction Mix: la Mezcla de Reaccion NRAS 1 ~ 7 incluye
sistemas de deteccion de mutacion y control interno. El sistema de deteccion de mutaciones incluye cebadores'y
sondas especificas marcadas con FAM para mutaciones NRAS designadas, que se utilizan para detectar € estado
de la mutacion NRAS. El sistema de control interno contiene cebadores y una sonda marcada con HEX para una
region de ADN gendmico adyacente al gen NRAS, que se utiliza para detectar la presencia de inhibidores y
confirmar la validez de cada corrida. NRAS External Control Reaction Mix: la Mezcla de Reaccién del Control
Externo NRAS contiene cebadores y una sonda marcada con FAM para una region de ADN gendmico adyacente
al gen NRAS, guese utiliza para evaluar la calidad del ADN. NRAS Positive Control (PC): el Control Positivo
NRAS contiene un gen recombinante con mutaciones NRAS. NRAS Enzyme Mix: la Mezcla de Enzimas NRAS
contiene ADN Taq polimerasa para la amplificacion por PCR y uracil-N-glicosilasa que funciona a temperatura
ambiente para prevenir la contaminacién por arrastre de amplicon de PCR.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 1) Condiciones de conservacion:
conservar a unatemperaturaentre - 15°Cy -25°C. Vida Util: 12 meses.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: Amoy Diagnostics Co., Ltd. 39 Dingshan Road, Haicang
District, Xiamen 361027, China

CONDICION DE USO/CATEGORIA: USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

N° EX-2021-65694230-APN-DGA#ANMAT

AM
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Subadministradora Nacional

Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
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PROYECTO DE ROTULOS - AmoyDx® NRAS Mutations Detection Kit - PM: 1252-211
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PROYECTO DE ROTULOS EXTERNOS - AmoyDx® NRAS Mutations Detection Kit

Codigo: 8.01.25001X024H (24 pruebas).

Para utilizar con instrumentos: Stratagene Mx3000P™, ABI7500, LightCycler480, Bio-Rad CFX96, Rotor-
Gene Q/6000 y SLAN-96S

Amony®NRAS Mutation Detection Kit
Real-time PCR

8.01.25001X024H ADx-ARMS®
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2440 Geel, Belgium
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Amoy Diagnostics Co., Ltd.
39 Dingshan Road, Haicang District,
Xiamen 361027, P. R. China

Tel: (86)592-6806835
Fax: (86)592-6806839
Web: www.amoydx.com
Email:info@amoydx.com

[IMPORTADOR: TECNOLAB S.A. Estomba N2 964 - c1427cco. C.A.B.A. Argentina.\
DIRECTOR TECNICO: Biog. Marisol Masino.

ORIGEN DE ELABORACION: Amoy Diagnostics Co., LTD (China).

USO PROFESIONAL EXCLUSIVO- VENTA A LABORATORIOS DE ANALISIS CLINICOS
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PROYECTO DE ROTULOS - AmoyDx® NRAS Mutations Detection Kit - PM: 1252-211
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Codigo: 8.01.25001WO008A (8 pruebas).

Para utilizar con instrumentos: Stratagene Mx3000P™, ABI7500.

ADx-ARMS

AmoyDx"~ NRAS Mutation Detection Kit

Real-time PCR W EE]
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Amoy Diagnostics Co., Ltd.
39 Dingshan Road, Haicang District,
Xiamen 361027, P. R. China

Tel: (86)592-6806835
Fax: (86)592-6806839
Web: www.amoydx.com
Email:info@amoydx.com

KIMPORTADOR: TECNOLAB S.A. Estomba N2 964 - c1427cco. C.A.B.A. Argentina.\
DIRECTOR TECNICO: Biog. Marisol Masino.

ORIGEN DE ELABORACION: Amoy Diagnostics Co., LTD (China).

USO PROFESIONAL EXCLUSIVO- VENTA A LABORATORIOS DE ANALISIS CLINICOS
APROBADO POR A.N.M.A.T. CON PM-1252-211
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PROYECTO DE ROTULOS - AmoyDx® NRAS Mutations Detection Kit - PM: 1252-211
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Codigo: 8.01.25001W008B (8 pruebas).

Para utilizar con instrumentos: LightCycler480, Bio-Rad CFX96.

AmoyDx NRAS Mutation Detection Kit ADXARMS

Real-time PCR W [:E]
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Amoy Diagnostics Co., Ltd.
39 Dingshan Road, Haicang District,
Xiamen 361027, P. R. China

Tel: (86)592-6806835
Fax: (86)592-6806839
Web: www.amoydx.com
Email:info@amoydx.com

KIMPORTADOR: TECNOLAB S.A. Estomba N2 964 - c1427cco. C.A.B.A. Argentina.\
DIRECTOR TECNICO: Biog. Marisol Masino.

ORIGEN DE ELABORACION: Amoy Diagnostics Co., LTD (China).

USO PROFESIONAL EXCLUSIVO- VENTA A LABORATORIOS DE ANALISIS CLINICOS
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PROYECTO DE ROTULOS - AmoyDx® NRAS Mutations Detection Kit - PM: 1252-211
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Codigo: 8.01.25001W008D (8 pruebas).

Para utilizar con instrumentos: SLAN-96S.

ADx-ARMS"

AmoyDx~ NRAS Mutation Detection Kit

Real-time PCR N/ [:E]
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Amoy Diagnostics Co., Ltd.
39 Dingshan Road, Haicang District,
Xiamen 361027, P. R. China

Tel: (86)592-6806835
Fax: (86)592-6806839
Web: www.amoydx.com
Email:info@amoydx.com

KIMPORTADOR: TECNOLAB S.A. Estomba N2 964 - c1427cco. C.A.B.A. Argentina.\
DIRECTOR TECNICO: Biog. Marisol Masino.

ORIGEN DE ELABORACION: Amoy Diagnostics Co., LTD (China).

USO PROFESIONAL EXCLUSIVO- VENTA A LABORATORIOS DE ANALISIS CLINICOS

APROBADO POR A.N.M.A.T. CON PM-1252-211
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PROYECTO DE ROTULOS - AmoyDx® NRAS Mutations Detection Kit - PM: 1252-211

PROYECTO DE ROTULOS INTERNOS

Cadigo: 8.01.25001X024H (24 pruebas).
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PROYECTO DE ROTULOS - AmoyDx® NRAS Mutations Detection Kit - PM: 1252-211
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Codigos: 8.01.25001W008A/B/D (8 pruebas).
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AmoyDx® VRAS Mutation Detection Kit
Deteccion de 16 mutaciones en los codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146 de NRAS

Instrucciones de Uso

Para Stratagene Mx3000P™, ABI7500, LightCycler 480,
8.01.25001X024H  24tests  Bjo-Rad CEX96, Rotor-Gene Q/6000 (72 pocillos), SLAN-96S

Amoy Diagnostics Co., Ltd.
39 Dingshan Road, Haicang District,
Xiamen 361027, P. R. China

Tel: +86 592 6806835

Fax: +86 592 6806839

E-mail: sales@amoydx.com
Website: http://www.amoydx.com

Qarad EC-REP BV
Pas 257
2440 Geel, Belgium

EC | REP

Version: B2.5
Noviembre 2020
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Antecedentes

Los protooncogenes RAS (HRAS, KRAS y NRAS) codifican una familia de interruptores
regulados por el GDP/GTP que transmiten sefales extracelulares para regular las
propiedades de crecimiento y supervivencia de las células. El RAS unido a GTP transmite su
sefial a través de vias de sefializacion EGFR descendentes, por ejemplo, las cascadas RAF -
MEK - ERK 'y PI3K - AKT. Los miembros de la familia RAS se encuentran frecuentemente
en sus formas oncogénicas mutadas en tumores humanos. En total, las mutaciones
activadas en los genes NRAS ocurren en 13 ~ 25% de los melanomas cutdneos, 1 ~ 6% de
cancer colorrectal y 1% de cancer de pulmdn, principalmente en los exones 2, 3 o 4. El
estado de mutacion del gen NRAS es relevante a la resistencia a fadrmacos de los canceres
colorrectales tratados con anticuerpos monoclonales anti-EGFR. Como resultado, la
deteccion de mutaciones NRAS proporciona evidencia para el tratamiento clinico dirigido
de pacientes con tumores, disminuye el costo y el tiempo del tratamiento.

Uso Previsto

El AmoyDx® NRAS Mutation Detection Kit es un ensayo de PCR en tiempo real para la
deteccidn cualitativa de 16 mutaciones somaticas en los codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146
del gen NRAS en ADN gendmico humano extraido de tejido tumoral fijado en formalina y
embebido en parafina (FFPE). El kit esta disefiado para ser utilizado para evaluar el estado
de la mutacion de NRAS en pacientes con cancer colorrectal.

El kit es para uso diagndstico in vitro y estd destinado a ser utilizado por profesionales
capacitados en un entorno de laboratorio.

Principios del Procedimiento

El kit adopta la tecnologia del sistema de mutacién refractaria de amplificacion (ARMS) que
comprende imprimadores especificos y sondas fluorescentes para detectar mutaciones
genéticas en un ensayo de PCR en tiempo real. Durante la amplificacién del acido nucleico,
el ADN mutante objetivo se empareja con las bases en el extremo 3 'del imprimador, se
amplifica de forma selectiva y eficiente, luego el amplicén mutante se detecta mediante
sondas fluorescentes marcadas con FAM. Mientras el ADN de tipo silvestre no puede
combinarse con los imprimadores especificos, no se produce la amplificacion.

El kit estd compuesto por 8 mezclas de reaccién (Mezcla de Reaccién NRAS 1~7 y Mezcla de
Reaccidn del Control Externo NRAS), suficiente Mezcla de Enzima y Control Positivo.

IF-2022-41508180-APN-INPMZANMAT
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La Mezcla de Reaccion NRAS 1 ~ 7 incluye sistemas de deteccidn de mutacion y control
interno. El sistema de deteccién de mutaciones incluye imprimadores y sondas especificas
marcadas con FAM para mutaciones NRAS designadas, que se utilizan para detectar el
estado de la mutaciéon NRAS. El sistema de control interno contiene imprimadores y una
sonda marcada con HEX para una region de ADN gendmico adyacente al gen NRAS, que se
utiliza para detectar la presencia de inhibidores y confirmar la validez de cada experimento.
La Mezcla de Reaccion del Control Externo NRAS contiene imprimadores y una sonda
marcada con FAM para una region de ADN gendmico adyacente al gen NRAS, que se utiliza
para evaluar la calidad del ADN.

El Control Positivo NRAS contiene un gen recombinante con mutaciones NRAS.

La Mezcla de Enzimas NRAS contiene ADN Taq polimerasa para la amplificacion por PCR y
uracil-N-glicosilasa que funciona a temperatura ambiente para prevenir la contaminacién
por arrastre de amplicon de PCR.

Contenido del Kit
Este kit contiene los siguientes materiales:

Tabla 1 Contenido del Kit

Tube No. Content Main Ingredients Quantity Fluorescent Signal
NRAS Reaction Mix 1 Primers. Probes, Mg, dNTPs 1100 ul/tube =1 FAM. HEX/VIC
NRAS Reaction Mix 2 Primers. Probes, Mg, dNTPs 1100 ul/tube =1 FAM. HEX/VIC
NRAS Reaction Mix 3 Primers. Probes, Mg®™. dNTPs 1100 pL/tube =1 FAM. HEX/VIC
NRAS Reaction Mix 4 Primers. Probes, Mg, dNTPs 1100 plL/tube =1 FAM. HEX/VIC
NRAS Reaction Mix 5 Primers. Probes, Mg, dNTPs 1100 pl/tube =1 FAM. HEX/VIC
NRAS Reaction Mix 6 Primers. Probes, Mg®™. dNTPs 1100 pl/tube =1 FAM. HEX/VIC
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() NRAS Reaction Mix 7 Primers. Probes. Mg®", dNTPs 1100 pL/tube =1 FAM., HEX/VIC
= NRAS External Control - 2+ .
a) g ) ~ /
8) Reaction Mix Primers, Probes, Mg, dNTPs 1100 pL/tube =1 FAM
; , ) . Tagq DNA Polymerase, ;
NRAS Enzyme Mix Uracil-N-Glycosylase 85 plL/wube x1
NRAS Paositive Control Plasnud DNA 500 pL/tbe =1
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Almacenamiento y Estabilidad

El kit requiere envio en paquetes de hielo congelado. Todo el contenido del kit debe
almacenarse inmediatamente después de su recepcién a-20 =5 °Cy ser protegido de la luz.
La vida util del kit es de doce meses. Se recomienda que el ciclo maximo de congelacién y
descongelacién sea de cinco ciclos.

Reactivos y Equipos Adicionales Requeridos, pero No Suministrados

1) Instrumentos de PCR compatibles:
Stratagene Mx3000P™, ABI7500, LightCycler480, Bio-Rad CFX96, Rotor-Gene Q/6000 (72
pocillos), o SLAN-96S.

2) Kit de extraccién de ADN. Recomendamos el uso del kit de extraccién de ADN (AmoyDx®

FFPE DNA Kit n.2 de cat.: 8.02.23501X036G).

3) Espectrofotdmetro para medir la concentracién de ADN.

4) Mini centrifuga con rotor para tubos de centrifuga.

5) Mini centrifuga con rotor para tubos de PCR.

6) Tubos de centrifuga libres de nucleasas.

7) Tubos y tapas de PCR libres de nucleasas.

8) Pipetas ajustables y puntas de pipeta con filtros para el manejo de ADN.

9) Gradillas para tubos.

10) Guantes desechables libres de polvo.

11) Agua estéril, libre de nucleasas.

12) 1 X TE buffer (pH 8,0).

Precauciones y Requisitos de Manejo
Para uso diagndstico in vitro.
Precauciones
e Leer atentamente las instrucciones y familiaricese con todos los componentes del
kit antes de su uso, y seguir estrictamente las instrucciones durante la operacion.
e Verificar que los instrumentos de PCR en tiempo real sean compatibles antes de
usarlos.
e NO utilizar el kit ni ningin componente del kit después de su fecha de caducidad.
e NO utilizar ningun otro reactivo de diferentes lotes en las pruebas.
e NO utilizar ningun otro reactivo en los otros kits de prueba.

IF-2022-41508180-APN-INPMZANMAT
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Informacion de Seguridad
e Manipular todos los especimenes y componentes del kit como material
potencialmente infeccioso utilizando procedimientos de laboratorio seguros.
e Solo los profesionales entrenados pueden usar este kit. Usar una bata de laboratorio
adecuada y guantes desechables mientras manipula los reactivos.
e Evitar el contacto de la piel, los ojos y las membranas de las mucosas con los
productos quimicos. En caso de contacto, enjuagar con agua inmediatamente.

e NO pipetear con la boca.

Descontaminacion y Eliminacion

e El kit contiene el control positivo; distinguir estrictamente el control positivo de
otros reactivos para evitar la contaminacion que puede causar falsos positivos.

e La amplificacion por PCR es extremadamente sensible a la contaminacidon cruzada.
El flujo de tubos, estantes, pipetas y otros materiales utilizados debe ser desde la
pre-amplificacion hasta la post-amplificacién, y nunca hacia atras.

e Los guantes deben usarse y cambiarse con frecuencia cuando se manipulan
muestras y reactivos para evitar la contaminacion.

e Usar pipetas separadas y exclusivas y puntas de pipeta con filtro al manipular
muestras y reactivos para evitar la contaminacion exégena del ADN de los reactivos.

e Empacar los tubos de post-amplificacién con dos guantes desechables y deséchelos

adecuadamente. NO abrir los tubos de PCR de post-amplificacion.

IF-2022-41508180-APN-INPMZANMAT
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e Todos los materiales desechables son para un solo uso. NO reutilizar.
e Los reactivos no utilizados, el kit usado y los desechos deben eliminarse de manera
adecuada.

Limpieza
e Después del experimento, limpiar el drea de trabajo, rociar las pipetas y el equipo
con un 75% de etanol o un 10% de solucion de acido hipocloroso.

Configuracidn del Instrumento

e Configurar el volumen de reaccién a 40 pL.

e Para el Stratagene Mx3000P™, si hay una sefial de fluorescencia neta baja (dR) pero
una sefal de fondo alta (R), reducir el ajuste de ganancia de sefial del instrumento
correctamente.

e Para el instrumento ABI, configurar de la siguiente manera: Reporter Dye: FAM, VIC;
Quencher: TAMRA; Passive Reference: NONE.

e Para el instrumento LightCycler480 |, es necesario realizar una calibracién de
fluorescencia antes de su uso. Si hay un cruce de fluorescencia en el instrumento
LightCycler480 1, también se requiere una calibracion de fluorescencia. Para
ejecutar los ensayos en una maquina LightCycler, utilizar el adaptador Roche 480,
disponible en BlOplastics, No. Cat. B79480.

e Para SLAN-96S, configurar de la siguiente manera: Modo de sonda: FAM, VIC.
Durante el andlisis de resultados, abrir la ventana “Preferencias” / “Preference”, en
la seccion “Opciones de Grafico” / “Chart Options”; seleccionar “Pozos
Seleccionados” / “Selected Wells” para el “Ajuste Automatico del Escalado en el Eje
Y” / “Y-Axis Scaling Auto-adjust By” y la “Normalizacion del Valor de Fluorescencia
Absoluta” / “Absolute Fluorescence Value Normalization” para la “Curva de
Amplificacion” / “Amplification Curve”.

e Consultar el manual del operador del instrumento de PCR en tiempo real para
obtener instrucciones detalladas.

e Recomendamos que todos los instrumentos de PCR en uso realicen la calibracion de
fluorescencia una vez al afio.

Procedimiento del Ensayo

1. Extraccion de ADN
El material del espécimen debe ser ADN gendmico humano extraido de tejido tumoral FFPE.
Los reactivos de extraccién de ADN no estan incluidos en el kit. Antes de la extraccion de
ADN, es esencial utilizar una metodologia de patologia estandar para garantizar la calidad

dela
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muestra del tumor. Llevar a cabo la extraccién de ADN de acuerdo con las instrucciones del
kit de extraccién de ADN.

Las muestras de tumores no son homogéneas, también pueden contener tejido no tumoral.
Los datos de diferentes secciones del tejido del mismo tumor pueden ser inconsistentes. El
ADN del tejido no tumoral no se detectaria con las mutaciones de NRAS. Es mejor usar
muestras de tejido tumoral con mas del 30% de células tumorales.

El valor OD2s0/OD2s0 del ADN extraido debe estar entre 1.8 ~ 2.0 (medido con el
espectrofotdmetro, se recomienda el espectrofotometro NanoDrop 1000/2000).

La cantidad de ADN extraido del tejido FFPE utilizado para la amplificacién por PCR difiere
segln los diferentes tiempos de almacenamiento (véase la Tabla 2).

Tabla 2 Concentracion de ADN recomendada

Tejido Tiempo de almacenamiento | Concentracion de ADN | Cantidad de ADN por reaccion
< 3 meses 1.5 ng/pL 7.05 ng
Tejido FFPE
>3 meses & <1 afio 2 ng/uL 9.4 ng
> 1 afio & <3 afios 2.5~3 ng/uL 11.75~14.1 ng
Nota:

e [El tejido FFPE debe manipularse y almacenarse adecuadamente, y el tiempo de
almacenamiento debe ser preferiblemente inferior a 3 afios.

e £/ ADN extraido debe usarse inmediatamente, si no, debe almacenarse a -20 * 5°C durante
no mds de 3 meses.

e Antes de la deteccion, diluir el ADN del tejido extraido con 1 X TE buffer (pH 8.0) a la
concentracion designada. Recomendamos utilizar al menos 5 ulL de ADN para una dilucion
10 veces mayor, para asegurar la validez de la concentracion final.

2. Deteccion de Mutaciones

1) Sacar la Mezcla de Reaccion NRAS 1~7, la Mezcla de Reaccion del Control Externo NRAS,
y el Control Positivo NRAS a temperatura ambiente. Cuando los reactivos se hayan
descongelado completamente, invertir el tubo 10 veces y centrifugue brevemente para
recoger todo el liquido en la parte inferior del tubo.

2) Centrifugar brevemente la Mezcla de Enzima NRAS antes de usar.

3) Preparar suficiente Mezcla Master NRAS 1~8 que contenga Mezcla de Enzima NRAS y
cada Mezcla de Reaccion NRAS (Mezcla de Reaccion NRAS 1~7 o Mezcla de Reaccién del

Control
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Externo NRAS, respectivamente) en un tubo de centrifuga estéril separado segun la relacién
de la Tabla 3. Mezclar bien cada Mezcla Master NRAS pipeteando suavemente hacia arriba
y hacia abajo mas de 10 veces, y centrifugar brevemente.

Tabla 3 Mezcla Master NRAS

Contenido Volumen por prueba
Mezcla de Reaccidn 35 uL
Mezcla de Enzima EGFR 0.3 uL
Volumen total 35.3 uL
Nota:
e Cada ejecucion de PCR debe contener un PC (Control positivo) y un NTC (Control sin plantilla

(negativo)).

e No mezclar la mezcla de enzimas en vortex o cualquier mezcla con la mezcla de enzimas.

e Las mezclas preparadas deben usarse inmediatamente, evitar el almacenamiento
prolongado.

e Debido a la viscosidad de la mezcla de enzimas, pipetee lentamente para asegurarse de que
toda la mezcla se dispense completamente desde la punta.

e Pipetear la mezcla de enzimas colocando la punta de la pipeta justo debajo de la superficie
del liquido para evitar que la punta se cubra con el exceso de enzima.

4) Sacar la muestra de ADN (véase la Tabla 2 para la concentracién de ADN) y el agua libre
de nucleasas para el NTC.

5) Preparar 8 tubos de PCR para el NTC: Dispensar 35.3 L de la Mezcla Master NRAS 1~8 a
cada tubo de PCR respectivamente. Luego agregar 4.7 L de agua libre de nucleasas a cada
tubo de PCR, y tapar los tubos de PCR.

6) Preparar 8 tubos de PCR para cada muestra: Dispensar 35.3 uL de la Mezcla Master NRAS
1~8 a cada tubo de PCR respectivamente. Luego agregar 4.7 pL de cada muestra de ADN a
cada tubo de PCR y tapar los tubos de PCR.

7) Preparar 8 tubos de PCR para el PC: Dispensar 35.3 uL de la Mezcla Master NRAS 1~8 a
cada tubo de PCR respectivamente. Luego agregar 4.7 uL de Control Positivo NRAS a cada
tubo de PCy tapar los tubos de PCR.

IF-2022-41508180-APN-INPMZANMAT
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8) Centrifugar brevemente los tubos de PCR para recoger todo el liquido en la parte inferior
de cada tubo de PCR.

9) Colocar los tubos de PCR en el instrumento de PCR en tiempo real. En la Tabla 4 se
muestra un disefio de la placa recomendada.

Tabla 4 Disefio de la placa de PCR

Tube 1 2 3 e 5 9 10 11 12
@ Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample?d Sample10 PC NTC
@ Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample9 Sample10 PC NTC
@ Samplel Sample? Sample3 . Sample8 Sample?d Sample10 PC NTC
@ Samplel Sample?2 Sample3 e Sample8 Sample? Sample10 PC NTC
6] Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample9 Sample10 PC NTC
® Samplel Sample? Sample3 Sample8 Sample?d Sample10 PC NTC
@ Samplel Sample? Sample3 Sample8 Sample? Sample10 PC NTC
® Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample9 Sample10 PC NTC

10) Configurar el protocolo de PCR utilizando los parametros de ciclos en la Tabla 5.

Tabla 5 Parametros de ciclos

Stage Cycles Temperature Time Data collection
1 1 95T Smin
95T 255
2 15 64C 20s
72°C 20s
93T 25s
3 31 60°C 35s FAM and HEX/VIC
72°C 20s

11) Comenzar la ejecucion de la PCR inmediatamente.

12) Cuando finalice la ejecucion de la PCR, analizar los datos de acuerdo con los
procedimientos de "Interpretacion de Resultados".
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3. Interpretacion de Resultados
Antes del andlisis de los datos de la mutacidn, se deben verificar los siguientes elementos:

1) Para el NTC: Los valores Ct de FAM de los Tubos @ ~ (@ deben ser > 31. Si no, los datos
son NO VALIDOS. La muestra debe volver a analizarse.

2) Para el Control Positivo: los valores Ct de FAM de los Tubos @ ~® y los valores Ct de HEX
/ VIC de los Tubos @ ~ (@ deben ser < 20. Si no, los datos son NO VALIDOS. La muestra debe
volver a analizarse.

3) Para el ensayo de control interno en los Tubos @ ~ () para cada muestra: Los valores Ct
de HEX / VIC de los Tubos @ ~ @ deben ser < 31. Si no, verifique las sefiales FAM mutantes
en los Tubos @~ ®:

a) Siel valor Ct de FAM mutante es < 31, continle con el analisis.

b) Siel valor Ct de FAM mutante es > 31, los datos son NO VALIDOS. La muestra debe
volver a analizarse.

4) Para el ensayo de control externo en el Tubo ® para cada muestra:
a) Elvalor Ct de FAM debe estar entre 15 ~ 21.

b) Siel valor Ct de FAM es < 15, esto indica que el ADN estd sobrecargado. La cantidad
de ADN debe reducirse y volver a analizarse. Pero si los valores Ct de FAM de los Tubos O~
estan en el rango de Ct Negativo (véase la Tabla 6), la muestra se determina como negativa.

c) Siel valor Ct de FAM es > 21, esto indica la degradacion del ADN o la presencia de
inhibidores de la PCR, o cualquier error en la operacién experimental. La muestra debe
volver a analizarse con una mayor cantidad de ADN o extraida nuevamente. Pero si
cualquier valor Ct de FAM de los tubos M~@ es < 26, la muestra se determina como positiva.

Analizar el ensayo de las mutaciones para cada muestra:
5) Registrar los valores Ct de FAM en Tubos @ ~(?) para cada muestra.

6) Verificar los valores Ct de FAM mutantes en los Tubos @ ~ @ de acuerdo con la Tabla 6:
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Tabla 6 Determinacion de los resultados

Tube No. @ @ ® @ ® ® @ Results
timal ..
gf range Ct=26 Ct <26 Ct<26 Ct<26 Ct<26 Ct<26 Ct <26 Positive.
Accig:;'lbele Ct 26=Ct =28 26=Ct <20 26=Ct=29 | 26=Ct=20 | 26=Ct=28 | 26=Ct =20 | 26=Ct<20 | Interpret the results

C'ut—g(;ﬂf according to the ACt
ACt value 9 10 10 11 9 11 9 value.
Negative - - S - n - - Negative or under the
Ct range Ci=28 Ct =20 Ct=29 Ct =20 Ct=28 Ct =20 Ct=20 LOD®.

*LOD: limite de deteccidn

a) Sicualquier valor Ct de FAM del Tubo @~ @ es < 26, la muestra se determina como
positiva (Mutacién NRAS detectada).
b) Si cualquier valor Ct de FAM de los Tubos @ ~ (@ estd en el rango de Ct Aceptable,
calcule el valor de ACt para cada mutacidon que muestre una amplificacién positiva.
i. Valor de ACt = Valor Ct de FAM Mutante — Valor Ct de FAM Control externo.
ii. Si el valor de ACt es < al valor de ACt de Corte, la muestra se determina como positiva
(Mutacion detectada).
iii. Si el valor de ACt es > al valor de ACt de Corte, la muestra se determina como
negativa (Mutacion no detectada) o debajo del LOD del kit.
c) Sitodos los valores Ct de FAM de los Tubos @ ~ (@ estan en el rango de Ct Negativo o
si no hay amplificacion, la muestra se determina como negativa (Mutacidn no detectada) o
debajo del LOD del kit.

Caracteristicas de Rendimiento
Las caracteristicas de rendimiento de este kit se validaron en Stratagene Mx3000P™,
ABI7500, LightCycler480, Bio-Rad CFX96, Rotor-Gene Q/6000 y SLAN-96S.

1) Limite de Deteccion:
e El limite de deteccidn se establecié al analizar plasmidos con 16 mutaciones NRAS.

El kit permite la deteccién de ADN mutante al 1% en un fondo de un 99% de ADN
normal a una cantidad de 10 ng de muestra de ADN. Excepto: la sensibilidad de la
mutacién NRAS-M1 en Rotor-Gene Q / 6000 (72 pocillos) es del 2% a 10 ng de
muestra de ADN. La sensibilidad de NRAS-M1, NRAS-M2 y NRAS-M12 en
LightCycler480 y Bio-Rad CFX96 es del 2% a 10 ng de muestra de ADN.

2) Factor de interferencia:

IF-2022-41508180-APN-INPMZANMAT

Pagina 17 de 34



Q-ﬂli_’i_'_#@_gjg’_c:______________________________________________________________.a_D_x-_.\B_m_.
En este estudio se evaluaron 4 sustancias de interferencia comunes: hemoglobina,
triglicéridos, mycobacterium tuberculosis y estreptococcus pneumonia que estan facilmente
presentes en muestras FFPE. Se confirma que las potenciales concentraciones maximas: 2
mg/mL de hemoglobina, 37 mmol/L de triglicéridos, 10® CFU/mL de mycobacterium
tuberculosis y 10% CFU/mL de streptococcus pneumonia no interferirdn con el resultado de
la prueba.

3) Precision:

Se utilizaron 3 controles en la validacion: control negativo, control positivo débil (el
contenido del mutante es del 5%) y control positivo fuerte (el contenido del mutante es del
50%). 3 lotes de los kits fueron analizados con los controles de precisidon por 2 operadores
dos veces al dia durante 20 dias en diferentes instrumentos de PCR. Los valores Ct se
calcularon, los valores CV estaban todos dentro del 10 %.

Limitaciones
1) El kit debe ser utilizado Unicamente por personal especialmente capacitado con técnicas
de PCR.

2) Los resultados se pueden usar para ayudar al diagndstico clinico, combinandolos con
otros hallazgos clinicos y de laboratorio.

3) El kit ha sido validado para su uso con ADN de tejido tumoral FFPE.
4) El kit solo puede detectar las 16 mutaciones NRAS enumeradas en el apéndice.

5) Los resultados confiables dependen del procesamiento, transporte y almacenamiento
apropiados de la muestra.

6) La muestra que contiene ADN degradado puede afectar la capacidad de la prueba para
detectar la mutacién de NRAS.

7) Las muestras con resultado negativo (Mutacién no detectada) pueden albergar
mutaciones NRAS no detectadas por este ensayo.
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Simbolos

E Representante autorizado en la Comunidad Europea Dispositivo Médico de Diagndstico in Vitro

m
H

d Fabricante Numero de Catalogo

Cddigo de Lote g Fecha de Caducidad

v Contiene Suficiente para <n> Pruebas /l/ Limite de Temperatura

Dﬂ Consulte las Instrucciones de Uso ? Mantener Seco

ﬁ Este lado hacia arriba ! Fragil, manipular con cuidado
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Apéndice
Mutaciones NRAS Detectadas por el Kit
Tube No. Reagent Supplied Exon Mutation Base Change Cosmic ID Name
G12D 35G=A 564 NRAS-M3
(6] NRAS Reaction Mix 1 2
G128 34G-A 563 NRAS-M10
@ NEAS Reaction Mix 2 2 G13D 38G=A 573 NRAS-M4
GIl3R 3I7G=C 569 NRAS-M6
Gl12C 34G=T 562 NRAS-M7
@ NEAS Reaction Mix 3 2 Gl12v I5G=T 566 NRAS-M9
GI12A 35G=C 5635 NRAS-MI11
G13V 38G=T 574 NRAS-M14
@ NEAS Reaction Mix 4 3 A50D 176C=A 253327 NRAS-M15
Q61R 182A-G 584 NRAS-M1
Q61K 181C=A 580 NRAS-M2
B NRAS Reaction Mix 5 3
Q61L 182A-T 583 NRAS-M5
Q61H 183A=C 586 NRAS-MS
KI1TN 351G=C NRAS-M16
B) NRAS Reaction Mix 6 4
KI1TN 351G=T NRAS-M17
@ NEAS Reaction Mix 7 4 Al46T 436G-A 27174 NRAS-M12
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AmoyDx® VRAS Mutation Detection Kit
Deteccion de 16 mutaciones en los codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146 de NRAS
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8.01.25001W008B 8 tests Para LightCycler 480, Bio-Rad CFX96
8.01.25001W008D 8 tests Para SLAN-96S

Amoy Diagnostics Co., Ltd.
39 Dingshan Road, Haicang District,
Xiamen 361027, P. R. China

Tel: +86 592 6806835

Fax: +86 592 6806839

E-mail: sales@amoydx.com
Website: http://www.amoydx.com

EC

Qarad EC-REP BV
Pas 257

REP

2440 Geel, Belgium

Version: p2.5
Noviembre 2020

IF-2022-41508180-APN-INPM#ZANMAT

Péagina2l de 34



A Q«Dw

TESEM ADx.NR02

Antecedentes

Los protooncogenes RAS (HRAS, KRAS y NRAS) codifican una familia de interruptores
regulados por el GDP/GTP que transmiten sefales extracelulares para regular las
propiedades de crecimiento y supervivencia de las células. El RAS unido a GTP transmite su
sefial a través de vias de sefializacién EGFR descendentes, por ejemplo, las cascadas RAF -
MEK - ERK 'y PI3K - AKT. Los miembros de la familia RAS se encuentran frecuentemente
en sus formas oncogénicas mutadas en tumores humanos. En total, las mutaciones
activadas en los genes NRAS ocurren en 13 ~ 25% de los melanomas cutdneos, 1 ~ 6% de
cancer colorrectal y 1% de cancer de pulmdn, principalmente en los exones 2, 3 o 4. El
estado de mutacidon del gen NRAS es relevante a la resistencia a farmacos de los canceres
colorrectales tratados con anticuerpos monoclonales anti-EGFR. Como resultado, la
deteccion de mutaciones NRAS proporciona evidencia para el tratamiento clinico dirigido
de pacientes con tumores, disminuye el costo y el tiempo del tratamiento.

Uso Previsto

El AmoyDx® NRAS Mutation Detection Kit es un ensayo de PCR en tiempo real para la
deteccién cualitativa de 16 mutaciones somaticas en los codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146
del gen NRAS en ADN gendmico humano extraido de tejido tumoral fijado en formalina y
embebido en parafina (FFPE). El kit esta disefiado para ser utilizado para evaluar el estado
de la mutacién de NRAS en pacientes con cancer colorrectal.

El kit es para uso diagndstico in vitro y esta destinado a ser utilizado por profesionales
capacitados en un entorno de laboratorio.

Principios del Procedimiento

El kit adopta la tecnologia del sistema de mutacién refractaria de amplificacion (ARMS) que
comprende imprimadores especificos y sondas fluorescentes para detectar mutaciones
genéticas en un ensayo de PCR en tiempo real. Durante la amplificacién del dcido nucleico,
el ADN mutante objetivo se empareja con las bases en el extremo 3 'del imprimador, se
amplifica de forma selectiva y eficiente, luego el amplicén mutante se detecta mediante
sondas fluorescentes marcadas con FAM. Mientras el ADN de tipo silvestre no puede
combinarse con los imprimadores especificos, no se produce la amplificacion.

El kit estda compuesto por ocho mezclas de reaccién (Mezcla de Reaccion NRAS 1~7 y Mezcla
de Reaccién del Control Externo NRAS), suficiente Mezcla de Enzima y Control Positivo.
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La Mezcla de Reacciéon NRAS 1 ~ 7 incluye sistemas de deteccidn de mutacién y control
interno. El sistema de deteccién de mutaciones incluye imprimadores y sondas especificas
marcadas con FAM para mutaciones NRAS designadas, que se utilizan para detectar el
estado de la mutaciéon NRAS. El sistema de control interno contiene imprimadores y una
sonda marcada con HEX para una regién de ADN gendmico adyacente al gen NRAS, que se
utiliza para detectar la presencia de inhibidores y confirmar la validez de cada experimento.
La Mezcla de Reaccion del Control Externo NRAS contiene imprimadores y una sonda
marcada con FAM para una region de ADN gendmico adyacente al gen NRAS, que se utiliza
para evaluar la calidad del ADN.

El Control Positivo NRAS contiene un gen NRAS recombinante con 16 mutaciones.

La Mezcla de Enzimas NRAS contiene ADN Taq polimerasa para la amplificacidon por PCR y
uracil-N-glicosilasa que funciona a temperatura ambiente para prevenir la contaminacién
por arrastre de amplicon de PCR.

Contenido del Kit
Este kit contiene los siguientes materiales:

Tabla 1 Contenido del Kit

Content Main Ingredients Quantity

NRAS Reaction Mix 8-tube strip™® 12 strips
S . . Taq DNA Polymerase. e

NRAS Enzyme Mix Uracil-N-Glycosylase 43pLitube =1

NRAS Positive Control Plastid DNA 230 uL/tube =1

* Cada tira de 8 tubos es para analizar una muestra o un control (Tabla 2).

Tabla 2 Informacion de la tira de 8 tubos

Tube No. Reagent Main Ingredients Quantity Fluorescent Signal
@ NRAS Reaction Mix 1 Primers, Probes, M gg_. dNTPs 35ul FAM, HEX/VIC
2 NRAS Reaction Mix 2 Primers. Probes, M gg__ dNTPs 35 ulL FAM. HEX/VIC
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@ NRAS Reaction Mix 3 Primers. Probes, Mg®", dNTPs 35ul FAM. HEX/VIC
@ NRAS Reaction Mix 4 Primers. Probes, Mg®*, dNTPs 35ul FAM. HEX/VIC
® NRAS Reaction Mix 5 Primers, Probes, Mg”™™. dNTPs 35ul FAM. HEX/VIC
® NRAS Reaction Mix 6 Primers. Probes, Mg”™. dNTPs 35l FAM. HEX/VIC
@ NRAS Reaction Mix 7 Primers, Probes, Mg”™". dNTPs 35ul FAM. HEX/VIC
) NRAS External Control Primers. Probes. Mgl_. dNTPs 35 uL FAM

- Reaction Mix

Nota:
8.01.25001WO008A / 8.01.25001W008B:

Distinguir el Tubo del Tubo @ segun la posicion del orificio en el borde de la tira, que se
describe a continuacion.

8.01.25001W008D:
El numero de tubo estd marcado en el lado del tubo de PCR.

Almacenamiento y Estabilidad

El kit requiere envio en paquetes de hielo congelado. Todo el contenido del kit debe
almacenarse inmediatamente después de su recepcién a-20 + 5 °Cy ser protegido de la luz.
La vida util del kit es de ocho meses. Se recomienda que el ciclo maximo de congelaciény
descongelacién sea de cinco ciclos.

Reactivos y Equipos Adicionales Requeridos, pero No Suministrados

1) Instrumentos de PCR compatibles:
Stratagene Mx3000P™, ABI7500, LightCycler480, Bio-Rad CFX96 o SLAN-96S.

2) Kit de extraccion de ADN: recomendamos el uso del kit de extraccién de ADN (AmoyDx®
FFPE DNA Kit n.2 de cat.: 8.02.23501X036G).

3) Espectrofotdmetro para medir la concentracidon de ADN.
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X E o __________ADSNR®,
4) Mini centrifuga con rotor para tubos de centrifuga.
5) Mini centrifuga con rotor para tubos de PCR.
6) Tubos de centrifuga libres de nucleasas.
7) Pipetas ajustables y puntas de pipeta con filtros para el manejo de ADN.
8) Gradillas para tubos.
9) Guantes desechables libres de polvo.
10) Agua estéril, libre de nucleasas.

11) 1 X TE buffer (pH 8,0).

Precauciones y Requisitos de Manejo
Para uso diagndstico in vitro.
Precauciones

e Leer atentamente las instrucciones y familiaricese con todos los componentes del
kit antes de su uso, y seguir estrictamente las instrucciones durante la operacion.

e Verificar los instrumentos de PCR en tiempo real compatibles antes de usarlos.

e NO utilizar el kit ni ningiin componente del kit después de su fecha de caducidad.

e NO utilizar ningun otro reactivo de diferentes lotes en las pruebas.

e NO utilizar ningun otro reactivo en los otros kits de prueba.

Informacion de Seguridad

e Manipular todos los especimenes y componentes del kit como material
potencialmente infeccioso utilizando procedimientos de laboratorio seguros.

e Como todos los quimicos tienen un peligro potencial, solo los profesionales
entrenados pueden usar este kit. Utilizar una bata de laboratorio adecuada y
guantes desechables mientras manipula los reactivos.
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Evitar el contacto de la piel, los ojos y las membranas de las mucosas con los
productos quimicos. En caso de contacto, enjuagar con agua inmediatamente.
NO pipetear con la boca.

Descontaminacidn y Eliminacion

El kit contiene el control positivo; distinguir estrictamente el control positivo de
otros reactivos para evitar la contaminacion que puede causar falsos positivos.

La amplificacidn por PCR es extremadamente sensible a la contaminacidn cruzada.
El flujo de tubos, estantes, pipetas y otros materiales utilizados debe ser desde la
pre-amplificacién hasta la post-amplificacién, y nunca hacia atras.

Los guantes deben usarse y cambiarse con frecuencia cuando se manipulan
muestras y reactivos para evitar la contaminacion.

Usar pipetas separadas y exclusivas y puntas de pipeta con filtro al manipular
muestras y reactivos para evitar la contaminacién exégena del ADN de los reactivos.
Empacar los tubos de post-amplificacién con dos guantes desechables y deséchelos
adecuadamente. NO abrir los tubos de PCR de post-amplificacién.

Todos los materiales desechables son para un solo uso. NO reutilizar.

Los reactivos no utilizados, el kit usado y los desechos deben eliminarse de manera
adecuada.

Limpieza

Después del experimento, limpiar el drea de trabajo, rociar las pipetas y el equipo
con un 75% de etanol o un 10% de soluciéon de acido hipocloroso.

Configuracidn del Instrumento

Configurar el volumen de reaccién a 40 pL.

Para el Stratagene Mx3000P™, si hay una sefial de fluorescencia neta baja (dR) pero
una sefial de fondo alta (R), reducir el ajuste de ganancia de sefial del instrumento
correctamente.

Para el instrumento ABI, configurar de la siguiente manera: Reporter Dye: FAM, VIC;
Quencher: TAMRA; Passive Reference: NONE.
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e Para el instrumento LightCyclerd80 |, es necesario realizar una calibraciéon de
fluorescencia antes de su uso. Si hay un cruce de fluorescencia en el instrumento
LightCycler480 I, también se requiere una calibraciéon de fluorescencia. Para
ejecutar los ensayos en una maquina LightCycler, utilice el adaptador Roche 480,
disponible en BlOplastics, No. Cat. B79480.

e Para SLAN-96S, configure de la siguiente manera: Modo de sonda: FAM, VIC.
Durante el andlisis de resultados, abra la ventana “Preferencias” / “Preference”, en
la secciéon “Opciones de Grafico” / “Chart Options”; seleccione “Pozos
Seleccionados” / “Selected Wells” para el “Ajuste Automatico del Escalado en el Eje
Y” / “Y-Axis Scaling Auto-adjust By” y la “Normalizacion del Valor de Fluorescencia
Absoluta” / “Absolute Fluorescence Value Normalization” para la “Curva de
Amplificacion” / “Amplification Curve”.

e Consultar el manual del operador del instrumento de PCR en tiempo real para
obtener instrucciones detalladas.

e Recomendamos que todos los instrumentos de PCR en uso realicen la calibracién de
fluorescencia una vez al afo.

Procedimiento del Ensayo
1. Extraccion de ADN

El material del espécimen debe ser ADN gendmico humano extraido de tejido tumoral FFPE.
Los reactivos de extraccién de ADN no estan incluidos en el kit. Antes de la extraccién de
ADN, es esencial utilizar una metodologia de patologia estdandar para garantizar la calidad
de lamuestra del tumor. Llevar a cabo la extraccion de ADN de acuerdo con las instrucciones
del kit de extraccidon de ADN.

Las muestras de tumores no son homogéneas, también pueden contener tejido no tumoral.
Los datos de diferentes secciones del tejido del mismo tumor pueden ser inconsistentes. El
ADN del tejido no tumoral no se detectaria con las mutaciones de NRAS. Es mejor usar
muestras de tejido tumoral con mas del 30% de células tumorales.

El valor OD260/OD3s0 del ADN extraido debe estar entre 1.8 ~ 2.0 (medido con el
espectrofotémetro, se recomienda el espectrofotdmetro NanoDrop 1000/2000).

La cantidad de ADN extraido del tejido FFPE utilizado para la amplificacién por PCR difiere
segun los diferentes tiempos de almacenamiento (véase la Tabla 3).
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Tabla 3 Concentracion de ADN recomendada

Tejido Tiempo de almacenamiento | Concentracion de ADN | Cantidad de ADN por reaccion
< 3 meses 1.5 ng/uL 7.05 ng
Tejido FFPE
>3 meses & <1 afio 2 ng/uL 9.4 ng
> 1 aflo & <3 afios 2.5~3 ng/uL 11.75~14.1 ng
Nota:

e [l tejido FFPE debe manipularse y almacenarse adecuadamente, y el tiempo de
almacenamiento debe ser preferiblemente inferior a 3 afios.

e [E/ ADN extraido debe usarse inmediatamente, si no, debe almacenarse a -20 + 5°C
durante no mds de 6 meses.

e Antes de la deteccion, diluir el ADN del tejido extraido con 1 X TE buffer (pH 8.0) a la
concentracion designada. Recomendamos utilizar al menos 5 uL de ADN para una
dilucion 10 veces mayor, para asegurar la validez de la concentracion final.

2. Deteccion de Mutaciones
1) Sacar el Control Positivo NRAS, y |la Mezcla de Enzima NRAS del kit que se encuentra en
el congelador, y otros reactivos que permanecieron en el congelador a -20 + 5 °C.
2) Descongelar el Control Positivo NRAS a temperatura ambiente. Cuando los reactivos se
hayan descongelado por completo, invertir el tubo 10 veces y centrifugar brevemente para
recoger todo el liquido en la parte inferior del tubo.
3) Centrifugar brevemente la Mezcla de Enzima NRAS antes de usar.
4) Sacar la muestra de ADN (véase la Tabla 3 para la concentracion de ADN) y agua libre de
nucleasas para el NTC (Control sin plantilla (negativo)).
5) Preparar la mezcla de NTC: pipetear 42.3 uL de agua libre de nucleasas (NTC) y 2.7 uL de
la Mezcla de Enzima NRAS en un tubo de centrifuga. Mezclar bien la mezcla anterior
pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo mds de 10 veces y centrifugar
brevemente.
6) Preparar la muestra de la mezcla de ADN: pipetear 42.3 pyL de cada muestra de ADNy 2.7
uL de la Mezcla de Enzima NRAS en un tubo de centrifuga (consulte la Tabla 3 para
concentraciones de ADN). Mezclar bien cada mezcla anterior pipeteando suavemente hacia
arriba y hacia abajo mas de 10 veces.
7) Preparar la mezcla de control positivo (PC): pipetear 42.3 plL de Control Positivo NRAS y
2.7uL de la Mezcla de Enzima NRAS en un tubo de centrifuga. Mezclar bien la mezcla
anterior
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pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo mas de 10 veces y centrifugue

brevemente.

Nota:

Cada ejecucion de PCR debe contener un PCy un NTC.

No mezclar la mezcla de enzimas en vortex o cualquier mezcla con la mezcla de enzimas.

Las mezclas preparadas deben usarse inmediatamente, evite el almacenamiento

prolongado.

Debido a la viscosidad de la mezcla de enzimas, pipetee lentamente para asegurarse de que

toda la mezcla se dispense completamente desde la punta.

Pipetear la mezcla de enzimas colocando la punta de la pipeta justo debajo de la superficie

del liquido para evitar que la punta se cubra con el exceso de enzima.

8) Sacar la Mezcla de Reaccion NRAS (suficiente para las muestras, el PC y el NTC) y

centrifugar las tiras si hay gotitas en las tapas de los tubos de PCR. Luego, destapar

suavemente las tapas antes de usar.

9) Agregar 5 plL de la mezcla de NTC preparada a cada tubo de PCR de la tira de NTC y tapar

los tubos de PCR.

10) Agregar 5 pL de cada muestra de la mezcla de ADN preparada a cada tubo de PCR de la

tira de muestra, y tapar los tubos de PCR.

11) Agregar 5 uL de la mezcla de PC preparada a cada tubo de PCR de la tira de PCy tapar

los tubos de PCR.

12) Centrifugar brevemente los tubos de PCR para recoger todo el liquido en la parte
inferior de cada tubo de PCR.
Colocar los tubos de PCR en el instrumento de PCR en tiempo real. En la Tabla 4 se

muestra un disefio de placa recomendado.

Tabla 4 Disefio de la placa de PCR

Tube 1 2 3 8 9 10 11 12
@ Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample? Sample10 PC NTC
@ Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample? Samplel0 PC NTC
@ Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample9 Sample10 PC NTC
@ Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample® Sample10 PC NTC
® Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample® Sample10 PC NTC
@ Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample? Samplel0 PC NTC
@ Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample9 Samplel0 PC NTC
® Samplel Sample2 Sample3 Sample8 Sample® Sample10 PC NTC

13) Configurar el Protocolo de PCR utilizando los pardmetros de ciclos en la Tabla 5.
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Tabla 5 Parametros de ciclos

Stage Cycles Temperature Time Data collection
1 1 95C Smin
95C 25s
2 15 64°C 20s
72°C 20s
93C 25s /
3 31 60°C 35s FAM and HEX/VIC
72'C 20s /

14) Comenzar la ejecucion de la PCR inmediatamente.
15) Cuando finalice la ejecucion de la PCR, analizar los datos de acuerdo con los
procedimientos de "Interpretacién de Resultados".

3. Interpretacion de Resultados
Antes del andlisis de los datos de la mutacion, se deben verificar los siguientes elementos:

1) Para el NTC: Los valores Ct de FAM de los Tubos @ ~ (@ deben ser > 31. Si no, los datos
son NO VALIDOS. La muestra debe volver a analizarse.

2) Para el Control Positivo: los valores Ct de FAM de los Tubos @ ~@® y los valores Ct de HEX
/ VIC de los Tubos @ ~ @ deben ser < 20. Si no, los datos son NO VALIDOS. La muestra debe
volver a analizarse.

3) Para el ensayo de control interno en los Tubos @ ~ () para cada muestra: Los valores Ct
de HEX / VIC de los Tubos @ ~ @ deben ser < 31. Si no, verifique las sefiales FAM mutantes
en los Tubos @ ~@):

a) Sielvalor Ct de FAM mutante es < 31, continute con el analisis.

b) Si el valor Ct de FAM mutante es > 31, los datos son NO VALIDOS. La muestra debe
volver a analizarse.

4) Para el ensayo de control externo en el Tubo (® para cada muestra:
a) Elvalor Ct de FAM debe estar entre 15 ~ 21.

b) Siel valor Ct de FAM es < 15, esto indica que el ADN estd sobrecargado. La cantidad
de ADN debe reducirse y volver a analizarse. Pero si los valores Ct de FAM de los Tubos @O~
estan en el rango de Ct Negativo (véase la Tabla 6), la muestra se determina como negativa.
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c) Sielvalor Ct de FAM es > 21, esto indica la degradacién del ADN o la presencia de
inhibidores de la PCR, o cualquier error en la operacién experimental. La muestra debe
volver a analizarse con una mayor cantidad de ADN o extraida nuevamente. Pero si
cualquier valor Ct de FAM de los tubos MD~@ es < 26, la muestra se determina como positiva.

Analizar el ensayo de las mutaciones para cada muestra:
5) Registrar los valores Ct de FAM en Tubos @ ~ () para cada muestra.
6) Verificar los valores Ct de FAM mutantes en los Tubos @ ~ @ de acuerdo con la Tabla 6:

Tabla 6 Determinacion de los resultados

Tube No. @ @ 6) @ &) ® @ Results

Optunal ] ] _ . . . ) o
Ct range Ct<26 Ct<26 Ct <26 Ct <26 Ct <26 Ct<26 Ct<26 Positive.

Acceptable Ct | 56 098 | 262Ct<20 | 262Ct<20 | 26<Ct<20 | 26=Ct <28 | 26<Ct<29 | 26<Ct<29 | Interpret the results
range .

Cut-off according to the ACt
ACt value 9 10 10 11 0 11 9 value.
Negative - o e o o Negative or under the
Ct range Ct=28 Ct=20 Ct=20 Ct=20 Ct=28 Ct=29 Ct=20 L oD*

*LOD: limite de deteccidn

a) Sicualquier valor Ct de FAM del Tubo @ ~ (@ es < 26, la muestra se determina como
positiva (Mutacion NRAS detectada).
b) Si cualquier valor Ct de FAM de los Tubos @ ~ (@ estd en el rango de Ct Aceptable,
calcule el valor de ACt para cada mutacidon que muestre una amplificacién positiva.
i. Valor de ACt = Valor Ct de FAM Mutante — Valor Ct de FAM Control externo.
ii. Si el valor de ACt es < al valor de ACt de Corte, la muestra se determina como positiva
(Mutacion detectada).
iii. Si el valor de ACt es > al valor de ACt de Corte, la muestra se determina como
negativa (Mutacién no detectada) o debajo del LOD del kit.
c) Sitodos los valores Ct de FAM de los Tubos @ ~ (@ estan en el rango de Ct Negativo o
si no hay amplificacion, la muestra se determina como negativa (Mutacidn no detectada) o
debajo del LOD del kit.
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Caracteristicas de Rendimiento
Las caracteristicas de rendimiento de este kit se validaron en Stratagene Mx3000P™,
ABI7500, LightCycler480, Bio-Rad CFX96, y SLAN-96S.

1) Limite de Deteccidn:
e El limite de deteccidn se establecid al analizar plasmidos con 16 mutaciones NRAS.

El kit permite la deteccion de ADN mutante al 1% en un fondo de un 99% de ADN
normal a una cantidad de 10 ng de muestra de ADN. Excepto: la sensibilidad de la
mutacion NRAS-M1 en Rotor-Gene Q / 6000 (72 pocillos) es del 2% a 10 ng de
muestra de ADN. La sensibilidad de NRAS-M1, NRAS-M2 y NRAS-M12 en
LightCycler480 y Bio-Rad CFX96 es del 2% a 10 ng de muestra de ADN.

2) Factor de interferencia:

En este estudio se evaluaron 4 sustancias de interferencia comunes: hemoglobina,

triglicéridos, mycobacterium tuberculosis y estreptococcus pneumonia que estan facilmente

presentes en muestras FFPE. Se confirma que las potenciales concentraciones maximas: 2

mg/mL de hemoglobina, 37 mmol/L de triglicéridos, 10® CFU/mL de mycobacterium

tuberculosis y 108 CFU/mL de streptococcus pneumonia no interferiran con el resultado de

la prueba.

3) Precision:

Se utilizaron 3 controles en la validacién: control negativo, control positivo débil (el
contenido del mutante es del 5%) y control positivo fuerte (el contenido del mutante es del
50%). 3 lotes de los kits fueron analizados con los controles de precisién por 2 operadores
dos veces al dia durante 20 dias en diferentes instrumentos de PCR. Los valores Ct se
calcularon, los valores CV estaban todos dentro del 10 %.

Limitaciones

1) El kit debe ser utilizado Unicamente por personal especialmente capacitado con técnicas
de PCR.

2) Los resultados se pueden usar para ayudar al diagndstico clinico, combinandolos con
otros hallazgos clinicos y de laboratorio.

3) El kit ha sido validado para su uso con ADN de tejido tumoral FFPE.

4) El kit solo puede detectar las 16 mutaciones NRAS enumeradas en el apéndice.
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5) Los resultados confiables dependen del procesamiento, transporte y almacenamiento
apropiados de la muestra.

6) La muestra que contiene ADN degradado puede afectar la capacidad de la prueba para
detectar la mutacién de NRAS.

7) Las muestras con resultado negativo (Mutacién no detectada) pueden albergar
mutaciones NRAS no detectadas por este ensayo.
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Apéndice

Mutaciones NRAS Detectadas por el Kit

Tube No. Reagent Supplied Exon Mutation Base Change Cosmic ID Name
G12D 35G-A 564 NRAS-M3
o NRAS Reaction Mix 1 2
G125 34G=A 563 NRAS-M10
@ NRAS Reaction Mix 2 2 G13D 38G-A 573 NRAS-M4
GI3R 37G=C 569 NRAS-M6
GI2C 34G=T 562 NRAS-M7
3 NRAS Reaction Mix 3 2 G1z2v 35G=T 566 NRAS-M9
GI12A 35G=C 565 NRAS-M11
G13v 38G=T 574 NRAS-M14
@ NRAS Reaction Mix 4 3 AS0D 176C=A 253327 NRAS-M15
Q61R 182A-G 584 NRAS-M1
Q61K 181C=A 580 NRAS-M2
Y] NRAS Reaction Mix 5 3
Q61L 182A-T 583 NRAS-M5
Q61H 183A=C 586 NRAS-MS
K117N 351G=C NRAS-M16
& NRAS Reaction Mix 6 4
K117N 351G=T NRAS-M17
) NRAS Reaction Mix 7 4 Al46T 436G=A 27174 NRAS-M12
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

N° EX-2021-65694230-APN-DGA#ANMAT

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que, de
acuerdo con lo solicitado por la firma Tecnolab S.A..,se autoriza la inscripcion en el Registro Nacional de
Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), de un nuevo producto médicopara diagnéstico in vitro
con los siguientes datos identificatorios caracteristicos:

NOMBRE COMERCIAL: AmoyDx NRAS Mutation Detection Kit.

INDICACION DE USO: Ensayo de PCR en tiempo rea para la deteccion cuditativa de 16 mutaciones
sométicas en los codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146 del gen NRAS en ADN gendmico humano extraido de tejido
tumoral fijado en formalinay embebido en parafina (FFPE). El kit esté disefiado para ser utilizado para evaluar €l
estado de la mutacion de NRAS en pacientes con cancer colorrectal.

FORMA DE PRESENTACION: El kit estd compuesto por 8 mezclas de reaccion (Mezcla de Reaccion NRAS
1 ala7y Mezclade Reaccién del Control Externo NRAS), Mezcla de Enzimay Control Positivo.

Contenido del kit codigo N° 8.01.25001X024H .1) NRAS Reaction Mix 1: 1 x 1100 pyL. 2) NRAS Reaction Mix
2: 1 x 1100 pL. 3) NRAS Reaction Mix 3: 1 x 1100 pL. 4) NRAS Reaction Mix 4: 1 x 1100 pL. 5) NRAS
Reaction Mix 5: 1 x 1100 pyL. 6) NRAS Reaction Mix 6: 1 x 1100 yL. 7) NRAS Reaction Mix 7: 1 x 1100 yL. 8)



NRAS External Control Reaction Mix: 1 x 1100 uL. NRAS Enzyme Mix: 1 x 85 yL. NRAS Positive Control: 1 x
500 uL. Contenido del kit cédigo N° 8.01.25001W008A/B/D.NRAS Reaction Mix: 12 tiras de 8 pocillos cada
una. Cada tira es para analizar una muestra o un control. Cada pocillo contiene lo siguiente: 1) NRAS Reaction
Mix 1: 35 uL. 2) NRAS Reaction Mix 2: 35 pL. 3) NRAS Reaction Mix 3: 35 L. 4) NRAS Reaction Mix 4: 35
ML. 5) NRAS Reaction Mix 5: 35 uL. 6) NRAS Reaction Mix 6: 35 pL. 7) NRAS Reaction Mix 7: 35 yL. 8)
NRAS External Control Reaction Mix: 35 uL. NRAS Enzyme Mix: 1 x 45 uL. NRAS Positive Control: 1 x 250 p
L. Descripcion de los componentes del kit: NRAS Reaction Mix: la Mezcla de Reaccion NRAS 1 ~ 7 incluye
sistemas de deteccidn de mutacion y control interno. El sistema de deteccion de mutaciones incluye cebadores y
sondas especificas marcadas con FAM para mutaciones NRAS designadas, que se utilizan para detectar el estado
de la mutacion NRAS. Elsistema de control interno contiene cebadores y una sonda marcada con HEX para una
region de ADN gendmico adyacente al gen NRAS, que se utiliza para detectar la presencia de inhibidores y
confirmar la validez de cada corrida. NRAS External Control Reaction Mix: la Mezcla de Reaccién del Control
Externo NRAS contiene cebadores y una sonda marcada con FAM para una region de ADN genomico adyacente
a gen NRAS, que se utiliza para evaluar la calidad del ADN. NRAS Positive Control (PC): el Control Positivo
NRAS contiene un gen recombinante con mutaciones NRAS. NRAS Enzyme Mix: la Mezcla de Enzimas NRAS
contiene ADN Taq polimerasa para la amplificacién por PCR y uracil-N-glicosilasa que funciona a temperatura
ambiente para prevenir la contaminacion por arrastre de amplicon de PCR.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION:
1) Condiciones de conservacion: conservar a unatemperatura entre - 15°Cy -25°C. Vida Util: 12 meses.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: Amoy Diagnostics Co., Ltd. 39 Dingshan Road, Haicang
District, Xiamen 361027, China.

CONDICION DE USO/CATEGORIA: USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Se extiende el presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO MEDICO PARA
DIAGNOSTICO IN VITRO PM-1252-211.

N° EX-2021-65694230-APN-DGA#ANMAT

AM

Digitally signed by Gestion Documental Electronica
Date: 2022.06.09 17:19:37 -03:00

Valeria Teresa Garay
Subadministradora Nacional

Administracion Naciona de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica

Digitally signed by Gestion Documental
Electronica
Date: 2022.06.09 17:19:37 -03:00



	fecha: Jueves 9 de Junio de 2022
	numero_documento: DI-2022-4835-APN-ANMAT#MS
	localidad: CIUDAD DE BUENOS AIRES
	usuario_0: Valeria Teresa Garay
	cargo_0: Subadministradora Nacional
	reparticion_0: Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica
	Pagina_1: Página 1 de 34
	Pagina_2: Página 2 de 34
	Pagina_3: Página 3 de 34
	Pagina_4: Página 4 de 34
	Pagina_5: Página 5 de 34
	Pagina_6: Página 6 de 34
	Pagina_7: Página 7 de 34
	Pagina_8: Página 8 de 34
	Numero_18: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_19: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_16: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_17: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_14: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_15: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_12: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_13: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_10: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_11: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_34: Página 34 de 34
	Pagina_32: Página 32 de 34
	Pagina_33: Página 33 de 34
	Pagina_30: Página 30 de 34
	Pagina_31: Página 31 de 34
	Numero_29: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_27: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_28: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_9: Página 9 de 34
	Numero_25: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_26: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_23: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_24: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_21: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_22: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_29: Página 29 de 34
	Numero_20: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_27: Página 27 de 34
	Pagina_28: Página 28 de 34
	Pagina_25: Página 25 de 34
	Pagina_26: Página 26 de 34
	Pagina_23: Página 23 de 34
	Pagina_24: Página 24 de 34
	Pagina_21: Página 21 de 34
	Pagina_22: Página 22 de 34
	Pagina_20: Página 20 de 34
	Numero_34: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_32: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_33: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_18: Página 18 de 34
	Numero_30: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_19: Página 19 de 34
	Numero_31: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_16: Página 16 de 34
	Pagina_17: Página 17 de 34
	Pagina_14: Página 14 de 34
	Pagina_15: Página 15 de 34
	Pagina_12: Página 12 de 34
	Pagina_13: Página 13 de 34
	Pagina_10: Página 10 de 34
	Pagina_11: Página 11 de 34
	Numero_4: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_3: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_6: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_5: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_8: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_7: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_9: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_2: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT
	Numero_1: IF-2022-41508180-APN-INPM#ANMAT


