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BUENOSAIRES o 2 IoJOV 2016

VISTO, el expediente nO 1-47-3110-2450/16-1 del Registro de la

Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médida y,

CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma TECNOLAB S.A. solicita

autorización para la venta a laboratorios de análisis clínicos del prod¿cto para

diagnóstico de_uso "in Vitre" denomin~do THERASCREENBRAF RGQ rC,R KIT/

ENSAYODISENADO PARA LA DETECCION DE CINCO MUTACIONES SOMATICAS

EN EL GEN BRAF MEDIANTE UNA REACCIÓN EN CADENA DE LA POJMERASA

(RT-PCR) ENTIEMPO REALEN ELEQUIPOROTOR-GENEQ MDx.

Que a fs. 135 consta el informe técnico producido por el Servicio de

Productos para Diagnóstico que establece que el producto reúne las CO~diciones

de aptitud requeridas para su autorización.

Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la

intervención de su competencia.

16.463,

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen [a Ley

Resolución Ministerial NO145/98 Y Disposición A N M A T N° 26~4/99.

i Que se actúa en virtud de las facultades conferidas por e~ Decretal

NO1490/92 Y por el Decreto N° 101 de fecha 16 de diciembre de 2015.
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Por .ello;
,,

¡
ELADMINISTRADOR NACIONALDE LAADMINISTRACION NACIONALDE

MEDICAMENTOS,ALIMENTOSY TECNOLOGIAMÉDICA

DI S P O N E:
!

ARTICULO 10.- Autorizase la venta a laboratorios de análisis clínicos del Producto

para diagnóstico de uso "in Vitro" denominado THERASCREENBRAFIRGQPCR

KIT/ ENSAYO DISEÑADO PARA LA DETECCiÓN DE CINCO MUTACIONES
, , f

SOMATICAS EN EL GEN BRAF MEDIANTE UNA REACCION EN CADENA DE LA
I

POLIMERASA(RT-PCR) ENTIEMPO REALEN EL EQUIPOROTOR-GENEQ MDx que

será elaborado por QIAGEN MANCHESTERLtd, Skeiton House, L10
l
lydStreet

I ,
North, Manchester, MiS 6SH, (REINO UNIDO) e importado terminado poi

I ,
TECNOLAB S.A. a expenderse en ENVASES POR 24 DETERMINACIONES,

CONTENIENDO: MEZCLA DE REACCIÓNPARA CONTROL (CTRL: 2 viales x 720
, I

~I), MEZCLA DE REACCIONV600E/Ec (V600E/Ec: 1 viai x 720 ~I), MEZCLA DE
, J

REACCION V600D (V600D: 1 vial x 720 ~I), MEZCLA DE REACCION V600K

(V600K: 1 vial x 720 ~I), MEZCLADE REACCIÓNV600R (V600R: 1 vialjx 720 ~I),

CONTROLPOSITIVO DE BRAF(PC: 1 vial x 250 ~I), Taq DNA POLIMEiSA (Taq:

2 viales x 80 ~i), AGUA PARA EL NTC (NTC: 1 vial x l.g mi), AGUA PARA LA

DILUCiÓN DE LA MUESTRA(DiI: l.g ml);cuya composición se detalla lfojas 48

con un período de vida útil de 12 (DOCE) meses desde la fecha de eiJboración ~l conservado entre -15 y -30 oc.

fJ /1
2
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ARTICULO 2°,- Acéptense los rótulos y manual de instrucciones ObrantJis a fojas
I

43 a 123 / desglosándose las fojas 97 a 123 debiendo constar en los mismos que

la fecha de vencimiento ~s la declarada por el elaborador impreso en ,ds rótulos
i

de cada partida.

ARTICULO 30.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 40.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE

ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA, se reserva el derecho

MEDICA1ENTOS,

de reexaminar los,
métodos de control, estabilidad y elaboración cuando las circunstanci~s así lo

determinen.

ARTICULO 50.- Regístrese; gírese a Dirección de Gestión de Informaci61 Técnica

a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifíquese al'

interesado y hágasele entrega de la copia autenticada de la presente Dilposición i
junto con la copia de los proyectos de rótulos, manual de instruccid!nes y el ,1

Certificado correspondiente. Cumplido, archívese.-

Expediente nO: 1-47-3110-2450/16-1.

DISPOSICIÓN N°:

1225 t

er. fl81Ujlill1f8\.0.
Subadmlnlstrador NIllilllB'

A.1't.M,A/It,
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QIAGEN:tecnologías para la preparación de muestras
y ensayos de biologkf molecular - -
QIAGEN es el proveedor líder de tecnologías innovadoras pora lo preparación
de muestras y ensayos de biología molecular que permiten el aislamiento y la
detección del contenido de cualquier muestro biológico. Nuestros productos
y servicios de vanguardia y máxima calidad garantizan el éxito, desde la
muestra hasta el resultado.

QIAGEN define los estándores en los siguientes campos:

• Purificación de ADN, ARN Yproteínas

• Ensoyos de ácidos nuclei<::o\y proteínos

11 Investígoción con mi<::roARNy ARNi

11 Automatización de tecnologíos de preparación de muestras y ensayos
de bíología molecular

Nuestro misión es oyudarle o superar sus retos y o alcanzar un éxito
excepcional. Para obtener mós ínformación, visíte wwwqiagen.com.

Sample & Assay Technologies

870211

••• QIAGEN Manchesler lid, Skelton House,

Uoyd Street North, Monchesler, M 15 óSH, Reino Unido

MAl l072802ES

('¡')GJe(')C1)••••••••••QIAGEN@
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Uso previsto
El kit fheroscreen BRAFRGQ PCR es una pruebo de diagnóstico in vitro
diseñado poro lo detección de los cinco mutaciones somáticos el"lcontrodas
en el gen BRAFcon el/in de proporcionar una valoración cualitativa del estado
de los mutaciones. El ADN será extraído de tepdo tumoral fi¡ado en formalina
e impregnado en parafina (FFPE)y se analizará mediante una reacción en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real en los equipos Rotor-Gene Q
MDx. Los resultados del kit fhermcreen BRAFRGQ PCR tienen como Finalidad
ayudar 01 personal médico a la identificación de pacientes con cóncer que
puedan beneficiarse de las terapias dirigidas a BRAF, como vemurafenib.

Gracias o los tecnalogias ARMS'1ll(amplificación re/raelaria de sistemas de
-mutaciones) y Scorpionsw, el kit rherascreen BRAFRGQ PCR permite la
detección de las siguientes mutaciones en el codón 600 del oncogén BRAF
en ADN genómico nativo.

• Y600E

• Y600E compleja (Y600Ecl

• Y600D

• V600K

• Y600R

Tabla 1. Listclde muklciones e identificadores COSMIC'

Mutclción Cambio de base IDCOSMIC

Y600E GTG>GAG 476

\\ 'y600E compleja GTG>GAA 475

V600D GTG>GAT 473

~V600K
----

GTG>AAG 474
...

Y600R GTG>AGG 477

los métodos que se utilizan en este kit son altamente selectivos y, en función
del volumen total de ADN presente, permiten detedar un bajo porcentaje de
mutaciones en ADN genómico nativo. los límites de selectividad y detección
son superiores a los de otras tecnologías como la de secuenciación mediante
terminadores fluorescentes.

Principio del procedimiento
El kit therascreen BRAFRGQ PCR combino los tecnologías ARMS y Scorpions
poro detedor mutaciones de PCR en tiempo real.

ARMS

I-l.\.?
l.\.?
(Jl
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lo tecnología ARMS permite llevar o cabo uno amplificación específica de los
alelos o los mutaciones. lo enzima Taq ADN polimerasa (Taq) resulto eficaz
paro diferenciar entre una coincidencia y un error de coincidencia en el
extremo 3' de un primer o primer de PCR. Algunos secuencias mutadas se
amplifican de forma selectiva, incluso en muestras cuya mayoría de secuencias

.~?:::~~~==::::..=-__~o presentan la mutación, por e¡emplo: Cuando la coincidencia con el primer
es completo, lo amplificación se produce con total eficacia. Cuando no hoy

MARISOL J\S~~It~ coincidencia con lo base 3', únicamente tiene lugar una amplificación de
BIOOUIM1C.•••MA.~'S.A. Fondo de nivel bajo.
OT.íECNO

Se utilizan los identificadores (tD)COSMIC del cot61090 de mutaciones som6ticos
del c6ncer (Co~log 01 Soma tic Mulations in Cancar):
Www,\oogeroc uk/geoetiq/CGPlcosmk.

Resumen y explicación
El kit therascreen BRAFRGQ PCR es un equipo listo para su uso que se ha
diseñado para lo detección de cinco mutaciones somáticas en el gen BRAF
mediante uno reacción en cadena de lo polímerosa (RTPCR) en tiempo real
en el equipo Rotor-Gene Q MDx.

~----\. Manual de uso del kit theroscreen BRAFRGQ PCR t 2/2014



silenciador. El resultado es un aumento medible de lo fluorescencia en el tubo
de reacción.

formato del kit

El kit Iherascreen BRAFRGQ PCR se suministra con cinco ensayos:

• Un ensayo de control (mezclo de reacción poro control; CTRL)

11 Cuatro ensayos de mutación [mezclas de reacción de mutación;
V600E(Ec, V600D, V600K y V600R)

El ensayo V600E(Ec detecto lo presencia de los mutaciones V600E y V600Ec,
pero no distingue entre ellos.

Todas las mezclas de reacción son dobles y contienen reactivos poro lo
detección de dianas morcados con FAM'" y un control interno morcado con
HEX'". Este ensayo de control interno controlo lo existencia de inhibidores que
puedan conducir o resultados de falsos negativos.

Ensayos
El kit theroscreen BRAFRGQ PCR incluye un procedimiento de dos poso,.
En el primer poso, el ensayo de control se realizo poro evaluar el ADN total
amplificable de BRAFde uno muestro. En el segundo poso, tanto la mutación
como los ensayos de control se realizan poro determinar lo presencio a
ausencia de ADN mutonte.

Ensoyo de conlTol

El ensayo de control, morcado con FAM, ,irve para valorar el ADN total
amplificoble de BRAFde la muestro. El ensayo de control amplifica una región
del exón 3 del gen BRAF. los primers y la sonda Scorpions estón diseñadas
para realizar la amplificación independientemente de las polimorfismos
conocidos del gen BRAF.

Ensayos de mutación

Coda ensayo de mutación contiene uno sonda Scorpians morcado con fAM
y un primer ARMS poro discriminar entre el ADN nativo y el ADN mutante
específico.

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

Control positivo
Cada serie debe contener un conlrol positivo en los tubos del 1 01 5. El kit
therascreen BRAFRGQ PCR contiene control positivo (Pq de BRAFpara
utiliZarlo como molde en lo reacción de control positivo. Se evaluarón los
resultadas de control positivo para garantizar que el kit funciono según los
criterios de aceptación indicados.

Control negativo
Cada serie debe contener un control negativo ["control sin molde") en los tubos
del 9 al 13. El kit therascreen BRAFRGQ PCR contiene agua para el control sin
molde (NTq, que se utiliza como "molde" en el control sin molde. El control sin
molde se utiliza poro evaluar los pasibles contaminaciones durante la configu-
ración de la serie y para evaluar el rendimiento de la reacción de control
interna.

Evaluación de la reacción de conlrol interno
Coda mezcla de reacción contiene un control interno, ademós de la reacción
objetivo. Un error indica que pueden existir inhibidores que podrían derivar en
un resultado inexacto o bien que se ha producido un error de configuración del
usuario para ese tubo. Si el error del control interno se debe a uno inhibición
de PCR, diluir la muestra podría reducir el efecto de los inhibidores, pero debe
tenerse en cuenta que esto lambién diluiría el ADN objetivo. El kit incluye un
tubo de agua para la dilución de lo muestro (DiL) lo dilución de muestras
debe realizarse con el agua poro lo dilución de muestras (Di!.).

Valoración de las muestras
Se recomiendo encarecidamente utilizar la mezcla de reacción para control

_~;:;;~~::;f.:;~'o~IC~TRl) suministrada con el kit theroscreen BRAFRGQ PCR a fin de valorar el
ASINO ADN tolal omplificable de BRAFde lo muestra. El ensayo de control amplifica

MARISOL .111.9483 una región del exón 3 del gen BRAf. Se recomienda preparar los muestras
BIOaultotlC'" •
OT _TECNO B S.A. únicamente con el ensayo de control usando el control positivo (Pe) de BRAf

como control positivo yagua para el control sin molde INTq como conlrol
sin molde.

Nota: la valoración del ADN debería basarse en la PCR y puede diferir de lo
cuantificación basada en las lecturas de absorbancia. Se suministro mezcla de
reacción para control (CTRL)adicional para valorado calidad Y"la"cantidod de~-
los muestras de ADN antes del anólisis con el kit Iherascreen BRAf RGQ PCR.

Manual de uso del kit fuero,creen BRAFRGQPCR 12/2014 7 8 Mcmualde u,a del kit,flera.creen BRAFRGQPCR 12/2014



Materiales requeridos pero no suministrados
Siempre que trabaje con productos químicos, utilice uno boto de lobarotorio
adecuado, guantes desechables y gafos protectoras. Poro obtener más
inFormación, consulle los hojas de dolos correspondientes sobre seguridad
(50S), que puede solicitar 01 proveedor del producto.

Reactivas

• Kit paro el aislamíento de AON (consulte "Extracción y preparoci6n del
AON", en lo pagino 14)

• Xileno

• Etanol (96-100%)"

COflsumibles

• Tubos de microcentrífugo de 1,5 mi o 2 mi (poro los pasos de lisisl

• Tubas de microcentrífugo de 1,5 mi (poro los posos de elución)
(suministrados par Brinkmonn ¡Sofe-l.oc\;, n.- de referencia 0223632041,
Eppendorl [SoflH.oc\;, n.o de referencia 0030 120.086] o Sorstcdt
(Sofely Cap, n.o de referencia n.690Jp

• Pipetas exclusivosl (ajustoblesl poro la preparaci6n de muestras

• Pipetas exclusivasl (ajustables) poro lo preporoción de lo mezclo maestro
poro PCR

• Pipetos exclusivasl (ajustables) poro lo dispensación de ADN molde

• Puntos de pipeta estériles con filtros (poro evitar lo contominaci6n cruzado,
recomendamos puntos de pipeta con barreros poro aerosoles)

-
Equipo

• Agitador calentador, incubador orbital térmico, bloque térmico o baño
de aguo que permito lo incubación o 90 -Cl

Centrífuga de mes01 con rotar poro tubos de reacción de 2 mi

Vórtexl

"MARISOL ASINO.
6100UIMtCA. M,N.i483
01. TEeN LAB S.A.•

Materiales suministrados

Contenido del kit

then;l$creen BRAFRGQ PCRKit (24)

N.- de referencio 870211

Nümero de reacciones 24

Control Reactian Mix
(mezclo de reacción Rojo I CTRl 2)( 7201l1
poro controlo CTRl)

V600E/Ec ReoctiOfl Mix
Púrpura 2 V600E/Ec 720..,1

(mezclo de reocci6n V600E/Ecl

V600D Reodion Mix
Noronjo 3 V600D n01l1

(mezclo de reocci6n V600Dl

V600K Reoction Mix
Ro~ -1V600K 720..,1

\\ (mezclo de reección V600K)

V600R Reedion Mix
Verde 5 V600R 720..,1

(mezclo de reacción V600R)

BRAf Positive Control
(control positivo de BRAF)

Beis PC 250..,1

Taq ONA Palymerase
Mento To, 2)( 80..,1

(Taq AON polimerosa)

Water for NTC
Blanco NTC 1.9 mi

(aguo poro el NTC)

Water for Somple Dilution
(eguo paro lo dilución de lo Blanco Di!' 1.9ml
muestro)

therascreen BRAF RGO PCR Kit Handbook
(manual de uso en inglés)

~~, """~ "",.,' ,,"","'H" ORAl',ro PCR. 1.2/20IA _

No ulilic&alcohol d,nnolufalizodo, q"" l;ORtieneotro' ..,olorn;io.comomolanol
o m"lilatik"IOI1O.
Estono e' lnIO I¡olode p<OVfHIdore.complelg,
Compruebe que lo. equip'" •••f,an revisado y cglibrado según lo, reoomendocione
del fabrlcon!e.

Monuol de u>o del kit IheroJCI'~ BRAf ROO PCR t



• Equipo Rotor-Gene Q MOx 5plex HRM*t con canales de fluorescencia
paro Cycling Green y Cycling Yellow (detección de FAM y HEX,
respectivamente)

• Software Rotor-Gene Q, versión 2.3 con software BRAFAssay Package
(versión 3.1.1) instalado para la detección de mutaciones automatizado
(consulte el apartado "Apéndice 11:instalación del software therascreen
BRAFAS5ay Package", en la página 89)

Nota: el software Rotor-Gene Q se puede utilizar sin el software BRAF
Assoy Package para la detección de mutaciones manual. Consulte el
apartado "Apéndice 1:protocolo manual del kit therascreen BRAFRGQ
PCR", en lo pógina 60.

• 0.1 mi Strip Tubes and Caps (tubos y tapones de tiras de O, 1 mi) para
uso con un rotor de 72 pocillos (QIAGEN, n." de referencia 981103
0981106)

• Tubos estériles de microcentrífugo para la preparación de las mezclas
maestras

• Laading Block 72 x 0.1 mi Tubes Itubos de 72 x 0,1 mi de bloque de
carga), bloque de aluminio para la configuración de reacción manual
con pipeta de un solo canal (QIAGEN, referencia 9018901)

Advertencias y precauciones
Para uso de diagnóstico in vitro

Información de seguridad
Siempre que trabaje con productos químicos, utilice una bata de laboratorio
adecuada, guantes desechables y gafas protectoras, Paro obtener más
información, consulte las hojas de datos correspondientes sobre seguridad
(SOS). Puede obtenerlas en línea en el próctico y compacto formato POF en
www.qiagen.comlsafety. desde donde también podró buscar, ver e imprimir
las hojas de datos SOS de todos los kits y componentes de los kits QIAGEN@.

Compruebeque lo. equipa. se han revi.ado y calibrado segun la. recomendocione,
del lUbricante.
Enotros poíse,. ,i corresponde, se puede utilizarel equipo Rotor.GeneQ 5ple~ HRMcon
una lecho de producci6nde moyode 2011 o posterior. Lafecha de producci6n ,e puede
obtener del númerode serie .ituodo en la parte posteriordel equipa. Elnúmerode serie
pre.enla el formato"mmoannn".donde "mm"indico el me. de producci6nen dígitos,
"00" indico lo, do, últímosdígi~osdel año de produccióny "nnn" indicoel identificodor
exciu"vodel equipo.

___ Precauciones general_o, _
El usuario debe proceder siempre de acuerdo a las siguientes
recomendaciones:

• Almacene y extraiga el material positivo (muestras y controles positivos)
por separado del resto de reactivos y ai'iádalo a lo mezcla de reacción
en una zona separada físicamenle.

• Extreme la precaucián paro evitar la contaminación de las reacciones
de PCR con material de control sintético. Es recomendable usar pipetas
específicas independientes para preparar las mezclas de reacción y ai'iadir
AON molde. la preparación y dispensación de las mezclas de reacción
deben realizarse en una zona separada de la zona donde se ai'iade el
molde. Los tubos de Rotor-Gene Q no se deben abrir después de haber
finalizado la serie PCR. Con ello, se evito la contaminación del laboratorio
con productos posteriores a la PCR.

• Los reactivos del kit theroscreen BRAFRGQ PCR presentan una dilución
óplima. No se recomienda una mayor dilución de los reactivos puesto que
estos podrían perder eficacia. No se recomiendo utilizar volúmenes de
reacción inferiores a 25 ~I puesto que se incrementaria el riesgo de
resultados falsos negativos.

• Todos los reactivos del kit Iherascreen BRAFRGQ PCR se han formulado
específicamente para obtener un rendimiento óptimo. Todos los reactivos
suministrados con el kit Iherascreen BRAFRGQ PCR se suministran para
su uso exclusivo con otros reactivos del mismo kit therascreen BRAFRGQ
PCR. Para mantener un rendimiento óptimo de los reactivos del kit, no los
sustituya.

• Utilice únicamente la Taq AON polimerasa ITaq) suministrado con el kit.
No la sustituya por Taq ADN polimerasa de otros kits del mismo o de otro
tipa ni por Taq AON polimerasa de otro fabricante.

~'¿:;;:;;;;~C~::N~O-:JA\iI~m~a,;cenamientoy manipulación de reactivos
MARI SO MASl
BlOOUlMI . M.N.94B~ El kit Ihera5creen BRAFRGQ PCR se suministra en hielo seco y debe mantenerse
01 - lEC LAS S.A. congelado a la llegada. En caso de que el kit rherascreen BRAFRGQ PCR

no esté congelado a la llegada, de que el embalaje externo se haya abierto
durante el transporte o de que el envío no incluya la nota de embalaje, el
manual o los reactivos, póngase en contacto con los departamentos del servicio
técnico de QIAGEN (consulte la contraportada o visite www.qiagen.com).
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Tras recibirlo, debe almaeerlOr el kit Iherascreen BRAFRGQ PCR inmediata-
mente en un congelador a una temp(!ratura constante de -15 a -30 oC y
protegido de la luz. lm primer, Scorpions lasí como lodos las moléculas
marcados con fluorescencia) deben protegerse de la luz para evitor el
blanqueamiento.

Cuorldo se almacena en los condiciones recomendados en el embalaje
original, el kit es estable hasta la fecho de caducidad que figura en lo caia.
No es aconsejable descongelarlo y volver luego o congelarlo. No exceda un
máximo de 6 ciclos de congelación-descongelación.

Manipulación y almacenamiento de muestras
Noto: lodas los muestras deben manipularse como material potencialmerlte
infeccioso.

El material de los muestras debe ser ADN genómico humano, obtenido de
muestras de tejido fijado en formalina e impregnado en parafina (FFPE).
tos muestras se deben transportar de acuerdo con la metodología anatomo-
patológica estándar para garantizar lo calidad de las muestras.

Existe lo posibilidad de que los muestrm de tumores y los datos de uno 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 te¡ido no tumoral contengo los mutaciones que deteclo
t?1kit fherascreen BRAFRGQ PCR.

MARIS.
e,oaUl
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Procedimiento

Extracción y preparación del ADN
Las características de rendimiento del kit theroscreen BRAFRGQ PCR se han
determinado mediante ADN extraído con el kit QIAamp FFPETissue (QIAGEN,
n.o de refererlcla 56404). Si se utiliza el kit QIAomp FFPETissue, lleve a cabo
la extracción del ADN de acuerdo con 1m instrucciones del manual y tengo en
cuenta los recomendaciones siguientes:

• los cortes de FFPEdeben colocarse en Urlportaobjetos de vidrio.

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

• El corte tisular debe depositarse en los tubos de microcentrífuga utilizando
un bisturí nuevo para cado muestro que se vaya a extraer.

• El ADN genómico purificado debe eluirse en 120-200 !JIde tampón ATE
(suministrada en el kit QIAamp DNA FFPETissue). Almacene el ADN
genómico purificado a una temperatura de entre -15 y -30 oc.

la valoración del ADN debería basarse en la mezcla de reacción para control
(CTRLIsuministrado con el kit therascreen BRAFRGQ PCR y puede diferir de la
cuantificación bmada en las lecluras de absorbencia. Se sumirlistra mezcla de
reacción para control (CTRL)adicional paro valorar la calidad y la contidad de
los muestras de ADN antes del análisis con el kit therascreen BRAFRGQ PCR.

Nota: poro garantizar suficiente ADN para el análisis, 5e recomiendo extraer
conjuntomerlte dos portaobjetos de FFPEcomo mínimo en primera instancia y
valorarlos con el ensayo de control. Si se ha obtenido ADN suficiente paro lo
PCR, pueden extraerse más portaobjetos y agrupar el ADN.

Nota: paro garantizar suficiente ADN para el análisis, los cortes de FFPE deben
tener un grosor mínimo de 5 ¡Jm.

Todos los ensayos del kit fheroscreen BRAFRGQ PCR generarl produclos de
PCR cortos. Sin embargo, el kit ther05creen BRAFRGQ PCR no funciona

MAS1N@orreclomente con un ADN excesivamente fragmentado.
A_M,N.9483

NOI.AB S,A.
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Protocolo: valoración de las muestras
Este protocolo se utiliza poro valorar el ADN amplificable total de las muestras
mediante BRAFCE Sample Assessment locked Template (Assay Package) para
la valoración de muestras automatizado.

Nota: para obtener información sobre lo valoración manual de las muestras,
consulte el apartado uApéndice f: protocolo manual del kit rherascreen BRAF
RGQ PCR", en lo página 60.

Cuestiones importantes antes de comenzar

• Antes de iniciar el procedimiento, consulte el apartado "Precauciones
generales", en la página 12.

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

• No mezcle en vártex la enzima Taq ADN polimerasa (Taq) ni ninguna otro
mezcla que contenga Taq ADN polimeroso, yo que esto inoctivaría lo
enzima.

• Pipetee la enzima Taq ADN polimerasa (Taq). Poro ello, introduzca lo
punto de lo pipeta justo debajo de lo superficie del líquido para evitar que
la punta se cubra de enzima en exceso.

• la mezclo de reacción para control [CTRl) disponible permite evaluar hasta
24 muestras.

Antes de comenzor

• Compruebe que se haya instalado el software theroscreen BRAFAssay
Package antes de utilizar el equipo Rotor-Gene Q por primera vez
(consulte el apartado "Apéndice 11:instalación del software therascreen
BRAFAssay Package" en la página 89).

• Antes de cado uso, es necesario descongelar lodos los reactivos durante 01
menos 1 hora a temperatura ambiente (15-25 oC], mezclarlos invirtiendo
cada tubo 10 veces y centrifugarlos brevemente paro recoger el contenido
de la parte inferior del tubo.

• Asegúrese de que la enzima Taq ADN polimeraso (Taq) se encuentra a
temperatura ambiente [15-25 oC] antes de cada uso. Centrifugue el tubo
brevemente para que la enzima se deposite en el fondo del tubo.

- ~Procedimiento

l. Descongele lo mezcla de reacción poro control {CTRLj,el agua para el
control sin molde (NTC)y el control positivo (PC)o temperatura ambiente
(15-25 oC)durante 01 menos 1 hora. Cuando se hayan descongelado
los reactivos, mézclelos invirtiendo cada tubo 10 veces para evitar
concentraciones localizodas de sales. A continuoción, centrifúguelos
brevemente poro que el contenido se deposite en el fondo del hJbo.

2. Prepare cantidodes suficientes de mezclos maestras (mezclo de reacción
poro control [CTRL]más la enzima Taq ADN polimerasa [Taql) paro
muestras de ADN, uno reacción de control positivo y una reacción de
control sin molde, según los volúmenes indicados en la tabla 2. Incluya
reactivos paro uno muestra odicionol o fin de que e)lislo excedente
suficiente para la configuración de la PCR.
la mezcla maestra contiene todos los componentes necesarios para PeR
e)lcepto la muestra.

Tabla 2. Preporación de la mezcla maestro de ensayo para control'

Componente Volumen

Mezcla de reacción poro control (CTRlI 19,5111 x (n+l)*

Toq ADN polimeroso [Toq) 0,5111 x 11'1+1)*

Volumen total 20,0 ",l/reacción

n ~ número de reacciones (mue,tro, y controle,j. Cuando realice la mezclo moestra,
no olvide preparar la cantidad ,uficiente para 1 muestra adicional (H 11a ¡in de que
exi,to excedente ,uficiente para lo configuración de la PCR. El valor n no debería ,er
,uperíor o 26 (24 muestro" mó, 2 controles),

3. Mezcle bien lo mezcla maestro pipeteando suavemente orriba y abajo
10 veces. Coloque el número adecuado de hJbos de tiras en el bloque de
cargo según el esquema de la ilustración 1. Añado inmediatamente 20 ",1
de lo mezcla maestra en codo tira de tubo paro PeR.
Los lapones permanecen en el contenedor de plástico hasta que son
necesarios. Para la valoracion de muestras, la mezcla maestra para ensayo
de control debe oPiadirse a un pocillo de control positivo, un pocillo de
control negativo y un pocillo por coda muestro.

..
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10. Lo pestaña "Setup" (Configuración) (consulte lo ~ustración 3) se obre de
manero predeterminado. Confirme que el anillo de fijación esté sujeto
y morque lo cosilla "Locking Ring Attoched" (Anillo de fijación sujeto).
CielTe la ttspo del equipo Rolor-Gene a.

18

llultroci6n 2. kono "rltera",een SRAf CESomple Assessmtm l.oo;kedTemplare- (Molde
bIoq.-,do de vakM-aci6nde muestra. d" BRAFCEde tf.en:lJcrecftj •

11. Introduzco el identificador de lo serie en el campo "Run 10" de acuerdo con
lo convención de nomendoturn local. Escribo el nombre de lo muestra en ,??'f\
campo "Sample Nome" según \o convención de nomenclatura local y p @:,4. ~

lo teda Enter. Al hacerlo, se añade el nombre de la mu~stra o lo lista d._ -i le... - o

ASINO
M.N.94B3S A _._-~. -- .•_- ----
LAB • '1lullroCión 3. Peslaí\o -Serup.¡Configurllci6fl1 {ll y opci6n "llld:ing Ring AlIocht!d" {Anillode

fi«lci6n su¡etoll2l

--=----
MARI SO
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• , " "•• • " ", " "•• o " "• , " "• • " "
Ilustración \. Dilpcsición de Iosl!1lsayos de ev<>1voriónde """e.lrcl1 en"¡ bIoq•••••de carga.
lo. nÚlTlefOIindicon lo. po.icio",,, "" 01bIoquo do 00190 y lo pcnición linol dlll rolor.

4. Añada inmediatamente S 111de agua para el control ,in molde (NTO 01 tubo
de control sin molde [numero del tubo de PeR: 2) y tápelo. Añado S 111 de
codo muestro a los tuba. de muestro [numeros de los tubas de PCR: del 3

h 01 26) Y tapelos. Añada 5 11' de control positivo IPCIde BRAF01 tubo de
control positivo (número del tubo de PCH: 1) y tilpelo.
Morque los tgpones de los tubo. pora indicor k! dirección en la que se
deben cargar lo. tuba. en el equipo Rolor-Gene Q MDx.

S. Después de cerrar todos los tuba. de ?CH, realice uno comprobación visual
de 10$ niveles de llenado de los ruba. de muestro. perro osegurar5e de que
lo muestro se ha añadido (1 todos los tuba •.

6. Invierto todos lo. rubas de PeR (4 veces) paro mezclar las muestras y las
meldas de reocción.

7. Coloque los tubos de tiras de PCRen las posiciones apropiodos en el rotor
de 72 pocillos (ilustración 11.Si el rator no estó totalmente lleno, debe
rellenar todas las posiciones vocios con un tubo tapado vacío.

8. Coloque inmediatamente el rotor de 72 poemas en el equipo Rotor-6ene Q
MOx. Asegúrese de que el anifio de fijación (accesorio del equipo Rolor'
Gene al se encuentra en lo parte superior del rator pora proteger los
tubos durante la serie.

9. Inicie el software Rotor-Gene Q. Parn dio, hago doble die en el icono
"tftcroscrcen BRAf CE Somple Anenment Locked Templete" (Molde
bloqueado de voloración de muestras de 8RAFCEde lheraJCreenl del
escritorio del portátil concctodo 01 equipo Rotor.Gene Q MOx (consulte

-tP_;_I"'_""_d_."_~_- =,-==__
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12. Repita el paso 11 paro introducir los nombres de todas las muestras
adicionales (ilustración S).

Nolo: para editor el nombre de una muestra. haga e1ie en la opci6n
"Somple Nome~ de la listo de muestras poro que lo muestra seleccionado
oporel':CO en el campo "Somple Nome" anterior. Modifique el nombre de
la muestra según la convención de nomeneloturo local y pulse lo tecla Enter
poro octuoliwr el nombre.

I1usfrQcibnS.lntroducción de nomlJn.1 de muellraadici_1et ~ o:!campo .Somple No"","
(1 _ Campo .Somple Name" [Nombre de lo muellto). 2 .lillo de mueslrOl, 3 •• Panel
"lcyoul al the pipcl:1ng odapter" [Esquemo del OOOplodor do p;pelDOlJ

4

muestro, que aparece más aba¡o y se le OSiglKl un identificador (.Sompfe
[O- 1, 2, 3, etc.}. Además, se octualizQ el panel '"layout of fhe pipetting
adapter'" (Esquema del odaptador de pipeteo) situado a lo derecha con
el nombre de la muestro r.lustroción 41.
Nota: también existe lo posibilidad de importar los nombres de los mues-
tros olmocenodl:U en los formatos •. smp [archivo de muestras de Rotor-
Gene Dio •. csv (volores separados por cornos) mediante el botón wlmpor!
Somples" (Importar muestros). Con este método. los nombres de los
muestras se introducen automóticamente.

=---- ...

"F--"'".__._ •• ~ ••••",_a•..•m~_"••••~•.•~~._,...""'-".".~•••.~.~""'_~ •••.•••••.~•
••

Nota: en el panel "layout ollhc pipetling adopter. {Esquemo del adap-
tador de pipeteo}. compruebo que lo nuevo muestra aparezco resoltoda
con un color dislinlo y que el nombre de lo mismo aparezco en lo posición
de muestras filuslroción 4}.

Nota: los nombres de las muestras con más de 8 caracteres no pueden
mostrarse al completa en el ponel ~layaut of the pipctting adapter~
(Esquema del adoptador de pipeteo).

.--

3

5
2

Ih."tru<-ibn4.lntroduccibn do:! identilicodor de la len..I~Run 101 y do:!"ombre de la rm,oe,frQ
f~Sample Nomc1. II • Campo "Run lO" [,*"lilicodor de lo K"r;.,J•.2.- Campo "Somple
No"",,'- [Nombr ••d•• lo ~11r0]. 3 - UltO de mUflslros. 4 • Pon••1"layout 01 th•• pip"ni"g
odopter"IEsquemo del odoplodot de pipeleoJ. 5 • Balón "Impo<1Somplcs" pmportor
rllUOllrol].)
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lIuJIrQCiOn7. &tardado del Q"'hivo eje<vtable II •• Venlono.Sove AJ" (GUClrdgrcomo].
2. Campol "file No""," [Ngmbr~ de archivo] y -Sav. o.Iype"¡GUClrdOt como lipo].
3 • Balón 'Sovo" jGUOIda.J)

14. Apareceró uno ventano "Save As" IGuardar comol. Seleccione un nombre
de archivo adecuado y guarde 10 serie de PCRcomo un archivo ejecutablc
".rex en la ubicación seleccionada. luego, hago die en el bol6n .Savc"
(Guordarj r.!ustroción n.

"

MAr'(l~o MASINO
Bl00UIMl A- M.N. Q4S3
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13. Cuondo hayo terminado de introduc:ir todos los nombres de los muestras,
compruebe que sean correctos. Si es necesario, incluyo cualquier informo-
ción adicional en el (ampo "'Nott!s. (Noten) y haga die en el botón .Stclrt
Rvn. Unidor lo serie) [Ilustración 61.
Nota: si quedo 019uno posición del rolor vodo, aparecerá un mensaje
de advertencia I"Warning"lliluslroción 6) poro recordarle que deben
ocuparse todos los posiciones sin ulili:r;ar del rotor con tubos vacios
topodos. Compruebe que todos los posiciones sin utilizar del rotor
contengon un tubo vocio topodo y hago die en .OK- (Aceplor} poro
continuar.

n.ntroción 6. Campo -Notes. lNolalllll, botón .Start RimOllnicfar la sme) t2} y mensaje
'"Warning" lAdvertmcio) lobre las posiciones .in utililor del rotor IJ)

Mo~l,I<Ildo uSOdel ~il thefaJ~•••••n ew RGQ PCR 12/2014
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Ilustración 9. Pestaño MAnclysisM lAnólisis) e ¡"Farme de los resultados (1 ~ pestaña" Analys¡s"
IAnál¡,¡,]. 2 ~ "Sample QC Re,ull Table" (Tabla de re,uitado, de CC de la muestra])
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16. Una vez finalizada la serie, se abre automáticamente lo pestaño uAnalY5is"
(Análisi5).
Noto: si la pestaña NAnolysis" no se abre, haga dic en la pestaña
NAnolysis" (ilustración 9).

Nota: encontrará una explicación sobre el método de cálculo empleado en
el aportado "Interpretación de los re,ultados" de lo página 39 .

.

..",
'-"'-"~""~'--

---_."._---

1

15.Comienzo la serie de PCR.
Noto: cuando empiezo la serie, lo pestaña "Run Progress" (Progreso de lo
serie) se abre automáticamente para mostrar el registro de lo temperatura
y el tiempo restante para finalizar la ,erie (ilustracián 8).

lIu.t'odón 8. Pestoño de progreso de la serie (MR"nP,og",u1

17. los resultados de control se presentan de la siguiente manera en la labia de
resultados del cc de la mueslra uSampte QC Result TableN (ilustración 9).
• Controles de la serie (PCy NTC, posiciones 1 y 2 de tubos

respectivamentel. Si los resultados se hallan dentro de los rangos
aceptables, codo uno mostrará el valor "ValidN [Válido); de lo

_"'~~~:;;:;;;;;~_=contrario, aparecerá el valor "Invalid" (No válidol.
~MARISOL ASINO • Un valor de Cr > 32,00 para la reacción de control de la mue5tra

M'CA M'N.9483. Bloau' Aa S,A. generará un resullado U[nvalid" (No vólido}. la cantidad de ADN no es
O]' - i"ECN suficiente poro realizar el análisis de lo mu!oción, Es nece5ario volver

o anolizar la muestra. Si lo contidod de ADN sigue siendo insuficiente,
extraigo mós tejido tumoral si es posible (consulte el aportado "Guía de
re,olución de problemos" en lo pógino 41).
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C Un valor de CI < 21,95 para la reacdón de control de la muestra generaró
un resultado NlnvalidN(No válido). La concentración de ADN es dema-
siada olla para realizar el análisis de lo mutación. Diluya la mueslra con
agua exenta de nucleasas IDil.)y repila el análisis. Diluya hasta obtener
un valor de Cl comprendido entre 21 ,95 y 32,00. Una dilución 1:1
aumenta el valor de Cl en aproximadamente 1,0.

C Un valor de Cr de la reacción de control de la muestra de 21,95-32,00,
(21,95:Ó: Crde control <:o: 32,00) generará un resultado "Volid" (Válido).
La concentración de ADN es adecuada para realizar el análisis de
mutación.

Nota: si fuero necesario volver a realizar una extracción o una dilución,
repita la reacción de conlrol paro confirmar que la concentración de ADN
es la adecuada para realizar el análisis.

18. Si lo deseo, puede generar archivos de informe haciendo dic en el botón
NReport" (Informe). Aparecerá la ventono "Report Browser" (Explorodor de
informes). En el apartado "Templates" (Moldes), seleccione NBRAFCE
Analysis Report" (Informe del análisis de BRAFCEIy luego hago dic en el
botón "Show"(Maslrarl (ilustración 10).
Noto: existe lo posibilidad de guardar los informes en aira ubicación en
formoto de archivo Web si se hace dic en el botón "Save As" (Guardar
como) situado en la esquina superior izquierda de cada informe.

1
---~,-r~~1~--------~~~~--------

llu5lraclón10. Seleccióndel informede onóli.i. de BRAFCEtBRAFCEAnaly.i. Report"l
11• Botón"Repor!"[Informe),2 ~ "Repar!B,ow.er" [Exploradorde informe.],3 ~ "BRAF
CEAnoly,i. Report"[Informedel análi.is de BRAfCE).4 ~ Botón"Show" [Mmtrarll

•••••
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Protocolo: detección de mutaciones de BRAF
Este protocolo está diseñado paro la detección de mutaciones de BRAF.
Cuando una muestra se considera correcta según la evaluación de muestras,
se puede analizar mediante los ensayos de mutación de BRAFcon software
automatizado.

Noto: para obtener información sobre la detección manual de las muestras,
consulte el apartado "Apéndice 1:protocolo manual del kit therascreen BRAF
RGQ PCR", en lo página 60.

Cuestiones importantes antes de comenzar

• Antes de iniciar el procedimiento, consulte el aportado "Precauciones
generales", en lo página 12.

• Tómese su tiempo poro familiarizarse con el eCluipo Rotor-Gene Q MDx
antes de iniciar el protocolo. Consulte el manual del usuario del equipo.

• No mezcle en vórtex la enzima Toq ADN polimeroso (Toq) ni ninguno otra
mezcla Clue contenga Taq ADN polimerasa, yo que esto inactivaría la
enzima.

• Poro utilizar el kit Iheroscreen BRAFRGQ PCR de formo eficaz, es preciso
agrupar los muestras en lotes de 6 como mínimo. Un tamaño de lote
inferior implica uno capacidad de análisis de muestras inferior con el kit
therascreen BRAFRGQ PCR.

• Pipetee lo enzima Taq ADN polimerasa (Taq). Para ello, introduzco la
punto de lo pipeta iusto debajo de lo superficie del líquido para evitar
que lo punta se cubra de enzima en exceso.

Antes de comenzor

Procedimienlo

1_ Descongele los mezclas de reaccion, el agua paro el control sin molde {NTC)
y el control positivo (PC)de aRAf a temperatura ambiente (15-25 oC)
durante al menos 1 hora. Cuando se hayan descongelado los reactivos,
mézclelos invirtiendo cada tubo 10 veces para evitor concentraciones
localizadas de sales. A continuación, centrifúguelos brevemente poro que
el contenido se deposite en el fondo del tubo.

2. Prepore canlidodes suficientes de mezclas maestras (mezcla de reacción
más la enzima Taq ADN polimerasa [Taql) paro muestras de ADN, uno
reaccion de conlrol positivo y una reaccion de conlrol sin molde, según los
volúmenes indicodos en la tobla 3. Incluya reactivos para una muestra
adicional a fin de que existo excedenle suficiente poro la configuracion
de la PCR.
las mezclas maestras contienen lodos los componentes necesarios para
la PCR excepto la muestra.

Tabla 3. Preparacion de las mezclas maestras del ensayo'

Volumen de mezcla Volumen de Toq ADN
Ensayo de reaccion polimerasa {Taq)

Control 19,51-11x (n+l) 0,51-11x (n+l)
.

Y600E/Ec 19,51-11x (n+1) 0,51-11x (n+1)

V600D 19,51-11x (n+1) 0,5 1-11x (n+ 1)

V600K 19,51-11x (n+l) 0,51-11x (n+ll

Y600R 19,5 1-11x (n+1) 0,51-11x [n+1)

,.

•

•

•

Compruebe que se hayo instalado el software fherascreen BRAFAssay
Package antes de utilizar el eCluipo Rotor.Gene Q por primera vez
(consulte el aportada "Apéndice 1:protocolo manual del kit therascreen
BRAFRGQ PCR" en la página 60).

Antes de cada uso, es necesario descongelar todos los reactivos durante 01
menos 1 hora a temperatura ambiente (15-25 oC), mezclarlos invirtiendo
cada tubo 1°veces y centrifugarlos brevemente para recoger el contenido
de la parte inferior del tubo.

Asegúrese de que la enzima Taq ADN polimerasa (Taq) se encuenlra o
temperatura ambiente (15-25 oC) antes de cado uso. Centrifugue el tubo
brevemente para que la enzima se deposite en el fondo del tubo.

n ~ númerode reocciones imueslro,y controles).Cuando reolicelo mezclomaestra,
no olvidepreporor lo cantidad suficienteporo 1 muestraadicional 1n+1)a finde que
exi,to excedente suficienteporo lo confisurociónde lo peRo

<
::::~~~~f.~~:;:;-~3:._Mezcle bien la mezcla maestra pipeteando suavemente arriba y abajo

10 veces. Coloque el número adecuado de tubos de tiras en el bloque de
MARISOL MASINO carga según el esquema de la ilustración 11. Añada inmediatomente 20 111
BfoaíJlMtC - M.N.9483 de mezcla maestra a cada tubo de tira de PCR (no su",inisfrada).
OT: T_ECN LAB S.A. las tapones permarlecen en el contenedor de plástico hasta que san

necesarios.
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IIullroción 12. kono .tlwrau~BRAf CE Mutation Analysis Lochd Template-lMaIde
bIoqueodo de anali.i. de mutaciones 8RAF CE d" rhen>Jcr=ra
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Controles Número de muestras 8. Coloque inmediatamente el rotor de 72 pocillos en el equipo Rolor-Gene Q

Ensayo Pe NTC 1 2 3 4 5 6 7 MDx. Asegurese de que el anillo de fifgción 19cccsorio del equipo Rotor-
Gene al se encuentro en la parte superior del rotor pare;! proteger los tubos

Control 1 9 17 25 33 41 49 57 65 durante lo serie.

V600E/Ec 2 lO 18 26 34 42 50 58 66 9. Inicie el software Rolor-<7ene Q y obra el molde simultóneamen!'e haciendo
doble die en el icono .'¡"ertJJCreen SRAf CEMutotion Analysis Locked

V6OO0 3 11 19 27 35 43 51 59 67 Tcmplatc"IMoldc bloqueado de valoración de muestras de BRAFCEde

V600K 4 12 20 28 36 44 52 60 68 thercl$crccnj del escritorio del portón! conectodo al equipo Rotor-Gene a
[Ilustración 121.

V600R 5 13 21 29 37 45 53 61 69

Añado inmediatamente S vi de aglKl para el control sin molde (NTe) a los
tubas de tiras de PCRde control sin molde (numeros de los tubos de PCR:
del 9 al 13) y tápdos. Añado 5 ",1de cado muestra en los tubos de muestras
(numeros de los tubos de PCR: 17-21,25-29,33-37,41-45,49-53,57-61
'165-(9) y tápelos. Añado 5 ",1 de control positivo (PCl de BRAFo los tubos
de control positivo (numeros de los tubos de PCR; del I 01 5) Y tilpelos. Cada
muestra de ADN se debe analizar tanto con el ensayo de contral como con
todos los ensayos de mutación.
Marque los lapones de los lubos para indicar lo dirección en la que se
deben cargar los lubos en el equipo Ro:or-Gene Q MDJ(.

5. Despllés de cerrar todas las tubos de PCR. realice una comprobación visual
de los niveles de llenado de los rubos de muestras para asegurarse de que
la muestro se ha añadido a todos los rubos.

6. Invierta todos los rubos de PCR (4 vecesl para mezclar los muestras y las
memos de reacción.

7. Coloque los rubos de tiras de PCRen los posiciones apropiadas en el rotor
de 72 pocillos (ilustración 111.
Cado serie de PCR admile un maximo de 7 muestras. Si el rotor no esl6
lololmenle lleno, debe rellenar todos los posiciones 'lacios con un lubo
topado 'lacio.

Ikntrad6n 11. Disposición d•• los ensayos de con!rd y rTI\Itl:Ió6nen el bloque de carga.
lo. númerO. indico" lo posieiÓtl en el b/oq •••••de <;<>'9"Y \g posición r.nol dd ,olor.

Monl,;(ll do uso del ~¡tIheroJaefln BW J!GO PCR 12/201 <l
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N_oto:en ~I panel -lay~ut of the pipelting adapler" (Esquemo del odop-
tador de pipeteo},--Compruebccjue -elñOmore de la muesfro aparezca -----
resallado con un color distinto y que lodos los ensayos de lo columna
del circulo de muestras eslén resahadas{ilustración 14).

Noto: pueden añadirse un móxima de 7 muestras. los identificadores de
los muestras (en los circulas de las muestras} se asignan automóticomenle
dell 017.

Nota: las nombres de los muestras con más de 8 calacteres no pueden
mostrarse 01 completo en el ponel -layout 01 ¡he pipclting odopter-
{Esquema del odaptadar de pipeteo}.

3

6
2 l

I
I
I
I

_. __ ._.~U"--f:!.-..J I '>
Ilu.lra<:-.I~~~ucci6n del iclenli;;:d:-"'-;;;:::;:¡ '1del nambre de la muestra ~
f-Samplt Name' (1 • Campo "R.", rD"l1*n~licodor de lo terie]. 2 • Campo 'Somple
Namt!" (Nambo-ede la rm.otllraJ. 3 • li.to de muestras. ,¡ • Panel -loyovr al !he pipeft;ng
odap!er" [Elquemo elel odoptodor de pipetea]. S • Circula el" lo muellra relOhodo '1 ponel
inlMior con columno ele S enloyal. Ó • Botón "Impar! SOmp••••s. (Importor muel!tosll...•-;:¿

.. MARISOL ASINO
BIOOU'''''IC ••••. N.9"a3
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;::::.,--------er=w--.~
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lI.n.tra~ión 13. P•••i<>ña-Selup-lConfigwcción} 111'1 opción -locking Ring AIlod>ed- (AniDo
ele fijaci6n lujeloll2.l

10. La pestaña "'Setup" (Configuración) [consutte lo-ilustración 13} se obre.de- __
manera predeterminado. Confirme que el anillo de 1¡¡OCiónesté sujeto
y morque lo cosilla "Locking Ring Attochcd" (Anillo de fijación sujeto).
Cierr"Clo topo del equipo Rotor-Gene O.

11. Introduzca el identificodor de lo serie en el campa "Run ID" de ocuerdo con
lo convención de nomenclatura local. Escribo el nombre de lo muestra en el
compa "Somple Nome" según lo convención de nomendo1ura local y pulse
lo tecla Enler. Al hocerta, se oñode el nombre de la muestra a la listo de
muestros que aparece mós oboja y se le osigna un identificador ¡"Somple
ID" 1, 2, 3, efe.). Además, se actualiza el panel "layout of the pipetting
adap!cr" (Esquema del adaptador de pipctealsituoda a lo derecha con
el nombre de lo muestra (ilustración 14).
Noto: también existe la posibilidod de importar los nombres de los muestras
almacenados en los/ormatos •. smp (archivo de muestras de Rolof-Gene Ql
o •. csv (volares separados por comos) mediante el bol6n "Import Samplcs-
(Importar muestras). Con este método. los nombres de los muestras se
introducen outomóticamente.
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12. Repita el paso 11 paro introducir lo~ nombres de todas las muestros
adicionales (ilustración 151.
Nota: poro editor el nombre de uno muestro, hago die en la opción
•SQmple Nome- (Nombre de lo muestro) de lo lisio de muestras poro que
lo muestra seleccionada aparezco en el campo -$ampre Nome- (Interior.
Modifique el nombre de lo muestro según lo convención de nomenclatura
locol y pulse lo teclo Enter paro actualizor el nombre.

"'=t.L32! .!E!!"'m....-o:=-.;-- '- •••••• -~."E_•.•••• "__.•
••

13, Cuando hoya terminodo de introducir todos los nombres de los muestras,
comprvebe que SC!<lncorrectos. Si es necesario, incluyo cualquier infoI"
moción adicionol en el campa "Notes" {Natas} y hago dic en el botón
"Stgrt Run" Oniciar la serie} (ilustración 161.
Natg: si quedo olguna posición del rolor vocio, aparecerá un mensaje
de odverlcncío (-Worning-)lilustroci6n 16) poro rccordorlc que deben
ocuporse todos los posiciones sin utiliZar del rotor con lubos V(Icios
topados. Compruebe que todas los posiciones sin ulilizor del rotor
contengon un tubo vacío topado y hago elic en "OK" (Aceptar) paro
continuar,

----_ ..•......-
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I
Iknlroci6n 15.lntrodLKCión de nomb •••, d••muestra odicionale1 t1l el compo -Sample Neme-
n • Campo .Somple Nomo- (Nomb<e dt. la muestro]. 2 • lillo de mU'llSIr<lI, 3 • Ponel
"loyout ol,he p1peni"ll odllple'" [E$q••••mg del adaptador dI! pipellloll 2 -~._-------, .-. -*' ••••r.-e-=tt=3

IIu1tnKión 16, Campo ~otes. iNotaJllll, bot6n .Shlrt R"". (Inkiar la .eriel1'2J Y men •••¡"
-Waming- (.AMricn(ia} Jabtllla~ po~Í(ione1 ~in uh1ilGf del rotor [31
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15. Comienzo la serie de PeR.
Noto: cuando empiezo lo serie, lo pestaña "Run Progress. IProgre~o de lo
serie) se obre outomóticomente poro mostrar el registro de lo temperatura
yel tiempo reslonte para finalizar la serie lilu~tración 18).

1!.nlrtKión 18. P•••lvña d.. prDg",so do Ie..,rio I.Run P"'9 •.••••1111

1

3..- _ (I-_ ,~-...,~>-R_ ....'..f-l
".,-'-,

.:-.¡t-'(-"Z:; --- - _=.
;<.-•.......•....

..-

14. ApareceTÓ una ventana "$ave As" (Guardar camal. Sde<cione un nombre
de archivo adecuado y guarde lo serie de PCR como un archivo ejecutoble
'.~ en lo ubicación seleccionada [Ilustración 17).

2
l1uslrtKión17.Guardado dd archivo ejecutable 11 • Vcntono "Scrv. A,' [Guardo, como],
2 • Campe. "File No""," ¡Nombro d" orchivol y "Serveo' 1ype"¡Go.oo,clor<;amatipol,
3 • Bal6n "Save" [GuordO'1l

MARiSOL
BIOOUIMIOI'l
OT.TECNO

ASINO
.N.9483
AB S.A.
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oparecerá un resullado "Val¡d" (Válidol en la columna "Negalive
Conlrol Status" (Estado del control negalivo); de_lo contrario, oparecorá
un resultado '"Involid" {No vólido] .

• Panel "Sampte Resull Table" [Tabla de resultados de lo muestra]. En lo
columna "BRAFMutalioo Stolus" (Estado de lo muloción de BRAF}se
mueslron 105mutaciones especificas detectados en 105muestras
positivos poro lo mutación.

18. Si lo deseo. puede generar archivos de infonne haciendo dic en ef botón
"Report" Onformel. Aporcceró la ventano "Report 8rowser'" (Explorador
de informes). En el aportado "Templates" (Moldes}. selcccion!! "BRAf CE
Anolysis ReportO"(Informe del anólisis de 8RAF CE)Y luego htlgtl elic en el
botón "Show" (Mtlstrarl rtlustrtlción 20).
Noto: exisle lo posibilidad de guardar los informes en aIro ubicación en
formato de orchivo Web si se hoee die en el bot6n "Sove As" (Gutlrdar
como) situtldo en lo esquino superior izquierdtl de eodtl informe .

1.--
.-•...._----_ ..._ ...•._- ------••

16. Uno velo finali~da la serie, se abre automáticamente lo pesttlñg "Anolysis'"
(Análisis).
. Nota: si la pes/año'" Anolysis'" IAnálisb} no se abre, hago die en lo pestaña
~AnolysisM (i1ustroción 19).

Nota: encontrará UIlO e}l;p'icoci6n sobre el método de cólculo empleado en
el aportado "Interpretación de los resultados. de lo página 39.

.• ...
---------

tlu1lraci6n 19. P~"'ña "An<rtysis"lAnólisil) e informe de los resultad~ II •• PClIlaño
.A"CI~¡ •• IAn61ilill. 2 •• Ponel "Run COfI!?oI., Pa,i¡;"" Control" [Controles de lo serie, control
posillvo]. 3 •• Panel "l1unControls, N~alive Conrrol"¡Conlrok" de la ser;ll, control nogotivol.
d •• Pon~ .Somple Rewlt Tableo (Tablo de rlllul!odOI de lo m~ltrol, 5 •• Pone! "Mu!D!ion
Status [Estoclo de lo mulaciónll

3
2

4

17. Los resultados del ensayo se presentan de la siguiente manera
(ilustración 191:
• Panel "Run Contralt. Positive Control'" (Controles de la serie, control

positivo). Si los resultados se hallan denlro del rango oceptablc, cn
lo columna "Positive Conlrol Stalus" (Estado del conlrol positivol
oparecer6 un resultado "Valid" (V6Iidol; de lo contrario, oporeceró
un resultada "Invalid" {Na válidol.

• Panel "Run Controls, Negotive Control" (Controles de lo serie. control
negativo). Si lonlo el resultado poro "NTC" como paro "Inlernol
Conlrol" (Control internol se hallan dentro de los inlervalos aceplablcs,/

Manual de UlOdel ~i!,herolaoen SRAf ROO PCR 12/2014 J7
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.Interpretación-de los.resultados.IAutomatizadal.~
El software therascreen BRAFA~say Package realiza automáticamente el
análi~is y la identificacián de la~ mutaciane~ en cuanta finaliza la serie analitica.
A continuación se explican los métodos empleados por el software theroscreen
BRAFAssay Package poro realizar el análisis y la identificaci6n de las
mutacione~,

Nota: para obtener informaci6n sobre el análi~i~ manual, consulte el apartado
"Apéndice 1:protocolo manual del kit therascreen BRAF RGQ PCR", en la
página 60.

El ciclo de PCR en el que la fluorescencia de una determinada reacción
alcanza el valar umbral se define como valor de CT. Las valores de Cr indican
la cantidad de ADN específico introducído. Lo~valore~ de CT bajos indican
niveles má~ alto~ de ADN introducido, mientras que los valores de Cr altos
indican niveles más baios de ADN introducido. Las reacciones con un valor
de CTse consideran positivas para la amplificación.

El software Rotor-Gene Q interpola las ~eñole~ de fluore~cencia registrados
entre dos valore~ cualesquiera. Por lo tonto, los volares de Cr pueden ser
cualquier númera real (no solamente enteros) comprendido entre O y 40.

En el kit therascreen BRAFRGQ PCR, los valores de umbrol de los canales
verde y amarillo están configurados en 0,15 Y0,05 unidades relativos de
fluorescencia, re~pectivamente. Estos valores se configuran automáticamente
en el software therascreen BRAFAssay Package.

Se revisan los controles de la serie (control po~itivo, NTC y controle~ internos)
para asegurar la obtención de volares de Cr aceptables y que las reacciones
se realicen correctamente,

Los valores de llCT de la muestra se calculan para cada ensayo de mutación
mediante lo ecuación:

llCT = [valor de Cl del ensayo de mutación]
- [valor de CI del ensayo de controll

Los muestras se clasifican cama positivas para la mutaci6n cuando su valor de
llCT e~ inferior o igual 01 volar de llCT de corte de dicho ensayo. Por encima
de este valor, se considera que la muestra no alcanza el porcentaje de
mutoci6n detectable por el kit fherascreen BRAFRGQ PCR (por encima del
límite de los ensayos) o que la muestra es negativa para la mutación, lo que
se indicaría con el resultado "No Mutation Detected" (Mutación no detectada).

. __MARISOL
'BtOO'utMlCA
DT.TECN
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La ausencia de amplificací6n en las reacciones para mutacián se clasifica como
"NoMutcitionDetecfeo""(Mijtaci6ñ~nb-detettoda):-Se'prevé-que '/oS'valores-de ------
.6.CTcalculados a partir de la amplificación del fondo sean superiores a los
valores de .6.CTde corte, en cuyo caso la muestra se clasifica como "No
Mutotion Detected"

Los resultado~ del ensayo pueden ser "Mutation Detected" (Mutación
detectada), "No Mutation Detected" IMutaci6n no detectada), "Involid"
(No válido) o "Run Control Failed" IControl de la serie erróneo) si alguno de
los controles de la serie da error. En las muestras p05itivas paro la mutaci6n,
las mutaciones especificas ~e indican según la lógica de la reactividad cruzada
de la "Tabla 8. Nomenclatura del estado de mutación de lo muestra", en la
pagina 54. En lo~ opartados"Protocola: valoración de las muestras"
(pógino 15). "Protocolo: detección de mutaciones de BRAF" (página 27)
y "Indicadores del software therascreen BRAFAssay Package" (página 42)
de este manual encontrará lo explicación de otros posibles resultados que
también pueden aparecer.

Es poco frecuente que un tumor contenga mas de una mutación. En estos cosos,
el informe muestra el estado de BRAFcomo "Mutation Detected" IMutaci6n
detectado); sin embargo, todos los mutaciones positivos se incluirán en la lista
con el indicador de advertencia nSAMPLE]OSITIVE_AND_UNCLASSIFIABlE".
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CIt

Repito toda la serie de PCR.

AcciónSignificado

Serie de PCR no vólida:
el valor de Cl de FAM.
está fuera del intervalo
poro el cantrol positivo
de lo reocción poro
conlrol.

la lrrhIo eonlinúu en la p6glna 'i¡¡

Serie de PCR na válido: Repilo toda lo scrie de PCR.
no sc pueden interpretar
los datos de fluorescencia
del conlrol positivo
(reacción poro control).

Serie de PCR no válido: Repita toda lo serie de PCR.
el volor de. Cl de FAM.
esto fuero del intervalo
de uno o mós reacciones
pora mulación.

Manual da uSOd•••t killheroSO't1t1fl BRAf RGQ PCR 12/201 <1

Serie de PCR no vólido: Repito todo lo serie de PCR.
no se pueden interpretar
los dotas de lIuorescencia
del conlrol positivo
(reacción poro mutación).

Serie de PCR no vólido: Repito todo lo serie de PCR.
no se pueden interpretar
los dalas de fluorescencia
poro el conlrol negativo.

NTC_INVAUD_
DATA

Indicador

PC_MUTA1ION_
INVAlID_DATA

PCMUTATlON_
ASSAYjAll

PC_CTRUNVAUD_
DATA

L

Tablo 4. Indi<:odores del software thcro5Creen BRAFAssoy Pockoge

Indicadores del software therascreen BRAFAssay
Package
lo tabla 4 recopila los posibles indicadores que puede generar el software
¡herascreen BRAf Assay Package, su signilicodo y los acciones que deben
llevarse o cabo.

"
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Compruebe las condiciones de
olmocenomiento y la f«ha de
caducidad lconsulte lo et¡quelo) de
la coja y, si es necesario, ulilice un
kit nuevo.

Compruebe las condiciones de
almacenamiento y lo Fecha de
cadvcidod (consulte lo eliquelo del
kilI de lo caja y, si es necesario,
utilice un kit theroscreen BRAFRGO
PCR nuevo.

Comentarios y sugerencias

Guía de resolución de problemas
Esto guío de resolución de problemo$ puedo o)'\Jdorlc ti resolver cuok¡uier
problema que puedo surgir, Poro obtener mós información, también puede
COMullor la p<Ígino de preguntos Irecuenlcs{frequently Asked Quesliom) de
nuestro Centro de sorvicio técnico: ~i2gen.com/EAQ.LfA9..lli!.PjP.l\.
tos científicos del servicio técnico de QtAGEN se encargarón de responder
cualquier pregunto que tengo sobre lo información y los protocolos de este
manual, osí como sobre los tecnologías paro lo preparación de muestros y
ensoyos de biologio moleculor (encontrará lo información de contacto en fa
contropol1odo ti en _,gjagen,coro!.

Resulltldos no vólidos

a) No se han cumplido las

\\

condiciones de almacenamiento
indicados en el aportado
WAlmacenamiento y manipulación
de reaclivosM (pógino 12) poro
uno o mós componentes.

b) El kit Iheroscrcen BRAFCE RGO
PCR está codvcodo.
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T(lblo 4lcontinuación)

Indi<:odor SignifktJdo Acción

NTC_ASSAY_CC Serie de PCR no vólida: Repita toda la ~erie de peRo
INVAUD volor de FAM no vólido

(infcrior ollimile) fXIro
el conlrol negativo.

NTCJNCCTRL_ Serie de PCR no vólida: Repito todo lo serie de peRo
FAll control interno por

encimo del intervalo

Lo-
paro el conlrol negativo.
~- _. - ~_._-

NTC_INT_CTRL Serie de PCR no válido: Repito todo lo serie de PeR.
EARLY_CT control inlemo por

debajo del ¡nlervolo
poro el conlrol negativo.

SAMPlE_CTRl_ Muestra no vólida: no se Configure uno PCR nuevo
INVAtlD_DATA pueden interpretar los poro repetir los muestras

dotos de lIuorescencia relevantes.
poro el control de lo
muestro.

- -- ----- -
SAMPlE_CTRl_ Muestro no vólido: Diluyo lo muestra poro
HIGH_CONC volor de e, de FAN\ aumentar el valor de Cl del

demasiado bajo poro control. Calcule lo dilución
el control de lo muestra. teniendo en cuento que una

dilución 1; 1 con el aguo
suministrada con el kit
pcrmile aumentar el volar
de Cl en 1,0; cuando hoyo
diluido la muestro, configure
uno nuevo serie de PCR poro
repetir lo muestro.

SAMPlCCTRl_ Muestro vólido: No se requiere ninguno
lOW_CONC concentración boja poro acción.

jel conlrol de lo muestra
(advertencia, no errorl.- ~

lo labio COI1III>ÚO•••• 10 pñgino .iguien"'.

'.'

'-"-r' > •

... 'W,roSOL :
BtOQUIMtCA.
OT-TECN-O

Toblo ..!.lcontinuoción)

Indi<odor Signifi<ado

SAN\PlCCTRLFAll Muestra no vól¡do;
valor de CI de FAM.
demasiado alto poro
lo reacción poro
control de lo muestro.

AS1NO
.N,94&3
B S,A,

Acción

Configure uno nuevo serie de
PCR poro repetir lo muestro.
Si el resultado sigue siendo no
válido al repetir 10 serie de
PCR, extraigo lo muestro de
uno sección FFPEnuevo,
Configure uno nuevo serie de
PCR poro onolizor lo nuevo
extrocción. Si el resultodo
5igve siendo no vólido, vuelvo
o onolizor la segunda
extracción. Si la muestro no
genera un resultodo vólida
01 finali:tar esto serie, 56
asignará a lo mueslra
un e5todo mutocional
indeterminada y na se lIevaró
a coba ningún otro análisis.

,¡ • .'

--
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Tabla 4lcantinuaciónl Tabla 4 (continuación)

Manual ele liSO del kit ,heroJC1I1'.II''!.BRAf.iGQ.PGll.~12/201"4
- ---

Acción

No se requiere ninguno
acción.

No sc rcquiere ninguno
acción.

Significado

Resultado v6lido: uno O más
tubas de mutación de lo
muestro son válidos y
positivos, o lo vez que uno
o más tubas de muloción de
lo mismo muestro no son
v61¡dos (se gcnero uno
advertencia, no un error}.

lo muestro se considero
-mulatian detected-
(mutación detectado!, yo que
existe uno mutación. No
obstante, es pasible que lo
mutación especifico que so
muestro en el inlorme no
represente lo mulación real
presente debido o lo
reoclividod cruzado de los
ensayos. Por lo tonto, lo
mi.1Cstrasolo se debe
identificar como Wmulotion
detected- (mutación
detectodol.

Resultado válido: más de un
tubo de mutación es válido
pola la mismo mucstro.
lo combinocián no es
compatible can los patrones
de reactividad cruzado
previstos. Consulte lo
tabla 8. Si bien cs poco
frecuente, la mueslro puede
contener mós de uno
mutación.

Manual dll liSO del kit tfJeroleteen aRA/' ROO PCR

-

Indicador

SAMPtE]OSITIVL
ANDjNVAUD

:SNi:¡;iE~p6SiTlVE_
'AND_
IUNCLASSIFlABlE

I
l _

50

ASINO
.14.9483
AB SA

MARISOL
6100U1MICA'
OT.TECNO

49

Lo labio conTinóo en lo JlÓSlno .igui"""'.

Acción

Si el estado vólido de lo
muestro es -mutalian
detected- (mutaci6n
detectado!, no es preciso
rcolizor ninguno acción.

Si el estado de lo muestro
cs winvalid- (no válido),
configure uno nuevo serie de
PCR poro repetir lo muestro.
Si el resultado sigue siendo no
válido 01 repetir lo serie de
PCR, extraigo lo muestro de
uno sección FFPE nuevo.
Configure uno nuevo serie de
PCR poro analizar lo nuevo
extracción. Si el resultado
sigue siendo no válido, vuelvo
o analizar lo segundo
cxtracción. Si lo muestro no
genero un resultado válido
al finalizar esto seric, se
asignará o lo mUl!stra un
estado mlllacianol
indeterminado y no se IIcvoró
o coba ningún aIro an6lisis.

Significado

Tubo peuo muloción no
válido: el volar de C,
de FAM es demosiodo
ba¡a poro lo muestro.

Indicador

SAMPtE_
MUTATtON_
EARlY_DElTA_CT



" .'

Control de calidad Características -derEmdimiento

Tabla S, Volores de corte establecidos para cada ensayo de mutación

Límite de blanco (LOR),intervalo de funcionamiento y valores
de corte

:;;7,0

V600R

:;;6,0:;;6,9

Anólisis de mutación (6.CT}

V600D V600K

:;;7,0

V600E/Ec

Valor de
corte [6.CT)

El intervalo de Cr de la reacción de control se estableció entre 21,95 y 32,00
de CT_

Los valores de corte y el intervalo de funcionamiento del ensayo se verificaron
mediante estándares y 102 muestras de FFPEadicionales (exclusivos). Durante
lo verificación, se estudió lo copacidad de los valores de corte para distinguir
la mutación correcla en un entorno de ADN nativo mediante la valoración de
cada ensayo con un nivel alto de introducción de ADN genómico y un nivel
alto de introducción de mutación (consulte el apartado NReactividod cruzada N

en la pógina 54) También se estudió el impoclo del nivel de ADN introducido
sobre la mutación (consulte el apartado "Impacto del ADN introducido sobre
los valores de 6.C{ en la página 53),

Se analizaron un total de 143 muestras de FFPEen un estudio que sigue los
requerimientos de NCClS EP17-A (2004) para determinar ellOB y los valores
de corte poro coda ensayo de mutación. También se determinó el intervalo de
funcionamiento para en ensaya de control. Las valares de corte se establecieron
tal y como se indica en la tabla 5.

MARISOL MAS1NO
Bl00UIMIC - M.i'l.9483
DT _TECN LAS S.A.

Es importante que la cantidad y calidad del ADN de la muestra se evalúe antes
de realizar el anólisis de la muestra con el kit therascreen BRAFRGQ PCR. La
mezcla de control adicional (Orl) se suministra para determinar si el valor de CT
es aceptable poro el ensayo. las lecturas de absarbancia no deben utilizarse,
puesto que no correlacionan los valores de CTen los muestras de ADN
fragmentadas.

Debe prestar especial atención a los fechas de caducidad y condiciones de
almacenamiento impresas en las cojas y etiquetas de todos los componentes.
Na utilice componentes caducados a mal almacenados.

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

Es preciso ceñirse estrictamente a las instrucciones indicadas en el Manual del
kiltherascreen BRAF RGQ PCR para obtener resultados óptimos. No se reco-
mienda la dilución de reactivos distintos a los descritos en este manual. De lo
contrario, el rendimiento se verá disminuido.

los resultadas del producto deben interpretarse dentro del contexto de todos los
hallazgos clínicos o de laboratorio y no han de utilizarse independientemente
para diagnóstico.

los estudios de verificación se han realizado con ayuda de ADN humano
extraído de muestras tumorales fijadas en formalina e incluidas en parafina
y estóndares sintéticas adecuados para estos estudios.

El producto ha sido verificado con el kit QIAamp DNA FFPETissue de
QIAGEN_

Limitaciones

De acuerdo con el sistema de gestión de calidad con certificación ISO de
QIAGEN, coda lote del kit Iherascreen BRAFRGQ PCR se analiza en cuanto
a los especificaciones predeterminadas para garantizar la uniformidad de lo
calidad de los productos.

Mcmualde uso del kitInerascreenBRAFRGQPCR 12/20t 4 " " Manual de u.o del kitInerascreenBRAFRGQPCR t2/2014
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Tobla 4 (continuaci6nj Tobla 4 kontinuoción)

f.Aanuel do us(! del lit tf¡eroJcfOfIn BRMROOPCR 12/201.4

Indicador Significodo Acción

S~PtE_CTRL_ Muestra no vólido; Configure uno nuevo serie de
INT_CTRl_EARlY_ volar de C. de HEX PCR poro repetir lo muestro.
a demasiado boio poro Si el resuhodo sigue siendo no

lo muestro (control válido 01 repetir lo serie de
interno). PeR, extraigo lo muestro de

uno sección FFPEnueva.
Configure uno nueva serie de
PCR poro onalizar lo nuevo
extracción. Si el resultado
sigue siendo no válido, vuelvo
o analizar lo segunda
extracción. Si la muestra no
genera un resultado válido 01
finalizar esto serie, se
osignorá a la muestro un

\\ estado mutacional
indeterminado y no se llevará
o coba ningún otro análisis.

- - -
:S~PlCCTRL_ Valor de C1 demasiado Configure una nueva serie de
,INT_CTRlJAll alto (o ousencia de CTI PCR poro repetir la muestro.
I poro el control interno Si el resultado sigue siendo no

(HEX}y volar de C1 vólido al repetir la serie de,
demasiado olto PCR, extraigo lo muestro de

, (o ausencio de C¡J poro uno seccián FFPEnuevo.
el ensayo de control Configure una nuevo 5efie de

, ,'AMI. PCR paro analizar lo nuevo
, extracción. Si el resultado,

sigue siendo no válido, vuelva:, a analizar lo segundo
I extracción. Si lo muestra no <
, genero un resultado vólido MARiSOL ASiNO

01 finalizar esto serie, se BlOOlllM'lC,," .N.9483

asignara o lo muestro un Di -iEeN AB S.A.

estado mutacional

\
indeterminado y no se lIevaró
o cabo ningún otro análisis.

I
l" ",bIo C(>r11irnig tn lo p6gin<l '1vJ¡.nt..-

Manuel de uS(! del ~i! therolcr~" BRAFROOPCR 12/201¿ "

Indicodor

SAMPtEJNT_
CTRLFAIl

,.

Significado

Volar de Cl demasiado
aho (o ausencia de (,1
poro el control interno
(HEX)y ausencia de C,
poro el ensayo de
mutación (FAMI.

Acción

Si el estado de lo muestro es
-mutotian detecled- (mulación
detectado}, no es preciso
realizar ninguno acción.

Si el estado de lo mueslro
es -involid- {no válido},
configure una nuevo serie de
PCR poro repetir la muestro.

Noto: si el error del conlrol
interno se debe a uno inhi-
bición de PCR, diluir lo
muestra podrfa reducir el
efecto de los inhibidores, pero
debe tenerse en cuento que
esto también diluirlo el ADN
objetivo. El k.itincluye un tubo
de aguo poro 10 dilución de
lo muestro (DiI.l.

Si el resultado sigue siendo
-involid- (no válidol 01 repetir
lo serie de PCR, extraigo la
muestro de uno sección FFPE
nuevo. Configure uno nuevo
serie de PCR poro analizar
la nuevo extracción. Si el
resubado sigue siendo no
vólido, vuelva a anolizor lo
segundo extracción. Si la
muestro no genero un resu~
todo válido 01 finalizar esto
serie, se osignoró o la
muestra un estado mutacion
indeterminado y no se lIev fJ..." .~
o cabo ningún otro onáli bJ:.. ::::... -n .

", ;:;::-....0 ~,y c: .
lo.,C;sQ O .b'b \ .'~ . .Y

.L~~D.



Tabla 4 (cantinuación)-

Indicador

SAMPlEJNT_
CTRL_EARLY_CT

Significado

Tubo paro mutación no
válido: el valor de CTde
HEXes demasiado bajo
para la muestra [control
interno).

Acción

Si el estado válido de la
muestra es "mutation
detec!ed" [mutación
detectada), no es preciso
realizar ninguna acción.

Si el estado de la muestra es
"invalid" (no válido), confi-
gure una nueva serie de PCR
para repetir la muestra. Si el
resultado sigue siendo no
válido 01 repetir lo serie de
PCR, extraigo la muestra de
uno sección FFPE nueva,
Configure uno nueva serie de
PCR para analizar la nueva
extracción. Si el resultado
sigue siendo no válido, vuelva
a analizar lo segundo
extracción. Si la muestra no
genera un resultado vólido
al finalizar esta serie, se
asignará a la muestra un
estado mutacional
indeterminado y no se llevará
a cabo ningún otro análisis.

la tabla conhnúa en la pagino "gu,ente.

MARISOl.:
BtOaulMtCA
OT.tECN

ASINO
M.N.-9.S3
AS S.A.

rabio 4 (continuación)

lndicodor

SAMPLEJNVAlID_
DATA

Significodo

Tubo para mutación no
válido: no se pueden
interpretar las datos de
fluorescencia para el
control interno.

Acción

Si el estado válido de la
muestra es "mutation
detected" (mutación
detectada), no es preciso
realizar ninguna acción.

Si el estado de la muestra es
"invalid" Ino válido),
configure una nueva serie de
PCR para repetir la muestra.
Si el resultado sigue siendo no
vólido al repetir la serie de
PCR, extraiga la muestra de
una sección FFPEnueva.
Configure una nueva serie de
PCR para arlOlizar la nuevo
extracción. Si el resultado
sigue siendo no válido, vuelva
a analizar la segunda
extracción. Si la muestra no
genera un resultado válido
al finalizar esta serie, se
asignará a lo muestra un
estado mutacionat
indeterminado y no se llevará
o cabo ningún otro análisis.

lo tabla continúo en la pógina siguienle,

. ,"
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Lo frecuencio de ocuerdo negativo se debe o lo detección de mutación en
.4 muestras denominodos nalivas por lo seeuencioción y positivos o lo muloción
VóOOEjEc por el kit lheroscreen BRAFRGO PeR. Esto es debido o 10 mayor
sensibilidod de los tecnologías Scorpions y ARMS.

I-l\;
l\:I
CIl

Manual dI! uSOdl!l ~jl "-olcnt<tll BII:AfRGOPCR

Parámetro (nivel Intervalo de
de introduccion Diferencio conlian:r.o del 95%

Ensayo deADNI estimada {Aed ~nferior, superior!

VóOOE {El A1to- Medio 0,56 0,22; 0,90

V600E IEI Bojo- Medio 0,01 -0,33; 0,35

V600E IEcl Alto_ Medio 0,48 0,12; 0,84

V600E IEcl 8ajo- Medio 0,26 -0,10; 0,62

V600D Alto-Medio -0,32 -0,58; -0,06

V6OO0 Bajo- Medio -0,43 -o,ó9; -O, 17

V600K Alto -Medio 0,10 -0,10; 0,30

V600K 8ojo- Medio -0,33 -0,53; -0,13

V600R Alto -Medio -0,12 -0,28; 0,04
-

V600R Bajo - Medio -0,62 -0,78; -0,46

Reactividad cruzado

54

analizaron un total de 9 estándares de mutación poro codo ensayo de
mutacián. En lo tablo 7 se muestran los resullados de ladas los ensayas.

los diferencias estimados en lo media de Ae, entre codo por de niveles de
AON introducidos, tal como se estimaron o portir del anólisis de regresión
lineal, se encontraron todos entre:!: 1 Cl. Por lo tanto, los 4 ensayos de
mutaci6n se consideraron equivalentes o niveles de introducción de ADN altos,
medios y bajos.

Tablo 7. Diferencias estimados entre niveles de introduccián de ADN

Se analizaron esl6ndares con un n¡vel olto de ADN introducido y un nivel alto
de contenido de mutación (100%1 poro evaluar el potencial de reaetividod
cruzado de cado ensayo. Los resultados de reoctividad cruzoda permitieron lo
campilacián de una tabla lógico de eslado de lo mutocián, 101 como se muestro
en lo labIo e. El ~oftware BRAFCE Assoy Packoge utilizo la lógico de lo
reoetividad cruzado paro determinar el eslado de muloción.

ASINO
M.tt, 11493
AB S.A.

","'l,",SOL
6100U,~ICA
DT-TECN

Frecuencia l'%J
9ó,08

100,00

95,29

Concordancia global

Puntvación COn(ordan(ia positivo

Concordancia negativo

Tabla 6. Anólisis del grado de concordancia

Medida de acuerdo

~ '- ---J

Exactitud: Comparación (on el método de referencia analítico
Medianle un estudio, se demostró lo concordancia del estado de mutación del
kit theroscreen BRAf RGQ PCR en relación con la secuencioci6n bidireccional
de Songer. En dicho estudio, se analizaron 126 muestras de FFPEcon
mediciones esladislicos de acuerdo/desacuerdo del requerimiento EP12-A2
del ClSI1200BI. Se obtuvieron resultados válidos poro 102 de las muestras de
fFPE, tonto poro el killherCl$creen BRAFRGQ PCR como poro la secuencioción
bidireccional de Songcr. Se utilizó el método Pyrosequencing!l paro confirmor
el estado de lo mutación cuando el estado de mutación de lo muestro no coio-
cidio con el acuerdo entre lo secuencioción bidireccional dn Sanger y elldt
fheroscreen BRAf RGQ PeR.
lo Tobla 6 indica el anólisis de acuerda entre el kit therascreen BRAFRGQ PCR
y la secuencioción.

Impacto del ADN introducido sobre los volares de Ó.el
Se evaluó el ímpacto de los niveles totales de ADN introducido en lo
determinoción del estodo de mutación con el killherO$creen BRAFRGO PCR
como porte del estudio de verilicocián de los volares de corte y el intervalo do
funcionamiento del ensayo. Se pretendio verilicor que los mutaciones detec-
tados por el kit Ihera5crtten BRAFRGO PCR coincidían en niveles distintos de
ADN introducidos en el intervalo de funcionamiento.

Se prepararon estándares de mutacián con porcentaje olla, medio y bajo de
mulación (100%, 50% y 3 )( LOOOk, respectivamente} en un entorno de ADN

~"o '00 0,••1" d. 'o"odocdóod. ADN.ho, m,d" y bojo,p" lo"0", ••

V\ --:nual do 1,1,0 dol ~jl r!.erclJerll«lBRAfRGQPCR 12/2014 53



Efecto de la melanina en el rendimiento del kit

Ellímite<hlkll dekK:cionllspOro01 onsayoV600E lO co~ poro losmutocicnn V600E
y V600Ec.

Tablo 9. Valores de LOOparo codo ensayo de mutación (nivel de introducción
mediol

Toblo 8. Nomenclatura del estoda de mutoción de la muestro

V600E/Ec VóOOD V600K VóOOR Estoda de lo mutoción

Positivo Negativo Negativo Negativo
Positivo poro V600E
o V600Ec

Positivo Negativo Positivo Negativo
Positivo poro V600Ec
o V600K

Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo poro V6000

Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo para V6000

Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo poro V600K

Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo paro V600R

Valores del límite de detección (lOO)

Ensayo (mutoción}'

V600E {El

V600E (Ec)

V600D

V600K

V600R

lOO C" en nivel medio de ADN introducido
(porcentoje de ADN mlflante en ADN nolivo)

1,82%

4,31%

3,19%

4,34%

4,85%

."

Se realizó un estudio poro determinar ellOD de codo una de los 4 reacciones
específicos de los mutaciones incorporados en el kit Iherascreen BRAFRGQ
PeR. En este estudio, se definió el lOO como lo cantidad más bajo de AON
mulonte en un entorno de ADN nalivo o lo que uno muestra mulante propor.
cionorá resultados positivos poro lo mutación en el 95% de los resultodas de
las pruebos ¡C9S).

Poro determinar el lOO de codo ensayo, .se prepararon estándares de muto.
ción de distintos porcentajes con un nivel medio de ADN introducido y se
analizaron con el kit IhcfOscrcen BRAFRGQ PCR. EllOD de cado ensayo
se calculó por regresián logistico. Poro verificar el lOO de coda ensayo, se
prepararon estándares de mutación en ellOD determinado. Se analizaron
sesenta replicas y se verificó lo toso de pruebas positivos.

El lOO verificado con un nivel medio de ADN introducido se muestro en lo
tabla 9. Con niveles mós altos de AON introducido, se espero que los vtllores
de lOD seon mós bojos que los volares indicados en la tabla 9.

MARISOL
BlOOUIMIC
OT.TECN

A~IN('
. M.H i4083
L.AB S.A.

El ob¡etivo de este estudio consistia en evaluar el impacto de lo melanina, un
inhibidor conocido de lo PeR presenle en los mue!tras de melanoma, en el
rendimiento del kit Iheroscreen BRAFRGQ PCR. Poro ello. se oñadiá melanina
direclamente o muestras de ADN antes de analizarlos con el killheroscreen
BRAFRGQ PCR en untl voriedtld de concentraciones (0-250 ng/reacción}.
A continuación, se valoró el efecto en los volares de óCr y en el estado de
muloción de las muestras analizadas.

los resultados revelaron que uno concentración boja de melanina no tenia
efecto en el volar de ÓCTy un efecto minimo en el de óC, o niveles medios
de concentración de melanina. Por lo tonto, en nivele! de concentración bojos
y medios. puede determinarse que lo melanina no afectó lo capacidad de 105
ensayos poro detector mulociones. A 180 ng/reocción el control inlerno folió,
lo que indico lo presencio de inhibidor y, por lonto, se permite lo detección
de inhibidores antes de que lo identificación de mutaciones se veo afectado.

ltls concentraciones de melanina que se suelen encontrar en el uso normal no
interfieren con lo capacidad del killhera5Creen BRAFRGQ PCR paro distinguir
entre mueslros positivos y negativos ° lo mutación .

En lo tabla 10 encontrará un resumen de 105resultados.

./
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Tabla 10. Cantidad de mekmino analizada en cada ensayo

Reproducibilidad
Se implementó un modelo de estudio matricial poro valorar la reproducibilidad
mediante el anólisis de estóndares en 3 laboratorios (sitias), con 3 lotes de kits
Iherajcreen BRAf RGQ PCR (2 en codo sitio), usando 2 usuarios por sitio, en
2 equipos por sitio, durante .4 dios alternos. lo reproducibilidod se demoslró
con un nivel de mutación bajo (3 x lOOI poro ensayos de mutación y un nivel
bajo de AON nativo introducido poro el ensayo de control. lo precisión de
codo ensayo se calcul6 en los 3 sUios, junIo con estimaciones de precisión
del 95% (tabla 12).

- ,

-
'\-l\:)
N
CJ'

Intervalo de confionzo del 95%
(inferior, superior)

0,42; 0,76

0,67; 1,22

0,66; 1,21
----~_.-

0,62; 1,14

0,47; 0,86

0,49; 0,89

0,54

0,87

0,86

0,80

0,61

0,63

. -
Monual de uw del lit lhero=een BRAFROO PCR 12

Precisión

VóOOE (El

V600E (Ec)
~~~~~

V600D

V600K

V600R

Ensoyo

Control

Tabla 11. Estimaciones de precisión de lo repetibilidod

Precisión Intervalo de Precisión In!ervalo de
(""!re confianza del {dentro de confianza del
series 95% (inferior, lo serie 95% (inferior,

Ensoyo onolíticosl superior) onolitico} superior)

Conlrol 0,30 0,25; 0,39 0,16 0,13; 0,20

V600E (El 0,74 0,61; 0,94 0,57 0,46; 0,74

V600E (Ecl 0,79 0,64; 1,01 0,76 0,62; 0,99
-

V600D 0,47 0,38; 0,60 0,46 0,38; 0,60

V600K 0,37 0,31; 0,48 0,37 0,30; 0,49

V600R 0,44 0,36; 0,56 0,44 0,36; 0,58

Tabla 12. Estimociones de precisión de lo reproducib~idod

"

MASINO
_M..N.9483
LAB S.A .

'MAR.lS0
• 9100UIMI
. QT-TEC

57~--

Concentración de Estodo del control intemo
melanina Ing/rcocci6n) Cambio en óe, IcorrectojinCOlTlICto1

O O Correcto

60 -0,20 Correcto

100 -0,61 Correclo

150 -1,21 Correcto

180 -2,15 Incorrecto

Repetibilidad
Se implementó un modelo de estudio matricial poro voriar el usuario, el dio,
lo configuroci6n de la placo y el equipo (1 fin de determinelr lo precisión del
ensayo dentro de la mismo serie analítico y entre series distintos. lo repelibi-
I¡dad se demostró con uno introdu<:ci6n de ADN de nivel bojo de 3 )( lOD
pare los ensayos de mutación. Además, se determinó el porcentaje de identi-
ficación de mutaciones positivos poro codo ensayo cuando se analizaron con
su estándar de mutación especifico. En codo ensoyo de mutación se obtlJYicron
el 100% de identificaciones de mutaciones positivos.

los valores de la precisi6n se exponen en lo labIo 11.
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Símbolos

W~24> Contiene suficientes reactivos poro <;24> reacciones

Fecho de caducidad

Apéndice 1:protocolo manual del kit therascreen BRAF
RGQ PCR
Este apartado contiene instrucciones poro utilizar el kitlheroscreen 6RAf ROO
PCR con el software RGO, versi6n 2.3 en el modo abierto (es decir, sin utilizar
el software BRAFAuoy Packoge).

Dispositivo médico paro diagn6stico in vitro

Número de referencia

Número de lole

Número de material

Información general
• Para obtener una listo de los moleriales necesarios, consulte lo p6gino 9.

• Poro obtener instrucciones sobre lo preparación y lo disposici6n de los
muestras, consulle los apartadas Mprolocola: valoración de las muestrasM,
en la página 15, y -Protocola: detección de mutaciones de BRAF-, en lo
p6gino 27.

Componentes

Contenido

Protocolo: creación de un perfil de temperatura
Antes de empezar, cree un períil de temperatura poro el anólisis de BRAF.
Los parómetras de ciclado son los mismos poro lo valoración de muestras
y la valoración de lo mutación.

Número

Número mundial de artículo comercial

Procedimiento

En resumen, los por6metros de ciclo son 105 siguientes:

l. Haga doble die en el icono det softwore Rotor-Gene Q, versión 2.3, situado
en el escritorio del Pe conectado 01 equipo Rotor-Gene Q MDx.
Poro crear un nuevo molde, seteecione "Emply RunM(Serie vado) y hago die
en "New" {Nueva} poro occeder ol"New Run Wi~ordM (A¡;istente poro A __ -

series ñuevosl. -- - - -- -

ciclos Tempenrturo Tiempo Obtención de dotas

95 oC 1S minutos Ninguno

r 40
,

95 oC JO segundos Ninguno

L_ 60°C 60 segundos Verde y amarillo

TolOO13. POfÚmclros de ciclo

.MA
• ~.N. 9<1832.
I.AB S.A.

limitaci6n de temperahJra

Fabricante

Consultor las instrucciones de uso

Precaución

Mantener alejada de la luz salar

%
••
0Il
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3. Seleccione .72.Well Rotor'" (Rotor de 72 pocillos) como tipo de rotor.
Confinne que el oníl1o de "¡Oción esté sujeto y morque lo cosillo .locking
Ring AltClched. (Anillo de fijación sujetol. Hago dic en .Next. (Siguiente)
[Ilustración 21).

4. Inlroduuo el nombre del uSUCIriO.Añada los natas que desee e introduzco
el volumen de reocción como 25. Asegúrese de que .Somple Layout.
(Disposición de muestras) indica .1, 2, 3...•. Haga die en .Next" (Siguiente)
(ilustración 22).

Ilu.trad6n 22. IntrodllCción del nombl'fl del us"",no y los y ••U'menes de ff!O«i6n (1 _ C••mpo
"Ope'a!«" [Operador). 2 • Campo 'NO!cI" INGles]. J • Campo "Recclion Va/umtl"
(Volumen de reoe<:iónl. 4 • Campo 'Somple layovt" [Disposición d" mueJlral). 5 • BolÓn
"N••ld" ¡Sigui.mtel1

1

2

3

rluslroci6n 21. Cuodro d••diólogo .NflW Run Wizarcl- lAlillentll poro W!rlet nuevlnl
(1 • "R••klf Typc' [Tipo de 'olor]. 2 • Co,illa "Locling Ring Anoch...l" [Anillo de fijoclón
suj••to]. J ••Ilolón "N••.d" [Siguientell

1

2

3
4

_RunWI,.,d l'iJ
1••••••••• -. _..""."....-.. "" ••••••• e.:- ••••""*lo_ ;~•....._-"<IN"'~ ••••••••.-lI••_ ••h>__ ..._"_r .."'i> ,'-- '- :.....••..-__ h

ti,,". _"''''t>-y ••
....<1<1- ••••~.-_ ..--

,
1 ,- 1" "

~ .•... : 11.U_ .
-

$1 ••_1 "''"'" ~.. 5
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5 .. Hogo.die en.eI.botón "Edit Profile" lEditar.perfiQ situado en el cuadro de _
diólogo "New Run Wizard" (Asistente paro senes nUllYasl f¡lustroción 23)
y revise los parámetros de la seTie analitico según los posos siguientes.

7. Cambie el volor de .Hotd Temperature. lMontenCT temperahlral o 95 .C
y "Hold Time" (Mantener tiempo) en "15 mins O secs~ If5 inin'O 51. Hago ,-
die en d bot6n "'nser1 After'" Onsertar después) y selc<eione "New Cycling"
ICidos nuevos) mus!Toei6n 25).

rlustroci6n 25. Pmo d" incubación inicial o 95 "C (1 •• Botones"HoId Temperat\lr". [oV.ontene'
t=peralura) y "HoId Ti""," [Montenllr tiempo], 2 •• BoI6n .Inoert ofto,"¡lnsertor d••,pu6.],
3 • "New Cyding"¡Ciclo$ nueYl)l!l

1

2

3

"t•.._ "'l
J • " •- - _. -,............-'1_.._ ,......__ ........._

""''''._---, I.-_"..-_o --, -_.'---,---. .•.••,~--".J • . r-' -"-'"'"-'- ••1_

- --- - - - --

r _ ••••• Pl<ao: CIO.ltiI W!o"IIo

I
.•.~...
_;-,""b<Jo-

[dilPloAo •.

~S_.

"- '- 0.- o., ú••••tl••• I
0- •••• "'"" ,

[di, . I,- - ••• ,,,- ••• .'"" , [ •• G ••.• I,. •••• •••• ,
"""" •••• no. , - I
"" •••• "'"" ,

ReoetDddsl

G •• ~_ I -

1

I1ustrocilln 23. Edici6n del pMillJI

6. Hago die en ef botón "Insert trft-er'"Onsertar despuésl y seleccione .New
Hold at Temperature" (Nuevo fose de temperatura) mus!Toci6n 24).

••••. tl l.l ••- - _ .. -,•••••••••• _ ••••••••••__ , ••• co •••••• _

I _r-'--.-' ~
,-' -', ---~,,_•..•

1
2

MAíUSOL'
, BIOOUIM1~.
OT.TECNO

ASINO
,N.9483
8 S.A.

l1u.troci6n 24. In.errión de un poso de irKuba<:i6ninicial (1 •• lloI6n "¡nsen ofter"lln, ••rtat
desp.>6sl. 2,,, ."New HoId 01Ternpe<otut-••• [N~ fOle dlll""'pe<oI\Iroll
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1
:J:
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1,

i ~..- r
I L

[

,...__ ..~_.
tId _"'~" __ "_',._ •• ''' ''''_

th •••__ ••_,-ttu::I

.t. e;. w o)--o, _,......•..•._,;-,;--.. ..-,..•....-_ -
I lllWJul1uWillHt\MIlli

2

9. Seleccione el segundo paso y establcuo c1volor en "60.C for 60 sees"
(60 .C para 60 sI. Pora activor lo obtención de dotos durante este paso,
seleccione el botón "Not Acquiring" (No adquirir) [Ilustración 2n.

----"---.l
Ihntrac:ión 27. Pato da ciclada a 60 ~ 11 _ A¡us~ de temperatura y tiempo de ~undo paoo,
2 • Botón "Na! Acc:¡uiring- [No aclquiri'll

2

.,..- '":.r.to: " •- __ o -1•••••••••• _"'_ •••_ , •••••••__ •• _ ••••_

~~~~~f~.~~~~~,,~,~DJf~r~~~.~1~W1W{~~V
Od~.__ ••_.

12
__ 1

I
__ 1

~
r•••_"";".:.~ ••••~CI-o~_o"'''''_''_'''_.•..•____ ••__'r__ . , ••• "" •• :ro •••..•- .

~~-.- /~- r.o:; •• ",_
¡- •••••••.•. /r._

•

1

3

8. Combie d número de repeticiones de ciclo (1 40. Seleccione el primer pa~ y
establezco el volor en "95.C for 30 sees- (95 oc poro JO 51 (ilustrcción 26).

I\""roción 26. Paso de cidado a 95.C [1 •• Co,ilb de repelicione. ele ciclo, 2 ••Ai".t ••
~ tempero!lMo dI! primer pa'o, 3 •• Aju.\!l de llempo de pr;m/I' pa>Cl)

-
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1

2

3

,a,.""" >lJ
J • e " •- _ •..••. -,.._ .•.•._,~_..-...•......._ •.•...•.-

I WuWlliW1V!t1!WJ»lWJlU~lU~"" ..._ .•..._.,...• - •••• 1.. --1I ..=J..._-~-"' ..._ ..._ .•..._, .._ ......•..•-_ •.•.-._- o

r U~~ "", •• JIt_

o- \_ ..•....•• 'r.'( •• ~_ •.~
I l..-'-,~- _ ..•....

'-

. •
Ihntroci6n 29. E1iminad6n dd pa10 de exmlli6n (1 • Te~er poso, 2 • 8oI6n poro "l¡mi•••••.,
J ••Botón "OK" (Ac"plmll

2

1
•o'

,..

~ a...-.....;
)l' I

"-~

'"1

FNoI"'. 5VBIl e;....., , •••F\.onc ••.••E••':;-'~.Me>«o n.co C!I9"
JOE >J. VIC.v.tlO<. IETi'. tAL f'lo:o GoIJSlll~. y~_y..,.,'
IQ{J••0lI. ru. _SI11".CpJ5~. l •••• Aod"._ ru. S"
M"'. o-.61lI'.~ ••ru. G33~
0....705"'._ ru. S9:1'

SY'TO!".h.a. •••• '

.",""ca ••
••••
"""••••••••"..••••

lo--.._.--....t .•••••_ ••.••.••.•.•le/l"'<1_,).lo_~_.........-.,¡.~.n•.••rr¡Jfftrdk!...:I-.<. 10._ "-'-.ckl.'<.

ilcquhltlon

10. Establezca .Green" (Verde)y .Yell~~{Amarinal cama c(males de 11. Seleccioneel tercer pasa y e1iminelamediante el botón ••••.Haga dic en
obtención. Porc ello. seleccione el botón ">~parc transferirlos de la 1f","',-------------- ..OK".1AeeptortlilustrociOn.29)e. ----- - ._
"Available channels" (Canales disponiblesl. Haga die en "OK" (Aceptar)
[Ilustración28).

duotroci6n 28. Ad'lui.ici6n en d pa10 de <idado o 6O.C (1 •• C(lnale, •••l.tccionad01,
2 •• Botón "m" (AceplorJ1

OC
UlOOÚ11olICA•
DT-TECNO

¡;\.- ••

.11 Sl40::
B S.A.
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,-- ---' •••(.MOp'-...a_~,.. . ¡Xj,

13. Hc;Jgodie en el botán "Optimise Acquiring" (Optimizar adquisiciónl. Poro
codo conal, se muestro lo configuración de cono!. Acepte los volares
predeterminados haciendo die en "OK" (Aceptar! flClra ombos canales
[Ilustración 311.

1

2

r
r

12. En el cuadro de diálogo siguiente, haga die en el botón "Gain OplimiKllion"
(Optimización de gonondollilustroción 301.

1~11~~jl~~j~lj11.~.1.l!¡~j~l~
['-PIdio I-~

~

~_ 110••• 0.0.- G••.• ~,~I...., .- ~11)m ~ ,. I.- ~ - ,.- - Oh • [61G_. I~ - •••••-- no. , "- I- •••• ~llfto 1
"" ••• DoI.J>I

1 :G ••• ~.

Slco""'" 1 «••••. I ti"''' 1
lIu1tración 30. Optimimci6n de Icl genc",cia (11

-- I
l!.ntración 31. Optimimei6n de la ganancia cutomáti«I para d tonal ¥U'de
fl •• Botón "Op:ímbe Ag¡uíring" (Optimiwr odquillci6n]. 2 •• Botón 'OK" (Accplgrll

~----------
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14. Active 'Ia-«nillo "Perionn Optimisotion befare 1st Acquisition" (Ejecutor lo
optimización ontes de lo primero adquisición) y, ocontinooción, hogó die -------
en el botón -clase" (Cerrar) paro volver 01 osistente [I1ustroci6n 32).

AuIO-GaI"O¡rlImIwtIll" Selul' [)S

Procedimiento (manual!
Protocolo: valoración de las muestras {manual!
Este protocolo se utilizo poro valoror el AON tolol omplificoble de los muestras
y deberío oplicarse antes de realizor el análisis de mutación de BRAf.

Prepare las muestras tal cama se describe en el aportado -Protocola:
valoroción de lo~ muestras., en la página 1 S.
Configure la serie de PCR en el equipo Rotor-Gene O MOx tol como se
describe en el aportado .Protocolo: configuración de lneroscreen BRAF
PCR RGO., en la página 71..
Una vez finalizado lo serie, analice los datos según las instl'1,lccionesdel
aportodo -Análisis de los dalo$ de valoración de los muestras-, en la
pógina 80.

•
•.,

•
••• I i,.- I'~
•••••• 1

1'-" l'
:1

:¡ 2

O'J-",,-!
•••••G••.•

""

I~;
.tu<-G ••• ~ •• _..., I\D<...-a> ""..., •••••••• ¡j

"\,
_o-> ••..••._l ....~~_~

I O<C~ T",,""Ot<Jl\.anoo<'C._".bol.r.;,"'~""'"~"" ..~s.._......,¡:-3""" ••.•,
1Moloo;" 1~~1

1-HE1~b~
'r ""'~"'¡;()D_""I~Ol¡¡""

CNt'n!I S<f'"", -

,
1S. Haga die en -Nelct" (Siguiente) para guardar el molde en una ubicoción

apropiada. Poro ello, semiane -Sove Templatc-(Guardor molde).
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Protocolo: configuración de theroscreen BRAFPCRROO
1. Abro el $Oftware Rotor-Gene Q (2.3l y acceda 01perfil de temperatura

apropiada (archiva .ret).
Para obtener imtn.rcciones sobre cómo crear el perfil de temperalura
y comprobar las parámetros de la serie analítico, consulte el aportado
~Prolocolo: creación de un perfil de lemperatura~. en lo p6gino 60.

2. Asegúrese de seleccionar el rotor (orrec:to y marque lo (aSma para
(onfirmar qve el anillo de fi¡Cción esté suieto. Haga clie en "Next"
(Siguientel (ilustración 33).

lluslnl<ión 33. c..adro de di61ogo "New RI,If1 Wizord8 (Asis""'"' paro s.enes nlleYas] y pantol\o
dI! inicio II _ "Rol"" TYP"" [Tipo dI! reto'l. 2 ••COI¡1\o"lo<;king R¡ng Anoched" ¡Anillo de
fijoción wjllta]. 3 _ Botón "Na"'" (Siguicnlell

-

'.

Protocolo: dctecci6n de mutaciones de BRAF(manual)
Cuando uno muestra es correclo según lo evaluación de muestros, se puede
analizor poro delector mutaciones de BRAF.

• Prepare los muestras 101como se describe en el oportodo -Protocolo:
detección de mutaciones de BRAF-, en lo página 27.

~

• Configure lo scrie de PCR en el equipo Rolor-Gene Q MOl( tal como se
describe en el apartado -Protocolo: configuración de theroscreen BRAF

• PCR RGQ-. en lo p6gina 74.

• Uno vez finalizado lo scrie, analice 10$dolos según los instrucciones del
oportodo •Análisis de los dolos de lo detección de mutaciones del gen
BRAF-, en lo pógino al.

,
I

Manual de u>o del kit ,f.eroJ<:relln BRAf ROO PCR 12/201 t "
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3. Introduzca el nombr(l del usuariO. AñadolO1 ñatas que desee y compnJl!be
que el volumen de reocción esté configurado en 25 y que '"Sample Layout'"
(Disposición de mucsln:U) indique .', 2, 3 .••.•• Hago die en '"NelCt"
(Siguiente) frlustroción 34).

- r .4.'~ lo s-¡~U1eñlevéñldi'fd péi'fl'lile ecfitarel-perfil-dC'lemperoNro. No es
necesario edilor, porque el perfil de temperatura)'tl se ho creodo segün
los instrucciones del aportado "Protocolo: (rcoción de un perfil de
temperatura", en la págil'lCl 60. Haga dic en "Ncx'" (Siguiente)
[Ilustración 35).

.'

TI •• __ ••••••• 10> ••••••• ee.-••.~
cl<l.•.••,,<><_"'" r. _ •• _.,~ ••.••__

1

~~
'- -- •• t-ooll_ I ?_~ '10-<0 ,,- , • ,. I,- -- ,

'- " :O 2 •••• - 0_ , [dl t•.•• I,~'" •• -- ,
I-- ".. , -•...•- ., - - ,,- , ~••••o~•..•,1

G••.••~.

SI •• I",;, •• ~ I " b:' I ~•.•" 3
Sl ••_~ ,,~ad •.. 1

Iludraci6n 3-4. Pantalla ele opcionco -New RImWizard- ","¡sIente pe"';! ,"';e$ nuevos}
(1 • Campos °OperalDr-¡Ope,odor] y "Notos" [NoIo1]. 2. Campos °Ro:o<;tionVolumeo

[Volumen de reottión] y .Sompl.. Layout'" [DilpOJición de mucsl1os]. 3 • 8ol6n "Nex!"
[Siguianmll

",,"ISOL
9160U1MICA •
OT1.TECNO

IIustraci6n 35. Cuodto de di61ogo "New R"",Wimrd- lAJislenle poto ..,..;es nuevas) y pontollo
de ...rlCiOn de tcmpcnrruto 11 • Botón "Next" [Sig~ientll])

ASINO
)..: 9CB3
B S.A.
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S. Comprvebe el resumen y haga die en .Stort Run" {lnidar la wricl para
guordar el arc:hivo de análisis y comenzor lo serie (ilustración 36).

9. En el explorador de informes, hago die en .Cycling A. Grecn (Poge I)~
(Ciclado A. Verde (página 1]) en .Report Categories" (Categorios de
informesl(ilustración 37).

mJJJjOOHIJ~mllimJJll
- ':'...--"-,,,,,,--._e-..

I¡~
1

l!vstro{ión 37. &plorodor de informe, (1 • 80lón .Cyd¡ng A. Gre.:n (page l¡.(Clclada A.
"lIrOe jp6gina 1lJ)

1s.••••••
s...1_!

.-,.,_ ..•-----U.L•
-'-v_l:••.•-----~--[0,-
_,..,.._ •..•.1"i"'"_••_ .••..•_ ••.•••
_ ••••""0«5•••1_ ••__ •••••••.••••

$> •• ""''' 1 <el'" 1

l1ustroci6n 36. Cuadro dIOdiólogo WN_ Run W¡'urrd" (Asistentl! para leñ", nuews] y panllllla
dIO resumen p •• BoI6n .Slart Rlln" pnida, lo Il!fiell

10. Seleccione .Quantitation (FuI!Reportl" (Cuantificación i1nfonne completaD
en 'Templates. (Moldes) (ilustración 3BI.

1

Manuol de usa dellil lIlemJcreen BW RGQ PCR

~c..p.,-,....._-
t'~ •.to-J'_ll
todno"V_"_'1

11. Hago die en "Show" (Mostrar) pora generar el infonne.
12. Hago e1icen.Sovc As.IGuardar como) pora guardar una venión

electrónico.
13. Repita el procedimiento pora "Cyding A. Yellow (page 11" (Cidado A.

Amon11o (página 1D.

dustro{ión 38. lnform" d" euanrihcaci6n rrnfarm" complmo) ji)

7B
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6. Una vez iniciada la serie, aparece uno nueva ventana en la que puede
intraducir nombres de muestra en ese momento (1 bien hacer die: en "Finish"
(Finolizarj e introducirlos más larde 5Clecdonondo el bol6n .Sompfe"
lMlIestraJ durante KJ ejec:ución de la serie o una vez completada.
Al hacer die en "Finish ond lock. Samples"(Finolizor y bloquear muestrasl
se evito lo edición de los nombres de los muestros. El usuario debe
extremar lo precooci6n al introducir los nombres de las muestros poro
asegurarse de realizar corredamenle las pruebas y los anólisis de los
muestras.

Nota: 01 introducir el nombre de los mueslros, los pexillos vados deben
dejarse en blanco en lo columna ~Nome~ (Nombrel.

7. Una ve~ finoli~oda lo serie, analiee los datos según los aportados "Análisis
de los datos de valoración de los muestras", en lo página 80, o •Análisis de
los dotas de lo dete((ión de mutuciones det gen BRAf". en lo págino 81,
como correspondo.

8. Si necesito crear informes de cuantifkación, hago e1icen el icono .Repom.
OnfonnesJ situado en lo borra de herramientas del archivo de lo serie
anolitico Rotar-Gcne Q_
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Interpretación de los resultados {manuall
Una vez completada la serie de valoración o lo serie del análisis de mutación,
debe analizar los datos según el siguiente procedimiento.

19. Coniigore el umbral en 0,1-5.
20. Configure "Eliminate Cydes befare" (Eliminor ciclos anles de) en 15.
21. Revise los volares de Cl del conal verde.

• Control negativo: para asegurarse de que el molde no estó contaminado,
el control sin molde no debe generar un valor de CTen el canal verde
(FAM) por debajo de 40. Paro garantizar que la serie está configurado
correctamente, el control sin molde debe mostrar una amplificación dentro
del intervalo de 32,53 a 38,16 en el canal amarillo [HEX). Losvalores
especificadas son los comprendidos entre estos valores (ambos incluidos).

• Cantrol positivo: el control positivo (PC¡ de BRAF debe generar un valor de
Cr del ensayo de control en el canal verde [FAM) de 30,37 a 36,85. Los
valores especificados son los comprendidos entre estos valores (ambos
incluidos). la aparición de un valor fuera de este intervalo indico un
problema de configuración del ensayo y es, por lo tonto, un 10110de lo
serie.

No deben utilizarse los datos de las muestras si 019ur1Ode e5105dos controles
de anólisis da error.

Siempre que ambos controles de series 5eon vólidos, cada volar de CTde
muestra debe estar comprendido en el intervalo de 21,95 a 32,00 en el canal
verde. Si [a muestro se encuentra fuero de este intervalo, se proporciono lo guia
siguiente.

Análisis de los datos de valoración de las muestras

Anólisis de control de lo serie

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

ASINO
.N.9463

AS S.A.

MARISOL
BtOQUIMtCA
OT-TECN

Análisis de la muestra: ensoyo de control

• Valor de Cl del ensayo de control de la muestra < 21,95: los muestras con
un valor de CTde < 21,95 se deben diluir, ya que este valor represento
el nivel inferior del intervalo de ensayo validado. Paro detectar cada

<::;:====::5;;:~F~;;;,",,-~utación en un nivel bajo, las muestras sobreconcentrodos se deben
diluir poro que se encuentren en el intervalo mencionado anteriormente,
partiendo de lo base de que diluir a lo mitad oumentoró el volar de CI
en l. Si el volar de lo muestro está cerco de 21,95, se recomiendo diluir
o fin de garantizar lo obtención de un resultado de la serie de análisis de

Configuración del análisis del software
l. Utilice el software Rotor-Gene Q (2.3) para abrir el archivo adecuado.
2. Si no ha introducido el nombre de las muestras anles de realizar la serie,

haga dic en "Edil Samples" (Editar muestras}.
3. Introduzca los nombres de 105muestras en la columna "Nome" {Nombre).

Nota: deje en blanco los nombres de los pocillos vocios.
4. Haga e1icen "Analysis" (Anólisis). En la péigina de anólisis, haga e1icen

"Cyding A. Yellow" (Ciclado A. Amarillo) para ver el canal amarillo.
S. Haga e1icen "Named On" (Con nombre).

Nota: esto permite asegurarse de que los pocillos vacíos no se incluyen en
el análisis.

6. Seleccione "Dynomic tube" (Tubo dinómico}.
7. Seleccione "Slope Corred" (Pendiente correcto).
8. Seleccione "Linear sCClle"(Escalo lineal).
9. Seleccione "Take off AdV (Aj. de inicio) e introduzca los valores 15,01 en la

casilla superior ("lf take off point was calculated befare cyele" [Si el punto
de inicio se calculó antes que el cieloD y 20,01 en la casilla inferior ("!hen
use !he foflowing cycle ond toke off poinl" ¡utilice el ciclo y el punto de inicio
siguientes]).

10. Configure el umbral en 0,05.
11. Configure "Eliminate Cydes befare" (Eliminar cidos onles de) en 15.
12. Revise los volares de Cr del conal amarillo.
13. En la págino de onálisis, hogo e1icen "Cyeling A. Green" (Cidodo A. Verde)

pora ver el conol verde.
14. Seleccione "Nomed On" (Con nombre).
15. Seleccione "Dynamic tube" (Tubo dinámico).
16. Seleccione "Slope Carreel" (Pendiente correcta).
17. Seleccione "Linear scale" {Escolo lineaO.
18. Seleccione "Take off Adi." {Aj.de inicio] e inlroduzco [os volares 15,01 en la

casilla superior ("If toke off paint wos calculaled befare cyde" [Si el punla
de inicio se colculó ontes que el cidol) y 20,01 en la casillo inferior ("Ihen
use the following cyde and take off poin!" [utilice el cido y el punto de inicio
siguientes]).

Manual de ulO det kit Iherase,een BRAFRGQ PCR 12/2014 79 80 Manual de usa del kit Iherme,een BRAFRGQ PCR 12/20)4
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Muestro Conol Intervalo de el n.nlroción39. Organigrama dd anór.,ii d" contrvldella ",rie

PC Verde 30,37-36,38

PC Verde 29,62-35,73

PC Verde 29,75-35,79 MARISOL MAStNO
PC Verde 29,32.35,32 BIOOUIMlC hl N.~83

oT. lEeN LA6 S.A.

PC Verde 29,41-35,41

V600E/Ec
V600D
V600K
V600R

Monual ele uw elel kit riJ(lraJO"ccn BRAFRGO PeR 12/2014

MeIdo de
reacción

Control

Análisis de 105datos de la detección de mutaciones del gen BRAF

Análisis de control de la serie
Consulte el organigrama del onalisis de control de la serie en lo i1u5lroción 39.

• Control negativo: poro asegurarse de que el molde no estó conlominado,
el control sin moldo no debe gonerar un volor de e, en el conol verde
(FAMJ por debajo de 40. Poro garantizar que lo serie eslé configurado
correctamente, el control sin molde debe mostrar una amplificación denlro
del intervalo de 32,53 o 38,16 en el canal amarillo (HEXI.las valores
especificados son los comprendidos entre estos volares (ambos incluidos).

• Control positivo: 61control positivo (PC¡ de BRAFdebe generar un volar de
Cr poro codo ensayo BRAf, tal como se mueslro en lo tabla 14 en el canal
verde. las volares especificados son los comprendidos enlre estos volares
(ambos incluidos). la aparición de un volar liJera de este intervalo indico
un problema de configuroción del ensayo yes, por lo tonto, un follo do
lo serie.

Nolu: no deben utilizarse los dotas de 105muestras si olguno de estos dos
controles de análisis do error.

muestras (detección de mutaciones delgcn BRAF). Es necesario diluir las
muestras con el agua suministrado con el kit logua poro la dilución [Di!.]).

• Volor de el del ensayo de control de lo muestro> 32,00: se recomiendo
volver o extraer la muestro, yo que el AON molde iniciol presente no seró
suliciente poro delector lodos los mutaciones con los volores de corte
indicados dcll'!nsoyo.

Tabla 14. Intervalo de Cr aceptable poro controles de reacción
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t!,,51racián 40. Organigrama del análisis de ta muestra.

Análisis de lo muestra - Valor de el del C(lnol verde de control de la muestra

Consulte el organigrama del análisis de la muestra en la ¡lustración 40.
Siempre que ambos controles de series sean válidos para el ensayo de conlrol,
cada valor de el de control de la muestra debe estar comprendido en el
intervalo de 21 ,95-32,00 en el canal verde,
Si la muestro se encuerltra fuera de este intervalo, se proporciona la guía
siguiente.
• Valor de el del en50yo de control de la muestra < 21,95: las muestros con

un valor de CTde control < 21,95 sobrecargarán los ensayos de mutación
y deben diluirse. Para deleelar coda mutación en un nivel bojo. las
muestras sobreconcenlrados se deben diluir paro que se encuentren en el
intervalo mencionado anteriormente, partiendo de la base de que diluir
a la mitad aumentará el valor de CT en 1. Es nece,ario diluir las muestras
con el agua suministrada con el kit lagua para la dilución [Di!.]).

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

Análisis de lo muestra - Volar de Cl del conal omarillo de los enmyos de
control ¡ntemo de muftlciones de lo muestro

Consulte el organigrama del análisis de lo muestra en la ilustración 40.
Es necesario analizar todos las pocillos de cada muestra. Compruebe que cada
pocillo genere una señal HEXen el canal amarillo del control interno, Existen
3 re,ultados posible,.
• Si el valor de CT del control interno se incluye dentro del intervalo especi-

ficado (32,53-38,16), lo amplificación del canal amarillo es positivo y
válida.

• Si el valor de CTdel control interno está por encima del intervalo e,peci-
ficado (> 38,16), el tubo es negativo para la amplificación del canal
amarillo. Si existe amplificación en el canal verde para ese tubo, la ampli-
ficación del canal amarillo es vólida. Si no existe amplificación en el canal
verde poro ese tubo, la amplificación del canal amarillo no es vólido.

• Si el valor de CTdel control interno está por debajo del intervalo
especificado « 32,531, el tubo no es vólido.

Si el error del control interno se debe a una inhibición de PCR, diluir la muestra
podría reducir el efecto de los inhibidores, pero debe tenerse en cuenta que
esto también. diluirla el ADN objetiva, EI'kit incluye un tUDa de agua para la
dilución de lo muestro (Di!.).
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lo. "010<". eceplcble. 1Ctl lo. COfnp<endidos entre los "'Olor,,; InOS!rodO' (tombi6n
o<:eptoble.l.

Tabla 15. Volores de reacción de mutoción de muestrtu aceptables
{mROI verde}'

-
Manual de l,lSOdel kit Ihll,aJ<:r&en8W ROO PCR

Análisis de la muestra - Asignación del eslado de mutaci6n de lo muestra

Tras evaluar todos los tubos de reacción de mutoción. el estoda de mutoc;¡6n
de lo muestra se determina tel y como se indico a continuación.

• Mutación detectado: una o mós de las <1reacciones de mutaci6n son
positivas. Si se detectan varias mutaciones, la mutación debe comunicorse
según los requisitas de la labio 16 lvéase la p6gina siguiente).

• Mvlaci6n no detectado: los ti reacciones de mutaci6n son negativos.

• No vólido; ninguna reocci6n de mutaci6n es positivo y uno o más
reocciones de mutación son no válidas.

• Mutaci6n detectada:

Lo amplificación positivo del canal verde y el volar de L\C, son iguales 01
volar de cone o cst6n por debajo de él. Si se detectan varios mutaciones,
el estado de la mutación debe asignarse de acuerdo con fa tabla 16.

• Mutaci6n no detectado:

Lo amplificación positivo del canal verde y el volar de t.Ct estón por
encimo del valor de cone.

la amplificación del canal verde es negativo y lo amplificación del canal
amarillo lcontrol internal es positivo.

• Novólido:

El canal amarillo (control interno) no es válido.

Lo amplificación del canal verde es negativo y lo amplificación del canal
amarillo es negativo.

Poro conocer mós detalles 01 respecto, consulte el organigrama de la
lIustroción dO. Si uno muestro es negaliva poro la amplificación del canal
omarillo en un tubo pero positivo poro lo amplificación del conal verde en un
tubo diferente, el resultado de muloción detectada en el tubo diferente todavlo
puede considerarse v6lido, pero puede que la mutación ponicular identificado
no se hoyo asignado con fiabilidad.

Si una muestra es negativo poro lo amplificación del canal amarillo y positivo
poro lo omplilicoci6n del canal verde en el mismo tubo, el resultado de
mutación detectada debe considerarse válido.

Si un tubo es no válido para el canal omarillo lcontrol ¡nterno}. el resultado
de dicho tubo no debe ulilizarse.
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Intervalo de el
Ensayo CtCcplable Intervalo de 6C;

V600E/Ec 15,0Q-40.00 s: 7,0

V600D 15,0Q-40,OO S:ó,9
V600K 15,0Q-40,OO S:Ó,O

r V600R
-
15,0Q-40,OO S; 7,0

Anólisis de lo muestra - Valor de el del (anal verde de los ensoyas de
mutucionc$ de la muestro

Es necesario comparar los volares del canal verde de los 4 mezclas de
reacción con los valores que se muestro n en lo loblo 15.

ACr _ Cl de mutación - Cr de control

Compare el valor de ACl de lo muestro c;on el punto de cone del ensayo en
cuestión (tabla 151. Compruebe que se aplique el punto de cone correcto poro
codo ensayo.

El punto de c;one es el punto o ponir del que una señal positiva podría ser lo
respuesto o uno señal de fondo del primer ARMS en AON nativo. Si el volar de
óCr de lo muestra es superior al punto de c;one. esto se c;onsidero negativo o
fuero de 105limites de detección del kit.

Paro cado muestra. los reacciones de mutación recibirán un estado de
mutación detectado, muloci6n no detectado o no vólido según los siguientes
_~ios.

Manual de liSOdel kit 16a.treen 8RAFRGQ PCR 12/20lA

• Si el volar de el de fAM. se incluye dcnfro del intervalo especificado,
lo amplificación del conol verde es positivo.

• Si el volar de el del canal verdo estó por encimo del intervalo especificedo
(1 si no c>:istc amplificación, lo amplificación del cenar verde es negativa.

Procedo (1 calcular el volor de •.••(1 de todos 105tubos de mutación que
presenten amplific;ación de FAM positivo tal y como se indlea o continuación.
Es imponante utilizar los volares de Cr de mutación y de control de uno mismo
muestro.



V600EjEc V600D V600K V6OO' Estado de lo mutación

Positivo Negativo Negolivo Negotivo
Posi!ivo poro V600E o
V600Ec

[POSitiVO - ~~got;~~
- ------ --_.- - ,

Positivo Negativo
Positivo poro V600Ec o
V600K-- -- ----- ----------- - - - --- ----- __o

Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo poro V600D

[ Negativo
---- - .---~-----. -- -- - ._--- ._,
Positivo Negativo Negativo Positivo paro V600D ,
- - - ----- - - - --- --

Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo poro V600K

[ Negativo
-- -- . -- - - - -----.

Negativo Negativo Positivo Positivo paro V600R J-

loblo 16. No"mend(lturo del-em:.do-de mutación dolo muestro ---

"

detectado, ya que existe uno mutoci6n. No obstante, puede que lo mutoci6n
eSPccffico iricrieodo~no-seo-precito"".5e-hoya obtenido como_resultod_o_d~J9 _
reocliv¡dod crulodo. Por lo tonto, lo muestro solo se debe identificar como de
mutación de BRAFdetectado.

Nota: el kit theroscreen BRAF RGQ PCR está diseñado poro detector muto-
ciones en el gen BRAf en uno muestro de ADN. Cuando se identifico uno
muestro como de mutación de BRAFdetedoda, solo debe indicarse uno
mutación especifico. Si se detedon varios mutociones, lo mutoción debe
comunicarse según los requisitos de lo tabla 1ó.

Entre los reacciones de mutación se produce reoct;vidod crUlada. Por ejemplo,
el ensayo VóOOE/Ec puede arrojar un resultado positivo si hoy presente uno
mutación V600D, el ensoyo V600E/Ec puede arrojar un resultado positivo si
hoy presente uno mutación V600K y en ensayo V600K puede arrojar un
resultado positivo si hoy presente uno mutación complejo V600E. Sin embargo,
el estado de lo mutación debe distinguirle de acuerdo con lo tabla 16.

lo reoctividod crUlada so produce porque el primer ARMS detecto otros
mutocioncs con secuencio similar entre ellas. Si un segundo ensayo de
mutación arroja un resultado positivo, es muy probable que so trote de
rcoc!ividad crUlada. Si bien es poco frecuente, se han observado dobles
mutantes.

Por lo lanto, en contados ocasiones, pueden detectarse combinaciones de
resultados positivos que no estón incluidas en lo tabla 16. la muestro puede
seguir identificóndose como mutación de BRAf detectodo. Sin embargo, debido
o la reaclividad crulado, no se puede distinguir uno mutación en concreto. Por
lo tonto, lo muestro solo so debe identificar como de mutación de BRAF
deteclodo.

Si uno o mós de los rl!"Clccionesde mutación son no válidos pero hoy una o más
positivos, todavía puede idenlifiCOf$e lo muestro como de mutación de BRAF

Mon..el dft vso dllt kit ''-Olaf!(ln BRAF ROO PCR 12/2014 87 88 Mon..el de ViO d.!1 kit Ih«aJaeen 8RAr RGQ Kit 12/201.4
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Apéndice 11:instalación del software therascreen BRAF
Assay Package
El killheroscreen BRAFRGQ PCR se ha diseñado para su uso con el equipo
Rotor-Gene Q MDx con un rotor de 72 pocillos. El software Ihera5creen BRAF
Assay Package se puede descargar en la página web de producto del kit
rherascreen BRAFRGQ PCR correspondiente, en www_qiogen.com. Encontrará
lo información de descargo en el apartado uProducl Resources" (Recursos de
producto!, en lo pestaño "Supplementary Prolocol," (protocolos complemen-
tarios). Los paquetes de ensayo también se pueden solicitar en un CD
[QIAGEN, n.o de referencia 9023820).

El paquete de ensayo incluye ",herascreen BRAFCE Sample Assessment locked
TemplateN y "thermcreen BRAFCE Mutallan Analysis Locked Template".

Nokl: el software therascreen BRAFAssay Package solamente es compatible
can el software Rotar-Gene O, versión 2.3. Compruebe que se haya instalada
la versión correcta del software Rotor-Gene Q antes de proceder a instalar
therascreen BRAFAssoy Package. Si utiliza un equipo Rotor-Gene Q MDx con
una versión de software anterior, puede actualizarla fócilmente descargóndase
la versión 2,3 del software de lo pógina de producto de Rotar-Gene Q MDx
en www.qiagen,cam. Encontrará el nuevo software en el apartada "Product
Resources" (Recursos de producto] correspondiente. en lo pestaño "Opera/ing
Software" ¡Software operativo).

3. Hoga doble dic en el archivo therascreen_BRAf _Assay_Package_3.1.1.exe
para comenzar la inskllación si el ce se cargo automáticamente, o bien
ubique este archivo ejecutable mediante el explorador de archivos del
portátil conectado.

4. Se abrirá el asistente para lo instolocián. Haga dic en "Next" (Siguiente]
para continuar (ilustración 41).

Welcom~10the Rotor-Gene Q
lherascr~.,n BRAfCEI\ssay
Package Selup Wizanl

"" •• ""••~Q""'-~;WCE~P_l'-'",_~...
1._""',.."""' ••"""'.,,,.,,,."""••••.••••••

1

ll".lración 41. Cuadro de diálogo "S-elup" (Configuración) 11 ~ Bolón NNex!" [Siguiente]1

Procedimiento (descarga)
l. Descargue el kit theros<reen BRAFRGQ As.say Package CE en la página

web de producto del kit ffleroscreen BRAf RGQ PCRcorrespondiente, en
www.qiogen.com.

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

3. Haga doble die en el archivo therascreen_BRAf _Assay _Package_3.I.l.exe
extra ido para comenzar lo instalación.

•,

Procedimiento (CDJ
1. Solicite el CD theroscreen BRAf RGQ Assay Package CE ¡QIAGEN,

n.o de referencia 9023820), disponible por separado, a QIAGEN.
2. Introduzca el CD en la unidad correspondiente del ordenador portátil

conectado al equipo Rotor-Gene Q.
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S. Lea el Acuerdo de Iic:encia del cuadro de diálogo "ücen~e Agreement" y
morque lo «Isi!lo "1accepl the agreement" (Acepto el acuerdo) poro aceptor
el acuerdo. Haga di<:en "Next" (Siguientel paro continuar lilustro<ión 421.

6. Se iniciaró automáticamente la config;;;;ció; de lósmoldesy:7uañClo
finalice, aparecerá el cuadro de diólogo "'Selup" (Configuración). Hago
die en "Finish" IF¡no[ilorj paro salir del asistente paro la configuración
[Ilustración 4JI.

..~-
Contpleting the Rotor-Gene. Q
IhcrascreclI 6RAF CE I\ssay
Pnckl'l!Jc Selup WiZllrd

s-.,,""~~,,-e-.o_J1WCE-.~~.., __ .Tho__ ""
_br~h __

CkI: _ lOod s-.

2

.~.

-1 ¡, ••• -.,,...,,., ••••••• Clooo-o~ •••••••-..._rd!l
.-.... ••• __ ••••• _ •••••• __ ••• Cl).

._ ••• _...,. ''''' •••••••• <1 •• _"_ ••_ ••.••. 100_.

.==~:-.:';,~¡:".,~=-~:------.• 1",... •.•• _
Vl •••••_ •••_

-_ •..-.",,-~••.....•_ •.•_ •..._ •.•.•.•-...."..,. ••.-
('1 $ft"op. '-<.0-0. Q •••••• " •••.•••••• a •.••••.~"""""-----------__ INo~_ .••_w..._

1

llu.!ración 42. CuocIro do diálogo .tKen~ AgretlfMllt" lAroerdo do Iil:.mcla) {l • Salón poro
oc;"P'g" 2 • Botón "No," [Siguil!n"'ll 1

Ihnlraci6n 43. finalización del a"''''''te pelra Iclconfiguración 11 • Botón "Fini"'" (Finellze'l1

7. Reinic:ieel ordenodor. El alistentc gencrlIr6 autom6ticomente OCCClOS

directos o los moldes ••therllscreen BRAFCESomplc Aucumcnt Locked
Template" y ••theroKreen BRAFCEMutation Anolysil LockeclTemplate"
y los colocoró en el escritorio.

Información de contacto

MARISOL
. BlOOUIM\CA
OT.TECNO

AS1NO
.t>l.94133

AB S.A.

Poro recibir asistencia técnico y solicitar mós información, visite nuestro
Centro de servicio técnico en el sitio ~iogen.com/Support. Ilome 01
00800-22-4.4-6000, póngase en contacto con uno de los departomenlos
del servicio técnico de QIAGEN o con los distribuidores locales lconsulte
lo contropartada o visite www.Qjggen.coml.

Mon""t el., uso del kit 11Iero.croen BRAFROO PCR 12/2014 " " Manual de ulO dellil lheraSO'Mn aRAr ROO PCR 12/201 ¿

http://www.Qjggen.coml.
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Ilu,tración 41. Cuadra de diólogo ~Selup" (Canliguraciónlll _ Botón "Next" [Siguiente]1

1

Wetcom~ 10 Ihe Rotor-Gene Q
Iherascreen BRAf CE ¡\ssay
Package Selup WizMd

n.o•••••• _ .•.••.••0_ 'RAFeE_
¥od<oooJU""_"""",,,_
.~~"", ••.•_ ••_,o••",.•..•b</••••~

3. Haga doble dic en el archivo therascreen_BRAF _Assay_Package_3.1.I.exe
para comenzar la instalación si el CD se carga automáticamente, o bien
ubique este archivo ejecutable mediante el explorodor de archivos del
portátil conectado.

4. Se abrirá el asistente para la instalación. Haga dic en "Next" (Siguiente)
para continuar (ilustración 41).

Apéndice 11:instalación del software therascreen BRAF
Assay Package
El kit fheroscreel1 BRAF RGQ PCR se ha diseñado para su uso con el equipo
Rolor-Gene Q MDx con lJrl rotor de 72 pocillos. El software fhermcreen BRAF
Assoy Package se puede descargar en la página web de producto del kit
therascreen BRAF RGQ PCR correspondiente, en www.qiagen.com. Encontrará
la información de descarga en el apartado "Producl Resources" (Recursos de
producto), en lo pestaño "Supplementary Protocols" (Protocolos complemen-
tarios). Los poquetes de ensayo también se pueden solicitar en un CD
[QIAGEN, n.o de referencia 9023820).

El paquete de ensayo incluye "fherascreen BRAFCE Sample Assessment locked
Templete" y "theroscreen BRAFCE Mutation Analysis Locked Templote"

Nota: el software ¡nerascreen BRAFAssay Package solamente es compatible
con el software Rotor-Gene Q, versión 2.3. Compruebe que se hayo instalado
la versión correcta del software Rotor-Gene Q antes de proceder a instalar
¡herascreen BRAFAssay Package. Si utiliza un equipo Rotor-Gene Q MDx con
una versión de software anterior, puede aclualizarlo fócilmente descargándose
la versión 2.3 del software de la página de produclo de Rotor-Gene Q MDx
en www.qiagen.com. Encontrará el nuevo software en el apartado "Producl
Resources" (Recursos de producto) correspondiente, en la pestaña "Operating
Software" (Software operativo).

Procedimiento (descarga)
1. Descargue el kit therascreen BRAFROO Assay Package CE en la página

web de producto del kit therascreen BRAFRGQ PCRcorrespondiente, en
www.qiQgen.com.

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

3. Haga doble dic en el archivo theroscreen_BRAF _Assay_Package_3.1.I.exe
extraído paro comenzar la instalacion.

SINO
N.9<\63
B S.A.

Procedimiento (Co)
l. Solicite el CD therascreen BRAFRGQ Assay Package CE (Q1AGEN,

n.o de referencia 9023820), disponible por seporada, o QIAGEN.
2. Introduzca el CD en la unidad correspondiente del ordenodar portátil

conectado 01 equipo Rotor-Gene Q.

MMuol de-uso del kit t/¡eroscreen BRAFRGQ PCR~ 12;2014 89

MARI5.0L
BtOQUIMICA.
DT. TECNOL
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http://www.qiagen.com.
http://www.qiagen.com.
http://www.qiQgen.com.
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,Referencia

56404

•
Poro obtcner información actualizada sobrc liccncias y exenciones de respon-
sabilidad específicas del producto. consulte el manual de uso o lo guio del
usuario del kit de QIAGEN correspondiente. los manuales y las guios del
usuaria de los kils de QIAGEN est6n disponibles en www.Qiagen.com
o pueden solicitarse a los servicios técnicos de QIAGEN o o su distribuidor
local.

Producto Contenido

QlAomp DNA FfPE Tiuue Kit, paro lo purificación de ADN
genómico obtenido de tejidos impregnados en parafina

Q1Aamp DNA FFPE Para 50 e:droccianes de AON:
Tissue Kit 150) 50 columnas Q1Aamp MinElute\!l.

proteinosa K, tampones. lubos de
recogido (2 mi)

870211

9002032

"Refcrt!ncio .Contenido

Poro 24 rcocciones; enseyo de control,
tl ensayos de mutación, control positivo.
Toq ADN polimeroso. ogoo poro y
aguo poro lo dilución de lo muestro

Ralar-Gene Q MOx
5ple>:.HRM System

Rotor-Gene Q Yotros occesorios

Rotof-Gcne Q MOl( Tcrmociclador pora PCR en tiempo real
5plcK HRM Plotform y analizador de mclting dI:!alto

resolución (HRM) con 5 canales {verde,
amarillo, naranjo, rojo y cormesij más
un canal HRM, ordenador portótil,
software. accesorios, 1 año de garantía
en piezas y mano de obro. instalación
y formación no incluidos

Tcrmocidodof poro PCR en tiempo reol 9002033
y analizador de melting de alto
resolución IHRM) con 5 conol"5 (verde,
amarillo, naranjo. rojo y carmesij más
un canal HRM, ordenador portátil,
software. accesorios, 1 año de garantía
en piezas y mano de obro. instalación
y formoci6n

ProdlKto

Iherascreen BRAF
RGQ PCR Kit (24)

Información para pedidos

~n~1 deuwdelkil~oJCtIt(l'!Jl.RN¡¡GQ.í'CR.~.I2/20IA. "J Manuel do UloO del kit ¡/,,,rcmr<tetl BRAr ROO PCR

ASINO
.N.9.83
B S.A.

'MARISOL
BlOOUlMICA.
OT-TECNO

981103

981106

9018901

250 tiros de 4 I\Jbos y tapones pora
1.000 reacciones

10 x 250 tiros de 41ubos y tapones
pora 10.000 reocciones

CO con ,heroscreen BRAFCE Sample ,9023820
Assessment locked Tempiole y
Ihera5Creen BRAFCE Mvtalion Anclysis
lod:.ed Template

Bloque de aluminio paro la configuro-
ción de reocción manual con pipeto de
un solo canal en tubos de 72 x 0,1 mi

looding Block
72 x 0.1 mI Tubes

Ihera5Creen BRAF
As.say Pad:age CD

Strip Tubes and Caps.
0.1 mi (250)

Strip Tubes and Caps.
0.1 mi (2500)

http://www.Qiagen.com
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PROYECTO DE RÓTULOS - therascreen" BRAF RGQ PCR Kit

1. RÓTULOS EXTERNOS

OOOftO ¡ ,

•••••••..... '

QlAGEN,

fherascreelf
BRAF RGQ PCR Kit'V24' V2

IREFj870211

For use wilh Roior.GenlD Q 5plex HRJv¡ plotform

1

CE:
ILOTll1SI':?3d567 ~ 2018.12-31

111111111111111 1111111 11111" 11III 111111111111111
10728171012311151234567

",ociu(' el U,,~pft¡:¡"gdom

tUS"O"f1- I
••5.~••••••QlAGEN

IherascreetP
BRAF RGQ PCR Kit'W24, V2 :

¡:,
jREFIs70211 9

,¡ 1IIIIIIIIIIIIIiIIIIIIIII /111111~II/IIlllr[_3o.el-15

•
e ~

.•. EQIAa70~110~~

,•.•.•• OJ.l,CErl Moh<1e>l •• liJ, 5••••~o" tlotl>e. tb¡<d .$1"",, Ilo~~. ,••••~<~."•..I.\]j 01511.w:
_ ,<1; ~~4 rolMe 134 1ge6

MARISl?L MASINO
BIOOUIMle" ~,N, lJ"83
DT.TeON AB S.A.
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J'/1éroscreen<7D'
BRAF RGQ PCR Kit"'9'2A ~V2

rrn:iMl"1 c6~. 1 I:E:ill ~
::1:•••7::1:0 lit '07;2820 PRAl" V600R

ReOC'ion MI""
t x 2;50,.,1 '072822 T-oq DNA

Polymera"e
1 •••720 pI 10;7282-4 "WQto••..ról'" NTe

Wa'er ror
, •••7::10,.1 1072826 sampl ••dllullo•.•

1<"<;>"'''1
Df'tAF Co." ••<;>l
Reae,i.,., Mi""
8RAF Po.'h .••••.

Co n'''''' I
ORAF V600EVEc
Rec(;"fion Mi""
floRAF V6000
Recenon Mi""
ORAF V600K
R"'o<:;.lo .•••Mi""

, •••720,.,1 10"'::Ie29

l~u ••••l ••l ;:6•.., 1

1 '>C720 1-'1

2 •• 601-'1

1 •• '.9 ••..•1
l:loC,.<Q>ml

='072e~:z
107.5058

, 067627
10676~0

Para uso Diagnóstico In Vitro

IMPORTADOR: TECNOLABS.A. Estomba N!:!964 . c1427cco.
C.A.B.A. Teléfono: S4-11- 4-555-0010.

DIRECTORTÉCNICO: Bioq. Marisol Masino (M.N. 9483).

ORIGEN DE ELABORACiÓN: QIAGEN Manchester Ltd,
Skelton House, Lloyd Street North, Manchester, MiS 6SH,
Reino Unido.

AUTORIZADO PORELMINISTERIO DESALUD - A.N.M.A.T.

CERTIFICADOW:
DISPOSICIÓNN°:

MAl<lSOL AtllNO
B10QU\MIC¡\ M,N,9483
OT. lEeN LAB SA

Página 2 de 3



2. RÓTULOS EXTERNOS

=f2251

•

BRAf Controlo
:;; Reoction Mix

~ ~ 720 ,~1 ItOTIxxx:xxxx:xxx
= ~ 2018-12-31 1r-1S"C
00 f"....... 3O"'CAJ: 0.. 00.. -

~ (¡1A.CEN Monchnt., lid.

o. BRAF V600K
:;;: Reacfion Mix
"ti 720 pi IIOTIxxxxxx:o::xx
= ...~... "! ~ 1018-12-31 1.1~!i1.00ilO .JCf'CEJ •••••.•.•.••a.tGat _ QIAGfN Mcnml"d« Ud.

BRAF V600R
N

" Recction Mix"~ 720 pi 1\0'1=o

~

- 02018-12-31 X. -1S"C
•..• &4•• :W,
~ .O-G-O.c -JO"C

~ .'OIACHN Me"Ü1Hof ••. Ud.

., BRAF V600E/Ec
~ Reoction Mix
Nt> 720 jIl Iloll XXXXXXXXXX

- ~ 2018-12-31 1r-1S"C
00".ll ••• m 3(J'C.41- oeoo • ........I -

~ _OIAGEN Manchut4'r Ud.

'" BRAF V600D
,~ ReoeBon Mix
"t> 720pl IlOll xxxxxx:xxxx

00
- 02018-12-31 X-1S"C

:( •••• jo ii
i '.OH., -3crc

••'0' ••QtG9( QIAGtN .Mtlnd"uf., lht

BRAF
N

:;;: Posilive Control
~ 250pt IlOTIXXXXXXXXXXo
- ~201g..'12-31 1r-1S*C

OOc•••*.~ '<rcJi:¡: 0__ 0 .•.•.•• -

~ .QIAC£NMII.w.K1HUIII.

Water for somple
dilution

Wal",~ for NTC
"•
:;; "ll"'~ •• 1.9 mIo .= :::::~2012_12_31 tr1S"C00 QIAGEN . :zs-c.-1
• @!Jxxmxxxxx

o
o•:o ¡¡¡•• llf,t 1.9 mi
~ ••••• O %
OO

••••• W. '2012_12-31
; QlAGEN .2YC

[@JXt.X:IX1:XXXJ.

MARIS
610QUI
DT-TE

L MA8iNO
!\.M.N, 9463

NOLAB S.A.
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CERTIFICADODEAUTORIZACION DE VENTA

DE PRODUCTOSPARADIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Ministerio de Salud
Secretaría de Políticas, Regulación

e Institulos
A.NM.A.T

I

Expediente nO:1-47-3110-2450/16-1
I

Se autoriza a la firma TECNOLAB S.A. a importar y comercializar el produdo para
I

Diagnóstico de uso "in vitro" denominado THERASCREENBRAF RGQ PC~ KIT/

ENSAYO DISEÑADO PARA LA DETECCIÓN DE CINCO MUTACIONESSOMÁTICAS

EN EL GEN BRAF MEDIANTE UNA REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMJRASA

\
(RT-PCR) EN TIEMPO REAL EN EL EQUIPO ROTOR-GENEQ MDx, en ENVASES

, \
POR 24 DETERMINACIONES, CONTENIENDO: MEZCLA DE REACCION PARA

, 1
CONTROL (CTRL: 2 viales x 720 ~I),MEZCLA DE REACCION V600E/Ec

(V600E/Ec: 1 vial x 720 ~I),MEZCLADE REACCIÓNV600D (V600D: 1 vial x 720

~I),MEZCLA DE REACCIÓN V600K (V600K: 1 vial x 720 ~I),MEZCLA DE

REACCIÓNV600R (V600R: 1 vial x 720 ~I),CONTROLPOSITIVO DE BRAF (PC: 1

vial x 250 ~I),Taq DNA POLIMERASA (Taq: 2 viale: x 80 ~I),AGUA PARAEL ~\Te

(NTe: 1 vial x 1,9 mi), AGUA PARA LA DILUCION DE LA MUESTRA (Dil: 1,9

I
ml).Se le asigna la categoría: Venta a laboratorios de Análisis clínicos por

I

hallarse comprendido en las condiciones establecidas en la Ley 16.463,~ y
¡

Resolución M's, y A's, N° 145/98. Lugar de elaboración: QIAGEN MANCHESTER
I

Ud. Skelton House, L10ydStreet North, Manchester, M15 6SH. (REINO UNIOci).

Periodo de vida útil: DOCE (12) meses desde la fecha de elaboración conserva~o

entre -15 y -30 0C.En las etiquetas de los envases, anuncios y Manual qe
,

"IN

\1

instrucciones deberá constar PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO DE USO



VITRO" USO PROFESIONAL EXCLUSIVO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACION

NACIONAL DE M¡:~Ií1MENTqS'Il.LI~NTOS y TECNOLOGIA MEDICA.

Certificado nO: U U 8 4 \1 U
ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA

MÉDICA.

~ I

Buenos Aires, O 2 IIJOV 2016

2

Dr, ROBE L DE
SlIbadrnlnlS1r!ldor Naci ¡al

A.N.M ..A.T.
Firma y sello
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