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VISTO, el expediente n°® 1-47-3110-2450/16-1 del Registro de la

Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médic

CONSIDERANDO:

ay,

Que por las presentes actuaciones la firma TECNOLAB SA solicita

autorizacion para la venta a laboratorios de analisis clinicos del Prodi

diagnostico de uso “in Vitro” denominado THERASCREEN BRAF RGQ

Icto para

PCR KIT/

ENSAYO DISENADO PARA LA DETECCION DE CINCO MUTACIONES SOMATICAS

EN EL GEN BRAF MEDIANTE UNA REACCION EN CADENA DE LA POL

(RT-PCR) EN TIEMPO REAL EN EL EQUIPO ROTOR-GENE Q@ MDx.

IMERASA

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

Productos para Diagndstico que establece que el producto redne las ¢o

de aptitud requeridas para su autorizacion.

ndiciones

Que la Direccidon Nacional de Productos Médicos ha tomado la

intervencion de su competencia,
Que se ha dado cumplimiento a los términos que establec
16.463, Re'solucién Ministerial N°© 145/98 y Disposicibn AN M AT N° 26
; Que se actua en virtud de las facultades conferidas por e

N@ 1490/92 y por el Decreto N° 101 de fecha 16 de diciembre de 2015.

en la Ley
74/99.

I Decreto
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Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULQ 1°.- Autorizase la venta a laboratorios de analisis clinicos del Producto

para diagndstico de uso “in Vitro” denominado THERASCREEN BRAF RGQ PCR
KIT/ ENSAYO DISENADO PARA LA DETECCION DE CINCO MUTACIONES
SOMATICAS EN EL GEN BRAF MEDIANTE UNA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (RT-PCR) EN TIEMPO REAL EN EL EQUIPO ROTOR-GENE Q MDx que
sera elaborado por QIAGEN MANCHESTER Ltd. Skelton House, Lloyd Street

| l
North, Manchester, M15 6SH. (REINO UNIDQO) e importado terminado poﬁ

TECNOLAB S.A. a expenderse en ENVASES POR 24 DEI'ERMIN:ACIONES!,
CONTENIENDO: MEZCLA DE REACCION PARA CONTROL (CTRL: 2 via:les X 720
pl), MEZCLA DE REACCION V600E/Ec (V60OE/Ec: 1 vial x 720 pl), MFZCLA DE
REACCION V600D (V600D: 1 vial x 720 ul), MEZCLA DE REACCI(‘EJN V600K
(V60OK: 1 vial x 720 pl), MEZCLA DE REACCION V600R (V600R: 1 vial I)‘( 720 pl},
CONTROL POSITIVO DE BRAF (PC: 1 vial x 250 pl), Tag DNA POLIMERPE«SA (Tag:
2 viales x 80 pl), AGUA PARA EL NTC (NTC: 1 vial x 1.9 ml), AGUA PARA LA
DILUCION DE LA MUESTRA (Dil: 1.9 ml);cuya composicién se detalla L fojas 48
con un periodo de vida util de 12 (DOCE) meses desde la fecha de elaboracion ,

conservado entre -15 y -30 °C.
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ARTICULO 2°.- Acéptense los rotulos y manual de instrucciones obrantel's a fojas

43 a 123, desglosandose las fojas 97 a 123 debiendo constar en los misi.mos que

la fecha de vencimiento es la declarada por el elaborador impreso en los rétulos

de cada partida.

ARTICULO 30.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,

ALIMENTQS Y TECNOLOGIA MEDICA, se reserva el derecho de reexaminar los

rd =-p . 3 -I ’
métodos de control, estabilidad y elaboracion cuando las circunstancias asi lo

determinen.

ARTICULO 59°,- Registrese; girese a Direccion de Gestion de Informacior;

Técnica

a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifiguese al:

interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de la presente Disposicion |
i

junto con la copia de los proyectos de rétulos, manual de instrucciones y el’

Certificado correspondiente. Cumplido, archivese.-

Expediente n9: 1-47-3110-2450/16-1.

DISPOSICION No:

av. 1225 1

Br. ROBENFE L_EBE
Subadministrador Nagional
ANM LR




Diciembre de 2014 QIAGEN: tecnologias para la preparacién de muestras
— : i — o y ensayos de biologia molecular =~

QIAGEN es el proveedor lider de tecnologias innovadoras para la preparacién
de muestras ¥ ensayos de biolegia molecular que permiten el aislamiento y la
deteccion del contenide de cualquier muestra bioldgica. Nuestros productos
y servicios de vanguardia y méxima calidad garantizen el éxito, desde la

muestra hasta el resultado.

QIAGEN define los estandares en los siguientes campos:

B Purificacidn de ADN, ARN y proteinas

Manual del kit

M Ensayos de dcidos nucleicos y proteinas
fherascreen@) BRAF RGQ PCR B Investigacidn con microARN y ARNI
B Avlomatizacién de tecnofogias de preparacién de muestras y ensayos
de biclegia molecular
W MNuestra misién es ayudarle o superar sus retos y a aleanzar un éxito
. 24 excepcional. Poro obtener més informacion, visite www.giagen com.

Versién 2

[vo ]

Para use de diagnéstico in vitra

Para uso con equipos Rotor-Gene® Q MDx /EQ:::;—“‘
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Uso previsto ' - T -

El kit therascreen BRAF RGQ PCR es una pruebe de diagnéstica in vitra
disefiada para la deteccién de las cince mutaciones somdticas encontradas
en el gen BRAF con ¢l fin de propercionar una valoracion cualitativa del estado
de fos mutaciones. El ADN serd extraido de tejido tumordl fijade en formalina
e impregnada en parafing [FFPE} y se analizard mediante una reaccion en
cadena de la polimerasa {PCR] en tiempo real en los equipos Rotor-Gene Q
MDx. Los resultadas del kit therascreen BRAF RGQ PCR tienen como finalidad
ayudar al personal médico a la idenfificacién de pacientes con cancer que
puedan beneficiarse de las terapias dirigidos a BRAF, como vemurafenib.

Tabla 1. Lista de mutaciones e identificadores COSMIC*

Mutacion Cambio de base ID COSMIC
V60OE GTG>GAG 476

\ _VédOE compleja - GTG>GAA 475
V600D  GTG>GAT 473 |
V60K ' | GTG>AAG T oa7e
VSOOR T GTG»AGG -

* Se utilizan los identificadores {ID}) COSMIC del catdloge de mutaciones semdticas
del cdneer [Cataleg of Somatic Mutetions in Cancer):
ange u i ig.

Resumen y explicacién

El kit therascreen BRAF RGQ PCR es un equipa listo para su uso que se ha
disefiado para lo defeccién de cinco mutaciones somdticas en el gen BRAF
mediante una reaecién en cadena de la polimerasa (RT PCR] en fismpo rea

MARISOL

en el equipo Rotor-Gene Q MDx. BIOQUIMICA
DT - TECNO
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Gracias o las tecnologios ARMS® {amplificacidn refractaria de sistemas de

" mutaciones) y Scorpions®, el kit therascreen BRAF RGQ PCR permite la
deteccion de las siguientes mutaciones en el codén 600 del oncogén BRAF
en ADN gendmico nativo.

B V500E
M V500E complejo [VOOOEC
B V500D
W VE00K
M Ve0OR

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

del volumen fofal de ADN presente, permiten detectar un bajo porceniaje de
mutacicnes en ADN gendmico nativo. Los limites de selectividad y defeccién
son superiores a los de ofras tecnologias como la de secuenciacién mediante
terminadores fluorescentes.

Principio del procedimiento

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

ARMS

La tecnologio ARMS permite llevor a cabo una amplificacion especifica de los
alelos o los mutaciones. la enzima Tag ADN polimerasa (Tag) resulia eficaz
pora diferenciar entre una coincidencia y un error de coincidencia en el
extremo 3' de un primer o primer de PCR. Algunas secuencias mutadas se
amplifican de forma selectiva, incluso en muestras cuya mayoria de secuencias
o presentan lo mutacién, por ejemple: Cuande la coincidencia con el primer
es completa, la amplificacién se preduce con total eficacia. Cuande no hay
coincidencia con la base 3', dnicamente tiene lugar una omplificacian de
fondo de nivel bajo.

b
Seorpions w
Lo deteccién de la amplificacién se realiza mediante la tecnologia Scorpions. U‘
Scorpions es una Kcnica de moléculas bifuncionales que contienen un p
de PCR unido covalentemente o una sonde marcada con Huorescencia/#
Auoraforo de esta sonda se asccia a un guencher o silenciador, lambyfé

incarporado en la sonda, lo que reduce o flucrescencia. Durante lo
de la PCR, cuando la sonda se une al amplicén, se separan el fluordks

= r——— ey
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silenciodor. El resullado es un aumento medible de |a fluorescencia en el tubo
de reaccién.

Formato del kit
El kit therascreen BRAF RGG: PCR se suministra con cinco ensayos:
B Un ensayo de control [mezela de reaccion pera control; CTRL

Cualre ensayos de mutacién {mezclas de reaceién de mutacién;
V&00E/Ec, V600D, VOOOK y VOOOR)

El ensayo Y60OE/Ec detecta la presencia de las mutaciones V&0OOE y V600E,
pero no distingue entre ellas.

Todus lus mezclas de reaccién son dables y contienen reactives para la
deteccién de dianes marcadas con FAM™ y un contral interno marcade con
HEX™. Este ensayo de contrel interno controla la existencia de inhibidores que
puedan conducir a resultados de falsos negativos.

Ensayos

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

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

Ensayo de control

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

Ensayos de mutacién

LI S

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

Control positivo

Cada serie debe contener un contral positive en los tubas del 1 al 5. El kit
therascreen BRAF RGQ PCR contiene control pasitive {PC) de BRAF para
utilizarle como molde en la reaccién de control positive. Se evaluardn los
resultados de conlrol positive para garantizar que el kit funciona segin los
criterios de aceptacion indicados.

Control negativo

Cada serie debe contener un contral negative [“control sin molde”} en los tubos
del 9 al 13. El kit therascreen BRAF RGQ PCR contiene agua para el contrel sin
molde {NTC), que se ulilize como “molde” en el control sin malde. El centrol sin
molde se utiliza para evaluar las posibles contaminaciones durante fa configu-
racién de la serie y para evaluar el rendimiento de la reaccién de control
interna.

Evaluacién de la reaccién de control interna

Cada mezcla de reaccién contiene un control interno, ademas de la reaccién
objetivo. Un error indica que pueden existir inhibidores que podrian derivar en
un resultado inexacto o bien que se ha producide un error de configuracién del
usuaric para ese lubo. Si el error del control interns se debe a una inhibicién
de PCR, diluir la muestra podria reducir ¢l efecto de los inhibideres, pero debe
tenerse en cuenta gque esto también diluiria el ADN objetive. El kit incluye un
tubo de agua para la dilucién de la muestra [DiL)]. La dilucién de muesiras
debe realizarse con el agua paro la dilucién de muesiras [Dil.).

Valoracién de las muestras

Se recomienda encarecidamente utilizar la mezcla de reaccién para control
{CTRL) suministrada con el kit therascreen BRAF RGQ PCR a fin de valorar el

ASINO ADN total amplificable de BRAF de la muestra. El ensayo de control amplifica

Cada ensayo de mutacién contiene una sonda Scorpions marcada con FAM b&“%oum,c‘, N.8483 una regién del exén 3 del gen BRAF. Se recomienda preparar las muestras o
y un primer ARMS para discriminar entre el ADN native y el ADN mutante DT - TECNOLRB S.A. Unicamente con el ensayo de control usando el control positivo (PC) de BRAF

coma contral positive y ague para el contrel sin melde [NTC) como control

especifico.
sin molde.

Nota: la valoracién del ADN deberia basarse en la PCR y puede diferir de la
cuantificacién basada en las lecturas de abserbancia. Se suminisira mezcla de

" reaccién para coritrdl (CTRL) adicional para valorar fa calidad y-ta-cantidad de—- -
las muestras de ADN antes del andlisis con el kit therascreen BRAF RGQ PCR.
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Matertales suministrados

Contenido del kit

therascreen BRAF RGQ PCR Kit {24)
N.* de referencia 870211
Nimero de reacciones 24
Control Reaction Mix
{mezclo de reaccién Rojo 1 CTRL 2 % 720 pl
para control o CTRL
V&600E /Ee Reoction Mix .
{mezclo de reaccién VOOQOE/Ec) Pirpuro 2 VGOOE/Ee 720
V600D Reaction Mix .
{mezcla de reaccién V600D) Naranjo 3 V600D 720
V600K Reaction Mix
{mezelo de reaccidn VOOOK) Rosa 4 V600K 720
V600R Reaction Mix
{mezcla de reaceién VEOOR) Verde 5 V600R 720
BRAF Positive Control

i |
{control positivo de BRAF) Beis PC 2504
Tag DNA Polymerase
{Taq ADN polimerosal Menta Toq 2% 80
.Wu!er for NTC
agua pora el NTC) Blanco NTC 1,9 ml
Water for Sample Dilution
{eguo paro la dilucidn de lo Blonco Dil. 1,9 ml

muesira}

(maonuol de uso en inglés)

theroscreen BRAF RGQ PCR Kit Hondbook

Monuol de uso dal kit tharasereen BRAF RGQ PCR. 12/201d m— e

" MARISOL
BIOOUIMICA
DT - TECN

MP;S;PQ?I Centrifuga de mesa® con rofor pora tubos de reaccién de 2 ml
LAB S.A-B  Vérex*

Materiales requeridos pero no suministrados

Siempre que hrabaje con productos quimices, ulilice uno bota de loboraterio
adecuada, guontes desechables y gafas protecioras. Para obtener mds
informacidn, consulle las hojos de datos carrespandientes sobre seguridod
{SD3), que puede solicitar ol proveedor del producto.

Reactivos

@ Kit pora el aislamiento de ADN [consulte “Extroccidn y preparacién del
ADN", en la pdgina 14)

MW Xileno
W Etonol {?6-100%)*

Consumibles
B Tubos de microcentrifuge de 1.5 ml o 2 ml [poro los pasos de lisis)

B Tubos de microcentrifuga de 1,5 ml [para los posos de elucidn)
{suministredas por Brinkmann {Sofedack, n.* de referencio 022363204|,
Eppendort [Safedock, n.° de referencia 0030 120.086] o Sarstedt
[Safety Cop, n.° de referencia 72.690))!

B Pipetas exclusivas? {ajustobles) pora la preporacidn de muestras

B Pipetas exclusivas? {ajustebles) poro la preparacién de la mezcla moestro
paro PCR

M Pipetas exclusivas? {ajustables) paro lo dispensacién de ADN molde

B Puntas de pipeta estériles con filtros {para evitar la contaminacién cruzado,
recomendomos puntas de pipeta con barreros paro aeresoles)

Equipo
B Agitader calentader, incubador orbital lérmico, bloque térmice o baiio
de oguo que permita lo incubacion o 90 *C*

* No utilice okohol d olro sutancios como metanal
o metilatieetona.

!t Esto no es uno lista de proveedores completa,

' Compruche que los equipos se hon revisado v calibrade segin las recomendacione
del fobricante,

PR T | W
alizodo, que X
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B Equipo RotorGene G MDx Splex HRM* T con canales de fluorescencia ) Precauciones generales
para Cycling Green y Cycling Yellow [deteccion de FAM y HEX, .

respactivamente]

M Software Rotor-Gene Q, versién 2.3 con software BRAF Assay Package
{version 3,11} instalado para la deteccién de mutaciones automalizada
{consulte el apartado "Apéndice II: instalacién del software therascreen
BRAF Assay Package”, en la pagina 89)

Nota: el software Rotor-Gene @ se puede utilizar sin el software BRAF
Assay Package para la defeccién de mutaciones manual. Consulte el
apartado *Apéndice |: protocele manual defl kit therascreen BRAF RGQY
PCR", en la pagina 60.

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

B Almacene y extroiga el material positive {muesiras y controles positivos)
por separado del resto de reactivos y ofddalo o lo mezcla de reaccion
en una zona separada fisicamente.

B Exireme la precaucién para evilar la contaminacién de las reacciones
de PCR con moterial de control sintético. Es recomendable usar pipetas
especilicas independientes para preparar las mezclas de reaccidn y afiadir
ADN molde. Lo preparacién y dispensacién de las mezelas de reaccion
deben realizarse en una zona separada de la zona donde se aRade e

W 0.1 ml Strip Tubes and Caps {lubos y tapones de liras de 0,1 ml] para molde. los tubos de Retor-Gene Q no se deben abrir después de haber
uso con un rotor de 72 pocilles (QIAGEN, n.° de referencia 981103 finalizado la serie PCR. Con ello, se evita la contaminacidn del laboratorio
0 981106) con productos posteriores a la PCR.
B Tubos estériles de microcentrifuga para la preparacién de las mezclas B Los reactivos del kit therascreen BRAF RGQ PCR presentan una dilucién
maestras éptima. No se recomienda una mayor dilucién de los reactivos pueste que
M loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (tubos de 72 x 0,1 m! de blogue de estos podrian perder eficacia. No se recomienda utilizar volimenes de
cargal, bloque de aluminic pora la configuracién de reaccién manual reaccidn inferiores a 25 pl puesto que se incrementaria el riesge de
con pipeta de un solo canal {QIAGEN, referencia 018%01) resultados falsos negativos.
8 Todos los reactivos del kit therascreen BRAF RGQ PCR se han fermulado
Advertencias y precc:uciones especificamente para obtener un rendimiento dptime. Todos los reactivos

suministrados con el kit therascreen BRAF RGQ PCR se suministran para
su uso exclusivo con otros reactivos del mismo kit therascreen BRAF RGQ
PCR. Para mantener un rendimiento éptimo de los reactives del kit, no los

Para uso de diagnéstico in vitro

Infarmacion de seguridad sustituya.

Siempre que trabaije con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio B Utilice nicamente la Tag ADN polimerasa {Tog) suministrada con el kit.
adecuada, guantes desechables y gafas protectoras. Para obtener mds Na la sustituya por Tag ADN polimerasa de ofres kits del mismo o de ofro
informacién, consulte las hojas de datos correspondientes sobre seguridad tipo ni por Taq ADN polimerasa de ofro fobricante.

[SDS). Puede obtererlas en linea en el practico y compacto formate POF en
www.giagen.com/safety, desde donde también podrd buscar, ver e imprimir
las hojos de datos SDS de todes los kits y companentes de los kits QIAGEN®.

“MARISO

BIOQUIM!
DY- TEC

-M.N. 9483 E| kit therascreen BRAF RGQ PCR se suministra en hielo seco y debe mantenerse
LAB S.A. congelodo a la llegada. En caso de que el kit therascreen BRAF RGQ PCR
no esté congelado a la llegada, de que el embalgje externo se haya abierto

En otros pafses, si corresponde, se puede ulilizar el equipo Rotor-Gene Q Splex HRM con durante el transporte o de que el envio no incluya la nota de embalale, el

una fecha de produccién de mayo de 2011 o posterior. La fecha de preduccién se puede manual o los reactives, péngase en contacto con los departamentos del servicio
obtener del nimerc de serie situado en la parte posterior del equipo. El nimero de serie técnico de GHAGEN {COHSU'IE Jer contrapodadc o visite www.giagen.com).
presenta el formato "mmaannn”, donde "mm” indica el mes de produccién en digitos,
"aa” indica los dos Gftimes digites del afic de produccién y “nnn” indica el identificader
exclusive del equipo, i : . B ——

MASINO Almacenamiento y manipulacién de reactivos /—
.

Compruebe que los equipos se han revisado y culibrade segin las recomendaciones

del fabricante.
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http://www.qiagen.comlsafety.
http://www.qiagen.com.

Tras recibirlo, debe almacenar el kit therascreen BRAF RGQ PCR inmediata-
mente en un congelador a una temperatura constante de =15 a -30°Cy
profegido de la luz. Los primers Scarpions [asi como todas las moléculas
marcadas con flucrescencia) deben protegerse de la luz para evitar el
blanqueamiento.

Cuando se almacena en lus condiciones recomendados en el embalaje
original, el kit es estable hasta la fecha de caducidad que figura en la caja.
No es aconsejable descongelarlo y volver luego a congelarlo. No exceda un
maximo de & ciclos de congelucién-descongelacién.

Manipulacién y almacenamiento de muestras

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

El material de las muestras debe ser ADN gendmico humano, obtenido de
muestras de tejido fijado en formalina e impregnado en parafina [FFPE).
{as muestras se deben transportar de acuerds con la metedelogic anatome-
patolégica estandar para garantizar la calidad de las muestras.

Existe la posibilidad de gue fas muestras de tumores y los datos de una muestra
de tumor no coincidan con ofras secciones del mismo fumor. Las muestras de
tumores fambién pueden contener tejide ne tumoral. En un principic, no se
prevé que el ADN del tejido no fumaral contenga las mutaciones que detecta
el kit therascreen BRAF RGQ PCR.

Procedimiento

Extraccion y preparacion del ADN

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

B los cortes de FFPE deben colocarse en un portaobietos de vidrio.

B El exceso de parofing localizade alrededor de los cortes tisulores debe
retirarse mediante un bisturi estéril nuevo.

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

8 El ADN gendémico purificado debe eluirse en 120-200 pl de tampén ATE
(suministrado en el kit QlAamp DNA FFPE Tissue). Almacens el ADN
gendmico purificade a una temperatura de entre =15 y =30 °C,

Le valoracién del ADN deberio basarse en la mezcla de reaccién para control
(CTRL) suministrada con el kit therascreen BRAF RGQ PCR y puede diferir de la
cuantificacién basada en las lecturas de absorbancia. Se suministra mezcla de
reaccién para control {CTRL edicional para valorar lo calidad y lo contidad de
fas muestras de ADN antes del andlisis con el kit therascreen BRAF RGQ PCR,

Nota: para garantizar suficiente ADN para el andlisis, se recomienda extraer
conjuntamente dos portaobijetos de FFPE como minime en primera instancia y
valorarlas con el ensayo de control. Si se ha obtenide ADN suficiente para la
PCR, pueden extraerse mds portachjetos y agrupar el ADN,

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

Todos los ensayos del kit therascreen BRAF RGQG PCR generan productos de
PCR cortos. Sin embargo, el kit therascreen BRAF RGQ PCR no funciona

3 MﬁSlN@orreclcmeme con un ADN excesivamente fragmentado.

Tha WM. o483
NOLAB S.A-
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Protocolo: valoracién de las muestras

Este prolocolo se utiliza para valorar el ADN amplificable total de las muestras
mediante BRAF CE Sample Assessment Locked Template {Assay Package) para
la valoracion de muestras automatizada,

Nota: para obtener informacién sobre fa valoracién manual de las muestras,
consulte el apartado “Apéndice {: protocolo manual del kit therascreen BRAF
RGQ PCR", en la pagina 60.

Cuestiones imporiantes antes de comenzar

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

Témese su tiempo para familiarizarse con el equipo Rotor-Gene G MDx
antes de iniciar el protocolo. Censulte el manual del usuaric del equipe.

No mezele en vértex la enzima Tag ADN polimerasa {Tag) ni ninguna ofra
mezcla que contenga Tag ADN polimerasa, ya que esto inactivaria la
enzima.

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

La mezcla de reaccién para control (CTRL} dispenible permite evaluar hasta
24 muestras.

Antes de comenzar

Compruebe que se haya instalado el software therascreen BRAF Assay
Package antes de utilizar el equipo Rotor-Gene Q por primera vez
{consulte el apariado “Apéndice |l instalacién del software theraseresn
BRAF Assay Package” en la pagina 89).

Antes de cado uso, es necesario descongelar fodes los reactives durante al
menos 1 hora a temperatura ambiente (15-25 °C), mezclarlos invirtiendo

cada tubo 10 veces y centrifugarlos brevemente para recoger ef contenido -

de la parte inferior del tubo.

Asegirese de que la enzima Tag ADN polimerasa (Tag) se encuenira a
temperatura ambiente [15-25 °C} antes de cada uso. Centrifugue el tubo
brevemente para que la enzima se deposite en el fondo del tubo,

Manual de uso del kit therasereen BRAF RGG PCR 12/2014 15

- ~—Procedimiente

Descongele la mezela de reaccidn para control {CTRL), el agua para el
control sin melde [NTC) y el control positive {PC} o temperatura ambiente
{15-25 °C} durante al menos 1 hora. Cuando se hayan descongelado
los reactivas, mézclelos invirtiendo cada hebo 10 veces para eviter
concentraciones locolizadas de sales. A continvacién, centrifoguelos
brevemente para que el contenido se deposite en el fondo del tubo,
Prepare cantidades suficientes de mezclas maestras {mezcla de reaccién
para conirol [CTRL] mas la enzima Tag ADN polimerasa [Togl) para
muesiras de ADN, una reaccidn de control pesitivo y una reaccién de
control sin molde, segin los volimenes indicados en la tabla 2. Incluya
reaclivos para una muestra adicional « fin de que exista excedenfe
suficiente para la configuracién de la PCR.

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

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

Componente Volumen

Mezcela de reaccidn pora control {CTRY) 19,5 pl x [n+1}*
'-‘.'crq ADN polimerasa [Tag) . 0,5 pl x {n+ 11
Volumen total 20,0 pi/reaccidn

* n = njmere de reacciones [muestras y controles). Cuando realice la mezcla mossha,

no olvide preparar la cantidud suficiante para 1 muestra adicional [+ 1) @ fin de gue
existo excedente suficiente para la configuracidn de la PCR. El valor n no deberia ser
superior @ 26 (24 musstras, més 2 controles).

Mezdle bien la mezcla maestra pipeteando suavemente arriba y abajo

10 veces. Coloque el nimero adecuado de tubos de firas en el bloque de
carga segin el esquema de la ilustracién 1. Afiada inmediatamente 20 yl
de la mezcla maestra en cada tira de tube para PCR.

Los tapones permanecen en el contenedor de plastico hasta que son
necesarios. Para la valoracién de muestras, la mezcla maestra para ensayo
de control debe afiadirse @ un pocille de contral positive, un pocille de
cantrol negative y un pocillo por cada myestra.

16
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Thnstrocién 1. Disposicidn de bos ensayos de evaluodién de tras en of bloque de carga.
Los nimesos indicon kos paticionos on o bloqua do cargo y lo posicidn final del rotor,

4, Ancdo inmediatamente 5 pl de agua para el control sin melde {NTC} ol tubo
de contral sin molde (nimero del tubo de PCR: 2} y tdpelo. Afodo 5 pl de
cada muestro a los tubes de muestra [ndmeros de los tubas de PCR: del 3
al 26) y tapelos, Adada 5 yl de conirol positivo {PC) de BRAF of tubo de
control positive {nimero del tubo de PCR: 1} y tapelo.

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

5. Después de cerrar todos los tubos de PCR, realice una comprobacién visual
de los aiveles de llenado de los tubos de muesiras pare asegurarse de que
la muestra se ha afiedido a todos los tubes.

é. Invierta tedos los tubos de PCR {4 veces) para mezclar los muestros y las
mezclos de reaccién,

7. Coloque los tubos de tiras de PCR en los posiciones apropiadas en el rotor
de 72 pocillos {ilustracién 1}. 5i el roter no esté totalmente lleno, debe
relienar todas las posiciones vocias con un tubo tapado vacio.

8. Coloque inmediatamente ¢l rofor de 72 poxillas en el equipo Roter-Gene @
MDx. Asegurese de que ef anillo de Fijocidn laccesorio del equipo Rotor-
Gene Q) se encuentra en lo parte superior del rotor para proteger los
tubos duronte fa serie.

9. Inicie ¢f software Rotor-Gene Q. Para cfls, haga doble dic en el icona
*theroscreen BRAF CE Sample Assessment Locked Template” (Molde
bloqueado de voloracién de muestras de BRAF CE de therascreen) del
escritario def portétil conectodo al equipo Rotor-Gene G MDx [consulte
ba flustracién 2).
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llustrecién 2. kono “themascreen BRAF CE Semple Assessment Locked Template® (Molde
bloqueado de vakoracién de muesiras de BRAF CE de therascreen).

10. Lo pestaiia "Setup” {Configuracidn) {consulte la llustracién 3) se abre de
manera predeterminada. Confirme que ¢l anillo de fjacién esté sujeto
y marque la casilla “Locking Ring Attached” {Anillo de Fijacién sujeto).
Cierre Ja tapa del equipo Rotor-Gene Q.
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llustrocida 3. Pestaiia “Setup” {Canfiguracién) {1) y opcién “Locking Ring Attached” {Anillo de
fijgcién swjeto) (2

11. Introduzca el identificador de la serie en el campo “Run ID” de ocverde con
lo convencién de nomendatura local. Escriba el nombre de la muestra en
campo “Sample Name” segin la convencién de nemenclatura focal y p
la tecla Enter, Al hacerlo, se onade el nombre de la muestro o lo lista dd

——
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muestras que aparece mas abajo y se le asigna un idenfificador ("Semple
D" 1, 2, 3, etc.). Ademds, se actualiza el panel “Layout of the pipetting
adapter” (Esquema del adaptador de pipeteo} sitvado a la derecha con

el nombre de la muestra [dustracién 4).

Nota: también existe lo posibilidad de importar los nombres de los mues-
tras almacenadas en los formatos *.smp [orchive de muesiras de Rotor-
Gene Q) o *.csv {volores separados por comas) mediante el botén "Import
Somples” {Importar muestras). Con este método, los nombres de las
muesiras se introducen automédticomente.

Nota: en el panel “Layout of the pipetiing adapter” {Esquema del adap-
tador de pipetec), compruebe que la nueva muestra aparezca resaltoda
con un color distinto y que el nombre de la mismo oparezco en la posicién
de muestras [ilustracidn 4}

Nota: los nombres de las muestcas con més de 8 carocteres no pueden
mosirarse al completo en el ponel “Layout of the pipetting adapter®
(Esquema del adaptador de pipetes).

f
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lhstracién 4. Introduccidn del identificodor de ba serie ["Run ID”) ¥ del nombre de lo muestra
{“Sample Name™]. {} = Compo “Run ID" [entilicador de lo serie), 2 = Campo “Sample
Nama® [Mambre de ko mussira], 3 = Lista de muestras, 4 = Ponel “layout of the pipetting
odopter” {Esquema de! odoptodor de pipetes], 5 = Botén “Impac Samples” [impostar

muestray].)
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12. Repita el paso 11 para infroducir los nombres de todos las muestras

adicionales [ilustracién 5).

Nota: paro editar ef nombre de uno muestro, hoga clic en la opeién
“Somple Nome* de la listo de muesiras para que lo muestra seleccionada
oparezca en el compo “Somple Nome” anterior. Modifique el nombre de
la muestra segin la convencidn de nemenclatura local y pulse la tecla Enter
pora actualizor el nombre.
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Thastracién 5. introduccidn de bres de tro adicionales en el campo “Sample Name”

{1

= Compo “Semple Nome* [Nombre de la muesiro], 2 « Liste de muesiras, 3 = Panel

"loyout of the pipetiing adapier” [Esquemo del adaptoder de pipstes))

> ——
RISOL MASINO
.%%guimca N, D483

.OT-TECNOLAB S.A.
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13. Cuando haye terminada de introducir todes los nombres de los muestras, 14, Aparecerd uno ventana “Save As” [Guardar coma). Seleccione un nombre

compruebe que sean correctos. Si es necesario, incluya cualquier informo- de archivo adecuade y guarde la serie de PCR como un archivo ejecutable
cién adicional on el campe “Notes” [Notas} y haga dic en e botén “Start *_rex en la ubicacién seleccionada. Luego, haga dic en el botén *Save”
Run” (Iniciar la serie) {ilustracién &). {Guardar] [ilustracién 7).
Nota: si queda olguna pasicidn del rotor vacio, oparecerd un mensoje
de advertencia ["Warning”} {ilustrecién &) para recordarle que deben %"’_“‘ — L T e e
ocuparse lodos los posiciones sin utilizar del rotor con lubos vacios . h_' — — e ;I
tapados. Compruebe que todas los posiciones sin utilizar del retor ' oo o . ¥ :
contengan un tubo vocic topado y hago clic en “OK” {Acepior] para | e . ﬂ::;;:,, brpid !
continuar, ' x e !
T W P s A SR T e T ARE—— : e :
T - i e '
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|
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I |
' P s Whtratorts B CF Satghe Abbribemrt Lo T W10 €1 050 .
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-_" llustracién 7. Guardedo del archive ejecutuble {1 = Ventana “Sove As”® [Guardar como],
= 2 = Cempos “Fils Nama” [Mombee de archivo] y “Sava as type® [Guardar como tipo],
- 3 = Botén “Sove” [Guardar])
2 L - o L - _—_':-_. frm — = — = - -.._-—...,_-_I_
e PR v

Tustracidn 6. Campo *Notes”® [Notas) (1), botén "Start Run® {Iniciar la serie} [2) y mensaje
"Warning” [Adveriencia) sobre kas posiciones sin uiilizar del rotor (3)

r16OL MASING
%]?)QUIM! A-M.N.9483
DT- TECROLAB S.A.
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15. Comienza la serie de PCR.

Nota: cuando empieza la serie, la pestafia "Run Progress” (Progrese de la
serie} se abre automdticamente para mostrar el registro de la temperatura

y el liempo reslante pare finalizar ia serie (ilustracidn 8).
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llustracién 8. Pestaia de progreso de la serie {“Run Progress”)
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16. Una vez finalizada la serie, se abre avtométicamente la pestafia “Analysis”

{Andlisis).

Nota: si la pestafia “Analysis” no se abre, haga clic en la pestafia

“Analysis” (ilustracidn 9).

Neta: encontrard una explicacién sobre el métedo de célculo empieads en
el apartade “Interpretacion de los resultados” de la pagina 39,

L e

e ———

g

llustracién 9. Pestafia *Analysis* (Andlisis} e informe de los resuliados {1 = pestaiia “Analysis®
[Andlisis], 2 = “Sample QC Result Table” {Tabla de resultados de CC de la muestra)}

17. Los resultadas de control se presentan de [ siguiente manera en la tabla de
resultados del CC de la myestra “Sample QC Result Table” (ilustracién 9).

M Controles de la serie [PC y NTC, posicienes 1y 2 de tubos
respectivamente}. 5i los resultados se hallan dentro de los rangos

QUIAICA [|M'N. 9483
“TECNGLAB S.A.

aceptables, cada uno mestrard el volor "Valid” [Valide); de lo
. contrario, aparecerd el valor “Invalid” {No vdlide).

Un valor de Cr > 32,00 para la reaccién de control de la muesira
generara un resultado “Invalid” [No vélido}. La cantidad de ADN no es

suficiente para realizar el andlisis de la mutacién. Es necesario volver
o analizar la muestra. Si la cantidad de ADN sigue siendo insuficiente,
extraiga mds tejido tumoral s es posible {consulte el apartade "Guia de
resolucisn de problemas” en la pagina 41].
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£2 Un valor de Cr < 21,95 para la reaccién de control de la muestra generard
un resultade *Invalid” (No vélido). La concentracidn de ADN es dema-

siado alta pora realizar el andlisis de la mutacién. Diluya ka muestra con

agua exenta de nucleasas [Dil.} y repita el andlisis. Diluya hasta obtener
un valor de Cr comprendido entre 21,85 y 32,00, Una dilucién 1:1
aumenta el valor de Cr en aproximadamente 1,0.

B Un valor de Cr de la reaccion de control de la muestra de 21,95-32,00,
(21,95 < Cr de control 2 32,00f generard un resultade “Valid” (Vdlide).

La concentracion de ADN es adecuada para reclizar el andlisis de

mutacion.

Nota: si fuera necesario volver a realizar una extraccion o una dilucién,
repita la reaccién de control para confirmar que la concentracion de ADN

es la adecuvade para realizar el andfisis.

18. Si lo deseq, puede generar archivos de informe haciendo clic en el botén

“Report” [Informe). Aparecerd la ventana “Report Browser” (Explerader de
informes). En el apartade “Templates” {Moldes), seleccione “BRAF CE
Analysis Report” {Informe del andlisis de BRAF CE} y luego haga clic en el
botén “Show” {Mastrar} (ilustracién 10].

Nota: existe la pasibilided de guardar los informes en otra ubicacién en
formafo de archivo Web si se hace dlic en el botén “Save As” {Guardar
como} situado en la esquina superior izgquierda de cada informe.
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thustracion 10. Seleccian del informe de andlisis de BRAF CE {*BRAF CE Analysis Report”}
{1 = Botén “Report” [Informe], 2 = “Report Browser” [Explorador de informes), 3 = “BRAF
CE Anclysis Report” [Informe del andlisis de BRAF CE], 4 = Botén “Show” [Mostrar]}

MARISOUIMASINO
BICQUIMICA- M.N. 2483
DT - TECNIPLAB S.A.
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Protocolo: deteccién de mutaciones de BRAF Procedimiento

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

Este protocolo estd disefiado para la deteccién de mutaciones de BRAF.
Cuande una muestra se considera correcta segin la evaluacisn de muestras,
se puede analizar mediante los ensayos de mutacién de BRAF con software
aufomatizado.

Nota: para obtener infermacién sobre o deteccién manual de las muestras, el contenido se deposite en el fondo del tubo.
consulte el apartado “Apéndice I: protocolo manual del kit therascreen BRAF 2. Prepare canfidades suficientes de mezclos maestras (mezcla de reaccién
RGQ PCR", enla pégina 60. mas la enzima Tag ADN polimerasa [Taql) para muestras de ADN, una
; . reaccién de contral positivo y una reaccién de conirol sin molde, segin los
Cuesiones importantes antes de comenzor volimenes indicados en o tabla 3. Induya reactives para una muestra
B Antes de iniciar el procedimiento, consulte el apartade "Precauciones adicional a fin de que exista excedente suficiente para la cenfiguracién
generales”, en la pagina 12. de la PCR,

Las mezclas maestras confienen todos los componentes necesarios para

B Témese sutiempo para femiliarizarse con el equipe Rator-Gene @ MDx
la PCR excepto lo muestra.

antes de iniciar el protocelo. Consulte el manua! del usuario del equipo.

B No mezcle en vériex la enzima Taq‘ADN polimerasa {To.q} ni‘ning’]uno ofra Tabla 3. Preparacién de las mezclas maestras del ensayo®
mezcla que contenga Tag ADN polimerasa, ya que esto inactivaria la
enzima. Volumen de mezda  Volumen de Teq ADN
M Fara utilizor el kit therascreen BRAF RGQ PCR de forma eficaz, es preciso Ensayo de reaccién polimerasa {Taq)
agrupar las muesiras en lotes de & come minime. Un tamafic de lote Conlrol 19,5 pl x {n+1} 0,5 ul x {n+1]
inferior implico una capacidad de andlisis de muestras inferior con el kit - . ’ U ’
therascreen BRAF RGQ PCR. V60OE/Ee 19,5 pl x (n+1} 0,5 pl x [n+1)
B Pipefee la enzima Tag ADN polimerasa (Tag). Para ello, introduzea la V600D 12,5 pl x [n+1) 0,5 pl x [n+1}
punfnl:t de la pipeta justo deb(‘l‘io de la superficie del liquido para evitar V600K 19,5 l x {n+1) 0,5 pl x [n+1]
que la punta se cubra de enzima en exceso.
V60OR 19,5 pl x fn+1) 0,5 pl x [n+1)
Antes de comenzar

* n = nimero de reacciones [muesiras y contrales), Cuands redlice lo mezela maesha,

u ComprUEbe que se }"K?YG insia|0?io el software fhemlscree‘n BRAF Assay no olvide preparar la cantided suficiente para 1 muestra adicional {n+1} a fin de que
Package antes de utilizar &f equipo Rotor-Gene Q3 por primera vez existe excedente suficiente pora lo configuracién de la PCR.
[consulte el apartade “Apéndice I: protocolo manual del kit therascreen
BRAF RGQ PCR" en la pagina 60). Mezcle bien la mezcla muestra pipeteando suavemente arriba y abajo * /:

B Anfes de cada uso, es necesario descongelar todos los reactives durante ¢! 10 veces. Coloque el nimere adecuado de tubos de tiras en el bloque de

menos 1 hora a temperatura ambiente {15-25 °C), mezclarles invirtiendo MARISOL MASINO carga segin el esquema de la ilustracién 11. Afade inmediatamente 20 pl
cada tubo 10 veces y centrifugarlos brevemente para recoger el contenido BIOQEHMICA- M.N. 9418‘3 de mezela maesfra a cada tubo de tira de PCR {no suministrada),
de la parte inferior del tubo. QT :TECN LAB SA. los Idpones permanecen en el contenedor de plastico hasta que son
B Asegirese de que la enzima Tag ADN polimerasa (Taq) se encventra a necesarios.
temperature ambiente {15-25 °C) antes de cada uso. Centrifugue el tubo
brevemente para que la enzima se deposite en el fondo del tubo.
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Contrales Nimero de muestras 8. :‘lo[:oqt:\e inmedia:;:mente fl rolflo: :ef72 pociltlos enel eqdu;po Rotor-Gene @
x. Asegurese de que el anillo de fijacidn (accesorio del equipo Rotor-
Ensayo PCINTC] 1 2 3 4 S 6 7 Gene Q) se encuentra en la parte superior del rotor para proteger los tubos
Control 1 2 17 1 25133 | 41 ] 49 | 57 | 65 durante la serie.
9. Inicie el software Rotor-Gene Q y obra el molde simultdneamente haciendo
1 i 34 4 Y
V600E/Ec | 2 o8| 2 250 ]38 |eb doble dic en el icona “theroscreen BRAF CE Mutation Analysis Locked
V600D 3 11|19 | 27135 ] 43 51 | 59 | &7 Template” {Molde bloqueado de valeracién de muestras de BRAF CE de
therasereen) del escritorio del portétil conectado al equipo Rotor-Gene Q
Y600K 4 |12 20 | 28 16 | 44 52 | 60 | 68 flustracién 12).
V600R 5 13] 24 29 7 | 45 33 41 &9

thistracién 11. Disposicion de los ensayos de control y mutaddn en ef bloque de carge.
tos nimeros indicon le posicién en el blogue de carga y ka posicidn final del rotor. fhustracién 12. keono “therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template® (Mokde
bloqueado de andlisis de mutaciones BRAF CE de therpscreen)

4, Afada inmedictamente 5 ¢l de agua para o control sin molde {NTC) o los
tubos de firos de PCR de control sin molde {nimeros de los tubos de PCR:
del 9 of 13} y tdpelos. Anada 5 pl de cada muestra en los ubos de muestras
{nimeros de los tubos de PCR: 17-21, 25-29, 33-37, 41-45, 49-53, 57-61
y 45-69) y tapelos. ARado 5 pl de control positive (PC) de BRAF a los tubos
de control positive {nimeros de los kubos de PCR: del 1 al §) y tapelos. Cada
muestra de ADN se debe analizar tanto con of ensayo de control como con
todos los ensayos de mutacién.

Marque los tapenes de los tubos paro indicar la direccidn en la que se
deben cargar los fubos en el equipo Roter-Gene G MDx.

5. Después de cerrar lodos los tubos de PCR, reclice una comprobacién visual
de los niveles de llenado de los tubos de muesiras para asegurarse de que
la muestra se ha afadido a todos los fubos,

R )

4. Invicrto todos los tubos de PCR {4 veces] pare mezclar los muestras y las -
mezdas de reoccién,

7. Coloque los tubos de tiras de PCR en las posiciones apropiodas en el rator pf———-—;,

de 72 poc.ullos {|Iusrrc|clél'1 (R}A N ' MARISOL MASINO
Cada serie de PCR admite un maximo de 7 muestras. Si el rotor no esté BIOQUIMICA ] NN, 8483
totalmente llano, debe rellenar todas las pesiciones vacias con un tubo DT - TECNCLAB 5.A.
tepado vacio. '
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10. La pestaiia "Setup” [Configuracién) [conzulte la ilustracién 13) se abre-de- -
monera predeterminada. Confirme que el anillo de fijacién esté sujeto
y marque la casilla "Locking Ring Attached™ {Anillo de fijacién sujeto).
Cierre lo tapa del equipe Rotor-Gene Q.
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Tustracién 13. Pestaiia “Setup” [Configuracién) {1) y epcién “Locking Ring Atached” {Anillo
de fijacidn sujeto) (2}

11. Introduzea el identificador de la serie en el campa “Run ID” de goverdo con
Iz convencién de nemenclaturs lacal. Escriba el nombre de la muestra en ¢l
cempo “Sample Nome” segin la convencién de nomendatura focal y pulse
lo tecla Enter. Al hacerlo, se aiiade el nombre de la muestra a la listo de
muestras que aparece mas abaje y se le asigna un identificader (*Somple
10 1, 2, 3, etc). Ademds, se actualiza ef panel “Layout of the pipetting
edapter” {Esquema del adeptador de pipeteo) sitvado a la derecha con
el nombre de {a muestro {lustracion 14).

Nota: también existe ke posibilided de importor los nombres de las muestras
olmacenadas en los formatos =.smp [archivo de muestros de Rotor.Gene G
o “.csv [valores separados por comas) medionte el botén “Import Samples”
(Importer muestras). Con este método, los nombres de las muestros se
infroducen automdlicaments.
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— Nota: en ¢l panel "Layout of the pipetting adapter” {Esquema del adap-
tador de pipetes}, compruebe que el nombrz de Ta muesira oparezza
resaltado con un color distinto y que todos los ensayos de lo columna
del circulo de muestras estén resaltodos {ilustrocién 14),

Noto: pueden afiadirse un mdximo de 7 muestros. Los identificodores de
las muesiras {#n los circubos de las muestros} se asignon ovtomdticamenta

del 1 ol 7.

MNota: los nombres de las muestras con mds de 8 coracteres no pueden
mostrarse ol completo en el panel “Loyout of the pipetting adapter”
{Esquemun del adoptodor de pipeteo).
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thrstracién 14. Introduccién del identificador do lo serie ("Run ID*) y del nombre de la muestra «
{*Sample Mame*) {1 = Compo “Run [D” [Identificodor de ko seria], 2 = Compo “Sample
Nome® [Nombxe do la muestral, 3 = Lista de muesiras, 4 = Pane! “loyout of the pipetting
adapter” [Esquoma del adapiador de pipetes], 5 = Cireulo do ko muestra rescltado y panel
inferior con columna de 5 aniayos, 6 = Botén “Import Sampls” [Importar muestras]]

__’.“'
RISOL ASINO

mooumlc-*-
DT - TECNO AB S.A.
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e

12. Repita ¢l puso 11 para introducir los nembres de todas las muestros
adicionales [Hustracién 15).
Nota: pare editor el nombre de vna muestro, hogo clic en la opcién
“Sample Nome” (Nombre de lo muesira} de la lista de muestras para que
lo muestra seleccionoda aparezea en el campo “Sample Nome” anterior.
Madifique of nambre de lo muesira segin lo convencién de nomenclatura
local y pulse la teclo Enter para ectualizar el nombre,
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Thistracién 15. Introduccién de nombres de muestra odicionales en el campo “Sample Neme”
{} = Campo "Semple Name™ [Nombre de ko muestra), 2 = Listo de muestres, 3 = Panel
“layout of the pipetting adapter” [Esquema del adaptader de pipeteo))

‘MARISOR MASINOG

BIOQUIMICHA - M.N. 8483
DT - TECHOLAB S.A.

13. Cuando haya terminado de introducir todos los nombres de los muestras,
compruebe que sean correctos. 5i es necesario, incuya cualquier infor-
macién adicional en el campo “Notes” {Notas} y hoge dlic en of botén
*Start Run” (Iniciar la serie) {ilustracién 16},

Notua: si queda alguna posicién del rotor vacio, oparecerd un mensaje
de adverencia {"Waorning”} {ilustracién 16} para recordorle que deben
ocuparse todas las posiciones sin utilizar del rator con tubos vacios
tapadas. Compruebe que todas los posiciones sin utilizor del rotor
coniengan un tubo vocio tepodo ¥ hago clic en "OK” {Aceplor} para

conlinyar,
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thrstracidn 14, Campo “Notes”™ (Notas) (1), botén *Stert Run® {Inicicr lo serie) (2] y menscje
“Waming” [Advertencia) sabre las posiciones sin wtlizar del roter [3)
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14. Aparecerd una ventana “Save As” (Guardar come). Seleccione un nombre
de archivo adecuado y guarde la serie de PCR como un archivo ejecutoble

* rex en lo ubicocién seleccionada {ilustracidn 17).

Pty Wz EPAF (T Makots Adssysin Linciud 1ol 71 4817 0 o

s = e [ P o)

Tustracién V7. Guardado de erchivo ejecutable (1 = Ventona “Save As™ [Guardor como),
2 = Campos “File Name™ {Nombre de orchive] y "Sava as type” {Guardar como tipe),

3 = Botén “Save” [Guordor])
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15. Comienza la serie de PCR.

Nota: cuondo empieza la serie, lo pestaiia *Run Progress” [Progreso de la
serie) se abre outomdticomente paro mostroar el registre de la temperatura
y ¢l tiempo restonte pora finolizar la serie (ilustracidn 18).
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Ihrstracién 18. Pestaio de progreso de ka serie {“Run Progress™) {1)

MARISOL WMASINO
BICQUIMICA M. W, 8483
oT-TECNOLAB S.A.
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16. Uno vez finalizada lo serie, se abre autométicamente la pestaiia *Analysis” aparecerd un resultode “Valid® [Vélido] en lo columna "Negative

{Analisis}. Contral Stotus” [Estado de! control negoetivo); de.lo contrario, oparecord
- Nota: si lo pestafic “Analysis™ [Andlisfs} no se abre, haga clic en la pestafia un resultada “lnvalid” {Na vélido).
“Analysis” (ilustracién 19). @ Panel “Sample Result Table™ (Tabla de resultados de la muestra). En o
Nota: encontraré una explicacién sobre el métode de cdleulo empleado en columna “BRAF Mutation Stotus” {Estado de lo mutacién de BRAF} se
¢l apartado “Interpretaciéa de los resultades™ de la pégino 39. muestran las mutaciones especificas detectados en fes muestros
positivas para lo mutacién.
= o M = R = ok e R il = . . . . . -
- _ - 18. Si lo desea, puede generar archivos de informe haciendo clic en of botén
= r = r — = 1 *Report” (Informe). Aparecerd la ventana “Report Browser” {Explorador
— =t de informes}. En el apartado “Templates™ {Moldes}, seleccione "BRAF CE
D e e Analysis Report” (Informe de! andlisis de BRAF CE} y luego haga clic en el
= £ botén "Show” [Mostrar] filustracién 20},
::E::'-‘K-—!:ﬁl‘-"—- R " Nota: existe lo posibilidad de guardar los informes en otra ubicacién en
3— R E: formato de archive Web si se hace clic en el botdn "Save As™ [Guardar
— comoj siluado en lo esquino superior izquierdo de coda informe.
4 —mr e T RN - R S IS §
= y — P - L AL ¥}
- . B
- [
. = T == 1
P e e T R e R b
St LTI e PRt 2 Elos : TR
thastracida 19, Pestano Anuhrm {anéfisis) e informe de los resuttedes || = Postaiio .._....-: ____‘ : .".';ﬂ - } ‘ 3
“Analysis™ {Anélisis], 2  Panel "Run Controls, Positive Cantrol“ [Controles de la serie, control N ! - 2
positivo], 3 = Panel “Run Controls, Negative Control” [Controles de ki serie, contrel nogatvol, It
4 a Panel “Somple Result Table® [Tabla de resultodos de la tro], 5 = Ponrel “Mutation I} N o
Status™ [Estodo de lo mulacién]) L e 4
17. Los resultados de! ensayo se presentan de la siguiente manera
{lustracién 19);
B Panel “Run Controls, Positive Contrel” {Controles de la serie, control b
lposltrvo]. SI-IOS (e.:sulmdos se hollor: dentro del rongo ocepI?E}le, en MARISOL MASINO _ _ w
a columno "Positive Control Status® (Estado del control pasitivo) BIOOUIMICA- M.N_ 9483 i —— w
aparacerd un resultade “Valid”™ {Vélido); de lo contrario, aparecerd DT - TECNO 2 5.A, {lustracian 20. Seleccién del informe de andlisis de BRAF CE ["BRAF CE Analysis Report”)
un resultado “Invalid” {No vélido). (1 = Batdn “Report” [Informe], 2 « Panel “Report Browser” [Explorador de informes],
3 = Botbn “BRAF CE Anolysis Report” [Informe del andlisis de BRAF CE], 4 « Botdn “Shaw”
& Panel "Run Controls, Negative Control™ [Cantroles de la serie, contrel [Mostror]}

negative}. Si tanto el resullado para “NTC” como pare “Internal
Control” [Contrel interno) se hallan dentre de los intervalos aceptables,

- - —_ ——————

E—
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--Interpretacién-de los-resultados. {Automatizada).. .- .. ___

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

Nota: para ohtener informacién sobre el andlisis manual, consulte el apartada
"Apéndice |: protocolo manual del kit therascreen BRAF RGQ PCR”, en la
pagina 60.

El ciclo de PCR en el que la Huorescencia de una delerminada reaccidn
alcanza el valor umbral se define como valor de Cr. los valeres de Cr indican
ta cantidad de ADN especifico introducido. Los valores de Cr bajos indican
niveles mds altos de ADN intreducido, mientras que los valores de Cr alles
indican niveles mds bajos de ADN introducido. Las reccciones con un valor
de Cr se consideran positivas para le amplificacién.

El software Rotor-Gene G interpola las sefiales de fluorescencia registradas
entre dos valores cualesquiera. Por lo tante, los valores de Cr pueden ser
cualquier némeros real {no solamente enteros) comprendido entre 0 y 40.

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

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

Los valores de ACr de la muestra se calculan para cada ensayo de mutacion
mediante la ecvacién:

ACr = [valor de Cr del ensaye de mutacisn]
- [valor de C1 del ensayo de coniral]

Las muestras se clasifican comeo positivas para la mutacién cuandoe su valor de
ACs es inferior o igual al valor de ACr de corle de dicho ensoyo. Por encima
de este valor, se considers que la muestra no alcanza el porcentaje de
mutacién detectable por el kit therascreen BRAF RGQ PCR [por encima del
limite de los ensayos] o que la muestra es negaliva para la mutacién, lo que
se indicaria con el resultads “No Mutation Detected” (Mutacion no detectada).
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La ausencia de amplificacién en las reacciones para mulacién se clasifica como

“N& Mutatian Detecled” {Mulétidhnio detectadal—Se prevé-quetosvatores-de ———ememn o

ACr caleulades a partir de la amplificacidn del fondo sean superiores a los
valores de ACr de corte, en cuyo casc la muestra se clasifica como “No
Mutatian Detected”.

Los resultados del ensayo pueden ser “Mulation Detected” {Mutacién
detectada), “No Mutation Delected” [Mutacion ne defectada), “Invalid”

{No vélido) o “Run Control Failed” [Control de la serie erréneo) si alguno de
los controles de la serie da error. En las muestras positivas para la mutacion,
las mutaciones especificas se indican segdn la 8gica de la reactividad eruzada
de la “Tabla 8. Nomenclatura del estade de mutacion de la mueskva”, 2n la
pdgina 54. En los apartados “Protocolo: valoracidn de los muestras”
{pégina 15}, “Protocolo: deteccién de mutaciones de BRAF” [pégina 27)

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

Es poco frecuente que un fumor contenga mds de una mutacién. En estos casos,
el informe muestra el estado de BRAF como "Mutation Delected” [Mutacion
delectadal; sin embarge, todas las mutacionas positivas se incluirdn en la lista
con &l indicader de advertencia ¥SAMPLE_POSITIVE_AND_UNCLASSIFIARLE",

_ MARISOL [MASINO

 BIOQUIMIGA L M.N. 8483
DT-TECNOQLAB S.A.
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Guia de resolucién de problemas

Esto guia de resolucidn de problemos puede ayuderle a resolver cualquier
prablemo que puedo surgir, Para obtener mas informacién, también puede
consulior la pégina de preguntas frecuentes {[Frequently Asked Questions) de
nuestre Centro de servicio téenico: www qiagen.con/FAQ/FAQLIst.ospx.
Los cientificos del servicie técnico de QIAGEN se encargarén de responder
cuclquier pregunta que tenga sobre la informacién y los profocolos de este
manual, osi como sobre las tecnologias paro la preporocién de muestras y
ensayos de biologia moleculor [enconirard la informacién de contacto en fa

coniroportodo o en www,giogen.com).

Comentarios y sugerencias

Resultodos no vdlidos

Compruebe las condiciones de
olmacenomiento y la fecha de
caducidad [consulte lo efiqueta) de
la ¢oja y, si es necesarie, utilice un
kit nuevo.

a) No se han cumplido las
condiciones de oimocenamiento
indicadas en el apartodo
"Almacenamiento y manipulocién
de reactivos” [pégina 12] para
uno o mas componantes,

b} El kit theroscreen BRAF CE RGQ
PCR esté coducodo.

Compruebe los condiciones de
olmocenomiento y lo fecha de
caducidad [consulte la etiqueto del
kit} de lo cajo v, si es necesario,
utilice un kit therascreen BRAF RGQ
PCR nuevo.

. MARISOL MASINO
R;lOQUIM'ICA LN, G482
OT - TEGNOUAB S.A.

Indicadores del software therascreen BRAF Assay
Packoge

Lo tobla 4 recopilo los pasibles indicodores que puede generor ef software
therascreen BRAF Assay Package, su significado y las acciones que deben
llevarse a cobo.

Tabla 4. Indicadores det software therascreen BRAF Assay Packege

Indicador Significado Accién
PC_CTRL_ASSAY_ Serie de PCR no vélida:  Repito toda la serie de PCR.
Fall el valor de C: de FAM

esté fuera del intervalo
para el control positivo
de lo reaccién para
control.

DATA no se pueden interpretar
' los daotos de fluorescencia
1 del coniral positivo

‘ [reaccién para control).

L R e i - -

PC_MUTATION_  Serie de PCR no vélido:  Repita toda la serie de PCR,
ASSAY_Fall el volor de Cr de FAM

estd fuera del intervalo

de uno o més reacciones

para mutacién,

PC_MUTATION_
INVALID_DATA

no se pueden interpretar
los datos de fluerescencia
del conirol positiva
[reaccién para mutacién).

NTC_INVALID_ Serie de PCR no vdlido:

DATA no se pueden interpretor
les datos de fluarescencia
para el contrel negativo,

Repita toda lo serie de PCR,

‘PC_CTRl._IN(’hUD__.S;:r-ie .de PCR no vélido:_ Repi!a. toda lo serir; de ?CR_.- '

Serie de PCR no vélido: Repiro- toda la serie de PCR. .

.

La fubla contindo en ko pdgina sig
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Tabla 4 [continvacidn)

Indicador Significado Accidn
NTC_ASSAY_CI_  Serie de PCR no valida:  Repita toda la serie de PCR.
INVALID volar de FAM no valido

[inferior gl [imite) para
el control negative,

NTC_INT_CTRL_
FAIL

Serie de PCR no vélida:
control interno por
encima del intervalo
para el control negolive.

Repita toda la serie de PCR.

L _ - .
NTC_INT_CTRL_  Seric de PCR no véalido:  Repita toda la serie de PCR.
EARLY_CT control interno por
debajo del intervalo
pora ¢l control negativo.
ISAMPLE_CTRL_ Muestra no vélida: no se  Configure una PCR auveva
INVALID_DATA pueden interpretar los pora repetic las muesiras
datos de fluorescencia  relevantes.
para ¢l control de la
muestra.
SAMPLE_CTRL_ Muestra no vdlida: Diluye la muestra paro
HIGH_CONC valor de Ci de FAM aumentaor el valor de Cr del
demasiode bajo pera control. Caleule lo dilucién
el control de lo mysstra,  teniendo en cuenta que una
dilucién 1:1 con el agua
suministrada con ¢l kit
permiie aumentar el valor
de Cr en 1,0; cvando haya
dilvide la muestra, configure
una nueva serie de PCR para
repetir la muestro,
SAMPLE_CTRL_ Muestro vilida: No se requiera ninguna
LOW_CONC cancentracién bojo pare  accion.

el control de lo muestro
|odvertencia, no error).

Lo tablo coninda en ko pégina siguiente.
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Tabla 4 [continuacién}

Significado

demuasiodo alto para
lo reaccidn para

control de la mueska,

tndicador Accidn
SAMPLE_CTRL_FAIL Muestra no vélida: Configure uno nveva serie de
volor de Cr de FAM PCR paro repetir la muestrg,

Si el resuliado sigue siendo no
vélido of repefir lo serie de
PCR, extroiga lo muestro de
una seccién FFPE nueva,
Configure una nueva serie de
PCR pora analizar la nveva
extraccién. 5i el resultado
sigue siendo no vélido, vuelva
o analizar la segunda
extraccién. Si lo muestro na
genera un resultado vélido

al finalizar esta serie, se
asignard o lo muestra

un estado mutocional
indeterminodo y no se llevard
o cabo ningdn otro andlisis.

- .-
‘rl

- *S4aRISOL ‘JASINO

BICQUIMICA - JA.N. 9480
OT- TECNOUAB S.A.

Lo tobla contindo en ke pégina sigut
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Tobla 4 {continvacién)

EARLY_DELTA_CT

Indicador Significado Accién
SAMPLE_ Tubo para mutocién no  Si el estado vélido de ta
MUTATION_ vilido: el valor de ¢t muestra es "mutation

de FAM es demasiade
bojo pera lo muestro,

detected” [mutacién
detectoda), no es preciso
realizar ninguna accién,

Si el estodo de lo muestra

es "invalid” [no vélido),
configure una nuevo serie de
PCR para repetir la muestra.
Si el resultado sigue siendo no
vélido al repetir la serie de
PCR, extraigo la muestra de
una seccidn FFPE nueva.
Configure una nueva serie de
PCR para analizor la nuevo
extraccidn, Si el resublado
sigue sienda no vélide, vuelva
a analizor lo segundo
extraceidn, Si lo muesira no
genero un resultado vélide

ol finalizar esta serie, se
asignard a la muesira un
estado mutacions!
indeterminado y no se llevard
o cabo ningln otro ondlisis.,

Lo wobla continda en ka pdgino siguionts.

Tabla 4 {continuacién)

'AND_
UNCLASSIFIABLE

|

S

"SAMPLE_POSITIVE_

muesira son vdlidos y
positivos, a la vez que uno
o mas tubos de mutecién de
la mismo muestia no son
validos [se genera una
edvertencia, no un error}.

Lo muestra se considera
“mutation detected”
{mutacién deteciada), ya que
existe una mutacién. No
obstante, es posible que lo
mulocidn especifico que se
muesira en el informe no
represente la mutecién real
presente debide o la
reaclividod cruzado de los
ensayos. Por lo tonto, la
muestra solo se debe
identificar como “mutation
detected” [mutacién
detectada).

Resultado vélido: mas de un

lvbo de mutocidn es valido
para la misma muestra,

La combinacién no es
compatible con los patrones
de reactivided crvzada
previstos. Consulte la

tabla B. Si bien es poco
frecuente, la muestra puede
contener mds de una
mutacidn,

Indicador Significado Accion
SAMPLE_POSITIVE_ Resultado vélido: uno o mds  No se requiere ninguna
AND_INVALID tubos de mutacién de la accién,

No se requiere ninguna
accién.
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'Control de .caliduc_i-

De acuerdo con el sistema de gestién de calidad con certificacién 1SO de
QIAGEN, cada lote del kit therascreen BRAF RGG PCR se analiza en cuante
o las especificacicnes predeterminadas para garantizar la unifermidad de la
calidad de los productos.

Limitaciones

Los resultados del products deben interpretarse dentro del contexto de todos los
hallazgos clinicos o de laboratoric y no han de utilizarse independientemente
para diagnéstico.

Los estudios de verificacién se han reclizado con ayuda de ADN humana
extraida de muestras tumorales fijadas en formalina e incluidas en parafing
y esténdares sintéticos adecvados para estos estudios.

E! producto ha side verificado con el kit QlAamp DNA FFPE Tissue de
QIAGEN.

Ef producto es para uso exclusive en equipos Rotor-Gene Q MDx.

Es preciso cenirse estrictamente a las instrucciones indicadas en el Manuol def
kif therascreen BRAF RGQ PCR para obtener resultados &pfimos. No se reco-
mienda la dilucidn de reactives distintes a los descrites en este manual. De lo
contrario, el rendimiente se verd disminuido.

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

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

Limite de bianco {LOB), intervalo de funcionamiento y valores

de corte

Se andlizaron un total de 143 muestras de FFPE en un estudic que sigue los
requerimientos de NCCLS EP17-A {2004} para determinar el LOB y los valores
de corte pare cada ensayo de mutacidn. También se determind el intervalo de
funcionamiento para en ensayo de canirol. Los valores de corte se establecieron
tal y como se indica en la tabla 5.

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

Andlisis de mutacién [ACT)
V400E/Ec Y600D V600K V60O0R

Valor de

corte [ACH =70 <46,9 56,0 =70

El intervalo de Cr de la recccidn de contrel se establecié entre 21,95 y 32,00

de Cr.

Los valores de corte y e intervalo de tuncionamiento del ensayo se verificaron
mediante estandares y 102 muestras de FFPE adicionales {exclusivas). Durante
la verificacion, se estudié la copacidad de los valores de corte para distinguir
la mutacian corracta en un entorno de ADN nativo mediante la valoracion de
cada ensayo con un nivel alte de infroduccién de ADN genémico y un nivel
alto de introduecién de mutacién {consulte el apartado “Reoctivided cruzada”
en la pagina 54). También se estudié el impacto del nivel de ADN intreducide
sobre la mutacidn {consulte el apartade “Impacte del ADN introducido sobre
los valores de ACY” en la pégina 53).
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Tabla 4 (continuacién)

Indicador

Significado

Accidn

SAMPLE_CTRL_
INT_CTRL_EARLY
a

« |'SAMPLE_CTRL_
]!NTHCTRL_FAIL

Muestra no vélido:
volor de Cr de HEX
demasiodo boje paro
lo muestra [control
interno).

Valar de Cy demasiado
gdlto o ausencia de Ci)
para el control interno
{(HEX} y valor de Cy
demasiodo clto

{o ausencia de C3} para
el ensayo de control
(FAM).

Configure uno nueva serie de
PCR para repetir lo muestiro.
Si el resultado sigue siendo no
vdlido al repetir lo serie de
PCR, extraiga lo muestra de
una seccidn FFPE nueva.
Configure una nyevo serie de
PCR para analizar la aveva
extraccién. 5i el resultado
sigue siendo no vélide, vvelva
o analizar la segundo
extraccién. Si lo muestra no
genera un resultado vdlido ol
finalizar esta serie, se
asignard a lo muestro un
estado mutacional
indeterminodo y no se llevard
a cebo ningin otro andlisis.

Configure uno nueva serie de
PCR para repetir la muestra.
Si el resultado sigue siendo no
vilido al repetir la serie de
PCR, extraigo lo muestra de
una seccidn FFPE nueva.
Configure una nueva serie de
PCR paro analizor lo nueva
extraccion. Si el resultado
sigue siende no vilida, vuelva
o analizar la segundo
exiraccién, 5i la muestra no
genera un resvliado vélido

al finalizar este serie, se
osignord a la muestra un
estado mutacional
indeterminoda y no se llevard
a cabo ningdn ofro andlisis,

ASINO
N.9483

AB S.A.

MARISOL
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la xbla eontindo en lo pégina siguienta.

Tabla 4 {continuacién}

Indicador

Significado

Accién

SAMPLE_INT
CTRL_FAIL

Valor de Ci demasiodo
alto {o ausencia de Cy}
para el conkrol interno
(HEX} y ausencia de C3
pora el ensayo de
mutacién {FAM).

Si el estado de la muestra es
“mutation detected” [mutacidn
detectadal, no s precise
realizor ninguna accién.

Si el estado de la muestra

es "invalid” {no vélido),
configure una nueva serie de
PCR para repetir lo muesira,

Nota: si el error del control
interno se debe o uno inhi-
bicién de PCR, diluir la
muestra podria reducir el
efecto de los inhibidores, pero
debe tenerse en cuenta que
esto lambién diluirio ¢l ADN
objefivo. El kit incluye un tubo
de agua para lo dilucién de
le muestra {Dil.),

Si el resultado sigue siendo
*invalid” [no vélido) ol repetir
la serie de PCR, extroiga la
muestra de una seccién FFPE
nueva. Configure uno nueva
serie de PCR para onalizar

lo nveva extraccién. Si el
resuliodo sigue siendo no
valide, vuelva a analizar la
segundo exiraccién. 5ila
muesiro no genera un resuk
tade vélido al finalizar este
serie, se asignard a la

muestra un estado mutacion /
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Tobla 4 [continvacidny

Tabla 4 {continuacién)

P S ——

Indicador Significado Accidn Indicador Significado Accion
SAMPLE_INT_ Tube para mutacién ne 57 el estado vélide de la SAMPLE_INVALID_.  Tubo para mutacién no  Si el estado vélide de la
CTRL_EARLY_CT vélido: el valor de Cr de muestra es “mutation DATA ~ vélida: no se pueden muestra es “mutation
HEX es demasiadeo bajo detected” [mutacién interpretar los datos de  detected” {mutacién
para la muestra (control detectadal, no es preciso fluarescencia pora el detectada), ne es preciso
interno). realizar ninguna accidn. contrel interno. realizar ninguna accién.
Si el estado de la muestra es Si el estado de la muestra es
"invalid” [no valido}, conki- “invalid” [no vélido),
gure una nueva serie de PCR configure una nueva serie de
para repetir la muestra. Si el PCR para repetir la muestra.
resultade sigue siendo no 5i el resultado sigue siendo no
vdlido al repefir la serie de valide al repetir la serie de
PCR, extrciga la muestra de PCR, exiraiga la muestra de
una seccidn FFPE nueva. una seccidn FFPE nueva.
Configure una nueva serie de Configure una nueva serie de
PCR para analizar la nueva PCR para andlizar le nueva
extraccion. Si el resultado extraccidn, Si el resultado
sigue siendo no vdlide, vuelva sigue siendo no vélido, vuelva
a onalizar 1o segunda a andlizar la segunda
extraccién. Si la muestra no extraccién, Sila myesira no
genera un resultado vélido genera un resultade vélido
al finalizar esta serie, se al finalizar esta serie, se
asignard a fo muestra un asignard a la muestra un
estado mutacional estade mutacional
indeterminado y no se llevara indeferminado y no se llevard
a cabo ningun ofro andlisis. a cabo ningin otro andlisis.
la tubla conlindo en Iy pdgina siguiente. la fabla confinde en la pdgine siguienle,
__|£=-I__ -
MARISOL\MASINO
BIOQUIMICAT M.N.-8483
DT - TECNOLAB S.A.
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Exactitud: Comparacién con el método de referencia andlitico

Mediante un estudio, se demostré la concordancia del estado de mutacion del
kit tharaserean BRAF RGQ PCR en relacién con la secvenciocidn bidireccional
de Songer. En dicho estudio, se onclizaron 126 muesiras de FFPE con
mediciones estadisticas de ocuerdo/desacuerdo del requerimiento EP12-A2
del CLSI [2008]). Se obtyvieren resullados vélidos para 102 de las muestras de
FFPE, tanto para ¢l kit therascreen BRAF RGQ PCR come para la secuenciacidn
bidireccionol de Songer. Se utilizé el método Pyrosequencing® para confirmar
¢l estodo de o mutacién cvando el estado de mutacidn de lo muesira no coin-
cidia con el acuerdo entre la secuenciacién bidireccional de Sanger y el kit
therascreen BRAF RGG PCR.

La Toblo 6 indica el andlisis de acverdo entre ¢} kit

therascreen BRAF RGQ PCR
y lo secuenciacién, '

Tablo &. Andlisis del grado de concordancia

Medida de ocuerdo Frecuencra (%)

Concordoncia global 96,08
Puntuacién ~ Concordancia positivo 100,00

Concordancia negativa 95-,29

La frecuencio de acuerdo negativo se debe o la deteccién de mutocién en

4 muestras denominadas nativas por lo secuenciacién y positivas a la mutacién
V&OOE/Ec por el kit therascreen BRAF RGQ PCR. Esto es debido o la mayor
sensibilidad de las tecnalogins Scorpions y ARMS,

Impacto del ADN introducido sobre los valores de AG

Se evalud ¢l impacio de los niveles fololes de ADN intfreducido en lo
determinacién del estede de mutacién con el kif theroscreen BRAF RGQ PCR
como parte del estudia de verificocién de los valores de corte y el intervalo do
funcionamiento del ensaye, Se pretendia verificar que los mutaciones detec-
tadas por el kit therascreen BRAF RGQ PCR coincidion en niveles distintos de
ADN infroducidos en el intervolo de funcionamiento.

Se prepararon esténdares de mutacién con parceniaje alto, medio y bajo de
mutocidn [100%, 50% y 3 x LOD%, respectivamente} en un entorno de ADN
nalivo con niveles do introduccién de ADN clto, medio y bojo. Por lo tonto, se

——l
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analizaron un total de 9 estdndares de mutacién pora cade ensayo de
mutacién, En la tabla 7 se muestron los resullodos de todos las ensayos.

Los diferancias estimadas en la medio de AC: entre cada par de niveles de
ADN introducidos, fal como te estimeron o portir del andlisis de regresién
lineal, s& encontraron todas enfre =1 Cr, Por lo tanto, los 4 ensayos de
mulacién se consideraron equivalentes a niveles de intreduccién de ADN altos,
medios y bajos.

Tabla 7. Diferencias estimadas entre niveles de introduccién de ADN

Pardmetro (nivel Intervale do
de infroduccion Diferencio confianza del 95%
Ensayo de ADN} estimado (ACH) (inferior, superior)
VSOOE [E)  Alto ~ Medio 0,56 0,22; 0,90
VSOOE [} Bajo - Medio 0,01 -0,33;0,35
VGOOE (Ec]  Alto ~ Medio 0,48 0,12; 0,84
VGOOE {E¢)  Bajo — Medio 0,26 -0,10; 0,62
V600D Alio - Medio 0,32 -0,58;-0,06
V600D Bajo ~ Medio 0,43 —0,69; 0,17
V600X  Alio - Medio 0,10 -0,10; 0,30
" V600K Bajo — Medio -0,33 -0,53;-0,13
V40OR Alio = Medio -0,12 -0,28; 0,04
V60OR Bajo - Medio 0,62 -0,78; -0,46

Reactividad cruzada

Se anolizoron estdndares con un nivel alto de ADN introducido y un nivel alto
de contenido de mulacién (100%) para evaluar el potencial de reactividad
cruzada de cada ensoyo. Los resvltados de reactividad ¢ruzada permitieron lo
compitacién de una tablo légica de estado de lo mutacidn, tal como se muestro
en lo tablo B, El software BRAF CE Assay Pockage utiliza la légica de lo
reactividad cruzada pare determinar el estado de mutacién.

54




Tobla 8. Nomenclatura del estado de mutacién de lo myestra

V600E/Ec V600D V&00K V600R Estado de la mutacién
. : . . Positive para VOOOE
Pasitivo Negotive Negative Negative o VH0OEC
- . ) L . Positivo puru V600Ee
Pasitivo Negative  Pasitivo MNegalive o VEOOK
Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo para V400D
. Negativo  Posilivo  Negativo Negotivo  Positive para V400D
Negative  MNegalive Positive  Negativo  Positive para V600K
. Negalivo  MNegativo Negalivo Positive  Positivo para Y60OR

Valores del limite de deteccién (LOD}

Se reclizé un estudic para determinar el LOD de cado une de los 4 reacciones
especilicas de los mutaciones incorporadas en el kit therascreen BRAF RGG
PCR. En este estudio, se definié el LOD como lo canlidad més bojo de ADN
mutante en un entarno de ADN native o le que una muestra mutante propor-
cionard resultados positives para lo mutacidn en e 95% de los resultodos de
las pruebos {Cos),

Pora determinar el LOD de cado ensoyo, se prepararon estdndores de muto-
cién de distintos porcentajes con un nivel medio de ADN introducido y se
analizaron con el kit therascreen BRAF RGQ PCR. El LOD de cada ensayo
se coleuld por regresidn logistica. Para verificar el LOD de cada ensayo, se
prepararon estdndares de mutacitn en el LOD determinado. Se anclizaron
sesenta réplicos y se verifics la laso de pruebos positivos.

El LOD verificado con un nivel medio de ADN infroducido se muesira en lo
tabla 9. Con niveles mas cltos de ADN introducido, se espera que los valores
de LOD sean mds bajos que los valores indicoados en la tabla 9.

— —_——

égﬁ%::———

Tabla 9. Valores de LOD para cada ensayo de mutacion [nivel de introdutcién
medio}

LOD Cys en nivel medio de ADN introducido

Ensayo [mutacién)® {porcentaje de ADN mutante e ADN native)
VSOOE (E) 1,82%
| V6OOE (Ec) 4,31%
V&00D 3,19%
' V600K 4,34%
V600R 4,85%

* Ellimite do kas datacciones pare ol onsaye VOOOE se cokeuld para kos mutacionas VSOOE
¥ V60OE.

Efecto de lo melanina en el rendimiento del kit

El objetivo de este estudio consistia en evaluer el impacie de la meloning, un
inhibidor conocido de la PCR presente en las muestras de melonoma, en el
rendimiento del kit theroscreen BRAF RGQ PCR. Para efle, se anadié melanina
directamenta a muestras de ADN entes de analizorlos con el kit therascreen
BRAF RGGQ PCR en una variedad de concentraciones (0-250 ng/reaccidn),

A continuacién, se valord el efecto en los valores de ACr y en el estade de
mutacién de las muesiros analizados.

Los resultados reveloron que una concentracién boja de melaning no tenia
efecto en ¢l valer de AC: y un efecto minimo en el de ACr o niveles medios

de concentracién de melanina. Por lo tante, en niveles de concentracién bajos
y medios, puede determinarse que lo melenino no afects lo capacidod de los
ensayos paro detectar mutociones. A 180 ng/reaccion el control interno falls,
lo que indica la presencia de inhibidor y, por tanto, se permite la deteccién
de inhibideres antes de que lo identificacidn de mutaciones se vea ofectada.

las concentraciones de melanina que se suelen encontrar en el use normal no
interfieren con la copacidad del kit therascreen 8RAF RGQ! PCR para distinguir

MARISOL MAIINT enire muestras positivas y negativos a ko mutacisn,

BIOGUIMICAH M.N 9483
DT- TecnqiLAB 8.4,

En lo tabla 10 encontrard un resumen de los resullados.
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Tabla 10. Cantided de melanina analizada en cado ensaye

Tabla 11. Estimacienes de precisién de la repefibilidad

Concentracidn de Estado del control interns Precisién Intervalo de Precision Intervalo de
melonino {ng/reaccién) Cambio en AC: (correcto/incorrecto} {entre confianza del  [dentro de  confionza del
0 0 Correcio series 95% {inferior, la serie 95% {inferior,
Ensayo ancliticas) superior] analitica} superior)
60 _ -0.20 Correcto Control 0.30 0.25: 0,39 0.16 0.13: 0,20
oo G Correcto V6OOE () 074 0,61;0,94 0,57 0,46; 0,74
1150 -1.21 Correcto V40OE (Eq) 0,79 0,64:1.01 076 0,62; 0,99
180 -2,15 Incorrecto V600D 0,47 0,38: 0,60 0,46 0,38; 0,60
V600K 0,37 0,31;0.48 037 0,30; 0,49
Repefibilidad V6OOR " 0,44 0,36; 0,56 0,36; 0,58

Se implement6 un modelo de estudio matricial poro varior el usvario, el dia,

la configuracién de la placa y el equipo a fin de determinar la precisidn del
ensayo dentro de la misma serie analitico y entre series distintas. Lo repetibi-
lidad se demostiré con una introduccién de ADN de nivel boje de 3 x LOD
para los ensayos de mutacién. Ademés, se determiné el porcentaje de identi-
ficacién de mutacionas positivas para cado ensaye cuondo se analizaron con
su estdndar de mutacién especifico. En coda ensoyo de mutacién se obtuvieron
el 100% de identificociones de mutaciones positivos.

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

Reproducibilidad

Se implements un modelo de estudio motricial para valerar la repreducibilidod
mediante el ondlisis de estdndares en 3 loboratorios [sitios], con 3 lotes de kits
therascrean BRAF RGQ PCR |2 en cada sitio), usando 2 usvarios por sitio, en
2 equipos por sitio, durante 4 dios allernos. la reproducibilidad se demostrd
con un nivel de mutocién bajo (3 x LOD) pore ensayos de mutacidn y un nivel
bajo de ADN nativo introducide para el ensayo de control. La precisién de
cado ensayo se caleuld en los 3 sitios, junto con estimaciones de precitién

del 95% {tabla 12).

0,44

Tabla 12. Estimaciones de precisién de o reproducibilidod

Intervate de confianza del 95%

Manual de uso del kit theraserman BRAF RGGI PCR 1272004 s

Ensayo Precisién {inferior, superior}
Control 0,54 0,42: 0,76
' V6OOE(E) 0,87 10,67: 1,22
V600E (Ec] 0,86 0,66; 1,21
veooD 0,80 T 062,114
V&00K 0,61 0,47; 0,86
VGOOR i 0,63 T 0,49; 0,89
-
o
i
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Apéndice |: protocolo manual de! kit therascreen BRAF
RGQ PCR

Este opartade contiene instrucciones para ufilizor el kit therascreen 8RAF RGG
PCR con el software RGQ, version 2.3 en el modo abierto [es decir, sin utilizar
el software BRAF Assoy Packoge).

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

@ Paro obtener instrucciones sobre la preparacién y la disposicién de las
muestras, consulle los apartados “Protocolo: valoracién de los muestras”®,
en la pagina 15, y “Protocolo: deteccién de mutaciones de BRAF®, en la

pégina 27,

Protocolo: creacién de un perfil de temperatura

Antes de empezar, cree un perfil de temperatura para el ondlisis de BRAF.
Los pardmetros de ciclode son los mismos para la valoracién de muestras
y la valoracian de la mwiacién.

Procedimicento

En resumen, los pardmeiros de ciclo son los siguientes:

Tobla 13. Pardmetros de ciclo

Ciclos Temperatura Tiempo Obtencidn de datos

| @5 °C 15 minutos Ninguno
[40 C95°C 30 segundo—s" T Ninguno
Lo eoc  SOsegundes | Veeyamerl

1. Haga doble clic en &l icono del software Rotor-Gene Q, versién 2.3, sitvado

“MASING  en el escritorio del PC conectado al equipo Rofor-Gene Q MDx.
~ M, N. 94839

DT - TECRPLAB S.A.  up” {Nueva) pera acceder al “New Run Wizerd* {Asistente para

Para crear un nuevo molde, seteccione “Empty Run” (Serie vacio) y haga dic

—-

series nuevas).
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3. Seleccione "72-Well Rotor” [Rotar de 72 potillos) como lipo de rator.
Confirme que of anillo de fijacidn esté sujeto y marque la casifla “Locking
Ring Attached” {Anillo de fijacién sujeto). Haga clic en "Next” {Siguiente)
{ilustracién 21).

Hew Run Wirard @

Wakcsma 10 the Adtvanced Aun Wizad

Ree Dy -

siowewd | . | peen ]

Tustrocién 21. Cucdro de didlogo “New Run Wizard™ [Asistente para series nueves}
{1 = “Retor Type” [Tipo de rotor], 2 = Casilla “Lacking Ring Attoched” [Anillo de Hjocién
sujeto], 3 = Botdn “Next™ [Siguiente])
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Introduzca el nombre del usuario. Afiada las notas que desee & introduzea
el volumen de reaccién como 25. Asegirese de que "Sample Loyout”

(Disposicién de muestras) indica *1, 2, 3...". Hage cic en "Next” {Siguiente)
{ilustracién 22).

MNew Run Wirard

Thm acrpan oo fvscelores cotery by e wn Comgiets e e
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v |
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2

i 1
Raucton 0
by Ll
J e S—
4 Smdslw:lh-?-:l- ,-‘-'

sowest | et [ bn | 5

Mustracién 22. Introduccién del nombre ded usuario y los volémenes de reaccién (1 = Compo
“Operator” [Operadar], 2 « Campo “Notes” {Notes], 3 = Campo “Reaction Volume®

[Volumen de reaccién), 4 « Campe “Sampls Layout™ [Disposicidn da muestras), 5 = Botén
“Next” [Siguicnte]|

e
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5. -Hoga-clic en-el botén "Edit Profile” {Editar. pertil] situado en el cuadro de 3
didloge “New Run Wizard” (Asistente para series nuevas) (ilustracién 23}
y revise los porémetros de la serie analitica seqin los pasos siguientes.

Hew Run Wizerd ) 53]

7. Cambie el valor de *Hold Temperature” (Manterner !t_:mﬁergturgl a95°C
y “Hold Time” {Mantener tiempo) en 15 mins 0 sees” (15 min 03). Hoga

e —

dlic en el batén *insert After” (Insertar después) y seleccione “New Cyeling”
{Cidos nuevos} [ilustrocidn 25).

Tempesire Proflo © [Chch. th batlon 0
et the profie S L H @
showen n e box - LR Py
e T o oll kak 3 . - [p——
I 2
Ok i1 syt eviboes b ity
= ot ol Y e e— 3
] E
Charret Setup - Preerer ! --u!n:“
Mame { Serce | D | Gan | Cieato Hew | 1 T o of Gt 0w
Greet 40 S50m § = -
Lo Ln W 2 . | i 1 5 leew ® e
Danger 5w BOm & EdeGan
Red 625w GO 3 ’
Cieon B0 N0 7 Remon —— - - - . -
HAM @50 S0 7 Rexct Dedanits thrstracién 25, Paso de incubacién inidal @ 95 °C {1 « Botones “Hold Temperature™ [Mantener
p — = termperatura) y “Hold Time™ [Montener tiempo], 2 = Botdn “Insert alter” [Inseriar después),
= = 3 = "New Cydling” {Ciclos nuevos])
Shp Woad l o Rack. ] Hewt 3> I

thistracién 23, Edicidn del perfil (1}

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

A (e Pratrie ]
EARNN R | i
L] Com Seris el
Er o ol e 1 o ovephen 1he pop eyt S
m.‘lw‘h;.‘. ) - h
"4.& = ! 0«—\—9
W maen 2
=] el
| ool e op .  MARISOL- ASINO
" BIOQUIMICA - }4.H. 8453
DT - TECNOUAB S.A.
Thrstrocién 24, Insercién de un poio de incubacién inicial (1 = Botde Tinsert after” {Insartar
después], 2.e "New Hold of Tempetoture™ [Nueva fase de temperotura))
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8. Cambie ol nimero de repeticiones de ciclo a 40. Seleccione el primer paso y

9. Seleccione ef sequndo paso y establezca ef valor en “60°C for 60 sees”
estoblezca ¢l valor en "95°C for 30 secs” {95 °C paro 30 s} (ilustracidn 26).

{60 *C para 60 s}. Para adtivar la oblencién de dotos durante este paso,
seleccione el barén “Not Acquiring” (No adquirir) {ilustracién 27).

EAEI AN A4
T o syt 5 S B S0ty o s e imperwitt o 40 e B z - e'l‘:‘ ht.-l.. &
Thor i wll ik s LU T ]
! "*'lf“WL ONTRCANETE At
PRI W
ko o i Dnbona iy gty ¢
E::_ p— pri etk
I J L]
;?n?hl:—ﬂu:nﬁl e e+ 3 il A ey g S e Oy l'hu-rh-wﬂ_a_i_jt-ld '—‘h;"
l-.“_.“ - !' lT‘C:;‘:—} M -] 2 Cich wn o of ¥ sug Larkoww e smily § o0 o + ar -t ik al Wrvarry: W iy e Ly .

3_ — l—ﬂ-\-wc ! [ i -J_']
T | ot L £ s / ™1
o \_eonen 2 e ] ! —

F‘;"-""Ir I O e L ¢ I -1”‘
I
i
. | | i
fhustrocion 26. Paso de cklodo 0 95 °C [1 = Conilla de repeticiones de cido, 2 = Ajuste ==
de tempergtura de primer paso, 3 a Ajuste de fiempo de primer pase) Ihustrackén 27, Paso de ciclado a 60 *C {1 = Ajuste de temperaturo y liempe de segundo pase,
2 = Botsn "Not Acquiring™ [No adquirir])
| ]
Q N
MARISOL MASINO
RICQUIMICA | fA.N. 8483 ()|
DT - TECNCQYAB B.A. w
) é
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10. Establezca *Green” (Verde) y *Yellow”, [Arnunlln] eomo canales de 11. Seleccione el tercer paso y eliminele mediante el botén *-*. Haga clic en

obtencién, Para cllo, seleccione el botén *>* para transferirlos de la fista “OK" {Aceptor {itustrocién 29)-
“Available Channels” {Canales disponibles]. Haga dic en “OK™ {Aceptar)
filustracién 28). A K|
EE T
_ L H:-=~.
S s it ] HMMMMMMWJMHJM it
Acquaion Confgaseon: - . . ] N
Avadatia Charrels - Aoy Charreh ; ' m«-.—bu-.—n.
Hams | LT _: 1 I t-hli-l
Cainewny T Green } [—
o = : e ==
Crargn il e B L e
| Red 2
™
To a0t bxen & charvvel, ekt 2 irom the st in the kell ard tich, 3. To sop acnuiing bom a X B s \ /
charwwd, sebect d in the nghthand it and cick . To semove o soquintone, click. (<. S b ety ¥
+ el
S —— 2 Poas e/ =11 ?
Ore G s | "] Dettacoms]  Heo | ' N
Dpe Channed S election Chart ’

fCrowi M 470 [SiDoem | FAM &, SYBR Green 14, Firescem, EvalGroen . Ao Flr €Y 3

Yebow |5%00w [S55rm O S VIO, HEX, TET, CAL Flucs Gokd S40 Y, Yakame Yoot £ thustracién 29. Ebminacién del pesa de extensién (1 = Tercer paso, 2 = Boldn poro eliminar,
O . | 565w |610rm | RO, CAL P Bed 10, Cy3 5V, Tenas Alad ', Ay Flce 5634 J = Botén "OK” [Aceptar])

B [EEOrws | Cy5+, Quamar 6701, Alevs Flax 633+
ol ENOr |10 | Duesa 205 ¢, Adews Py G0
MR $50rvm | 510rm | SYTO 3. Evalizeent

Thrstracidn 28. Adquisicién en el paso de cidodo a 60 *C (1 » Canales selaccionados,
2 = Botén “OK” [Aceptar])

BIOQUIMICA - 1.1 8302
DT - TECNOUAB S.A.
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12. En el cuadro de diélogo siguiente, hoge dic en el botén “Gain Optimisation”

{Optimizacién de gononcia) {ilustracion 30).

13. Hago clic en el botdn *Optimise Acquiring” (Opfimizar adquisicién). Pare
cado candl, se muestro la configurecién de canal. Acepte los valores

predeterminados haciendo dic en *OK* {Aceptar] para ambos canales
{Hustracién 31).

Jute Cafn Optimisstus Seimp
Dpparrratrn -
’f‘! Aty Gt Opprvmt i vall ad the luorysence on the swened gl 8

dftmrerd Gy kvl uril & Bt dre ot wibech dhes Puereatince endy are
b Thee e of K s art Noh g b el o e
charisry you st peoemng

Setiewcemmrie [ Hdgen
M

r' £ . "
PEAMN 40112 Galn Optimixation Channes Settings X

Charned - Dharvet Seltrp,
[ oo e Poen, g
=1 tuoaseackRae § Hnwnfit n

E

T oo aiure Paciin -
[l 5 FI

1 LI |

Charvwl Svbp

Kave | Source | Deswetr | Gian | Coeste Hew

Gtees A0 510w 5 £

;::. m éﬁ g (&G, f

Red  RS5w Bhw S

el —foon |
1—ff Comboimiwen §

Siowewd | cper | Hes |

| . Acceptth GanRange [T0 < w [0 =

T

lkustrocidn 30, Optimizocidn de ko ganancia (1}

i ——

2 I T B

o ) V. | O | b |

thrstracisn 31, Optimizocién de la ganancia qutomética para el canal verde
{1 = Botén “Optimise Acquiring” [Optimizor odguisicidn], 2 « Botdn “OK" [Aceptar]}
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1~{rmmtrmvap e ik

14. Active la-cosilla “Perform Optimisation befare 13t Acquisition” (Ejecutar la

Procedimiento {manual)

optimizacién antes de lo primero adquisiién) y, a continuacién, hoga dic === —mm. .

en ¢l botén “Close”™ (Cerrar] para volver ol asistente (ilustracién 32).

Aute-Gatn Optimhation Setap B

| OpieTeishon

Auterlan Dptwcrancsy vl raad the Rurse sence on s inseswd sample o

Afferert g hevels uret £ iy ot o wich e e acarce bvals e v

| accertable Thy ranoe of Pucrroence pou we looking ke desunch on e 1
chemoiry pou e etk -

St bewpev shary by [_—"_','dwm
Oorise M| Dotare Aeouiing |

"1 Pedorm Qptrrssarin A B0 Degrees Al Begrrsng O Ran

I‘MSH'M -

[ =] aw. |

Narme | Tubss Postions | Hin flaadng | Hom Readng | MinGiak | MexGan £ |
[}

Gresny s 101 -10 10 g8
Yelom 1 | i) 10 10 _._I

i == "5 :

C— - - i[Com g | |

15. Haga clic en “Next” (Siguiente] para guardar el melde en una ubicacién
apropiada. Paro ello, seleccione “Save Template® {Guardar melde).

Protocolo: veloracién de las muestras {manual

Este protocelo e utiliza poro valorar el ADN total amplificable de las muestras
y deberia aplicarse antes de realizar el andlisis de mutacién de BRAF.

B Prepore los muestras tal como se describe en el opartado “Protocole:
valoracién de los muestras®, en la pagina 15,

B Configure la serie de PCR en el equipo Roter-Gene Q MDx tal coma se
describe on ¢l oportado “Protocolo: configuracion de therascreen BRAF
PCR RG@", en la pégina 74. 3

B Uno vez finalizada lo serie, onolice los dates segin las instrucciones del
apartade "Andlisis de los datos de voleracién de las muestras”™, en la

pégina BO.

Thsatracidn 32, Seleccién de los canales verde y omariflo {1 = Cosifla de verificocién “Perform
Optimisation Before 151 Acquisition” [Ejscutar la optimizacidn antes de ka primara
adquisicidn], 2 = Botsn "Close” [Cerrar])

Manuol de vso del kit therascrean BRAF RGQ PCR 12/2014

71 72 Manuval de vso del kit tharosereen 8RAF RGQ PCR 1272012



Protocolo: deteccién de mutaciones de BRAF {manual)

Cuondo uno muestra es correcta segin la evoluacion de muestras, se puede
onclizar para detectar mutaciones de BRAF.

B Prepore los muestras fol como se deseribe en el apartado "Protocele:
deteccién de mutaciones de BRAF®, en Jo pdgina 27.

@ Configure la serie de CR en el equipo Rotor-Gene Q MDx tol como se
describe en el opartodo “Protocole: configuracion de therasereen BRAF
PCR RGQ", en lo phgina 74.

B Uno vez finalizado la serie, andlice los datos segin las instrucciones del
cportodo “Andlisis de los datos de |a deteccién de mutaciones del gen
BRAF”, en lo pdgina 81,

Protocolo: configuracién de theroscreen BRAF PCR RGQ

1. Abra el software Rotor-Gene @ {2.3] y acceda ol perfil de temperatura
apropiado {archive .ret).
Para obtener instrucciones sobre c6mo crear el perfil de temperatura
y comprobar los pordmetros de la serie analilica, consulte el apartada
*Protocolo: creacién de un perfil de temperatura”, en la pégina 60.

2. Aseglirese de seleccionar el rotar correcto y marque le casillo para
confirmar que ¢ anillo de fijocién esté sujeto. Haga clic en “Next”
{Siguiente) {llustracién 33).

Welcome ta the Advanced Tlun Wized

= 3

Hhustracién 33. Cuadro de didlogo “Mew Run Wizard™ (Asistents para serigs nuevas) y pantolla
de inicio [1 = “Roter Type” [Tipe de rotor], 2 = Casilla “Locking Ring Anached” [Anillo de
fijocién sujoto], 3 = Botén “Maxt® [Siguiente]}

SioWard |

MARISOL| MASINO
AIOQUIMICA - M.N. 8483
DT-TECN LAB S.A.
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3. Introduica ol rombre del usuario, Aradalas notas que desee'y comprughe— Tt T4 b CigUlehte véntana permite editare!l perfil détemperatira, Naes

*  que el volumen de reaccion esté configurade en 25 y que “Sample Layout” necesario editar, porque el perfil de temperoturo ya se ha creade segin
{Disposicién de muestras) indique “1, 2, 3...", Hego dic en "Next” las instrucciones del apartado “Protocolo: creacion de un perfil de
{Siguiente) (llustracién 34). temperatura®, en la pégina 60. Haga clic en “Next” {Siguiente)

(ibustracidn 35).

Thi voreen decisys mescplareous oolors ke $x wn Compicts thr feide Hew Rum Wizard
cirhng Mt st pouy wes ey W move i e rest pags T eargven e Profle Tha b cocleys
X — 1 o on sty in
Opwara ; SAME hyonst i e e | = F infovvinghdiond
- e v by Yo . Lewy drt i, ety
Hatea” fan dracid ora . | . i [ o mocms v
cer-bo tom o ek | !l , | e Yo
pevensh | I J || Frmtoto o s
oL : : 5 d SRR By a1
| i Pl _ | - [ oralutie oL
| Dhurrd o
' Hamo | Scnsca | Dwiwcics | Gain | Consiy liom.. |
| Grewn, 4% S0 5 o
| o E R ] *
Reacun I ' Red  E%m Gfrm 5 et
Vel - j l 2 Crmar N Np 7 __m
Sanplo Uapee | 123 -1 | WM D Sl 2 Raset Oimats | .
l G Optarsafaon
Shipwizwd ¢ hawk Mot 33 } 3 f o
awend | = ll ) | Slowerd | ccpad [ pean } 1
Ihustracién 34. Pantolla d opciones "N * {Asi d Veve:
e - .e e:v Rum .Wimrd Wsistente puru.senes.n o . lustracidn 35, Coadru de didlogo “New Run Wizard” [Asistente para series nuevas) y pantafla
{1 = Campos *Operator® [Operader] y “Notes™ [Notos], 2 = Compes "Reoction Volume de edicién de tem 1 = Botén “Next" [Siguienta])
[Velumen de rececidn] y "Somple Loyout” [Disposicién de muestras]. 3 = Botén "Next” © ecwen de tem ra fl = xt” [Sigutente]
[Siguiante]}
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9. En el explorador de informes, haga dic en “Cycling A. Green (Page 1)7
{Ciclado A. Verde [pdgina 1]} en “Report Categories” (Categerios de
informes) [(ilustracién 37).

5. Compruebe el resumen y haga clic en "Staet Run” {Iniciar la serie) para
guardar el archivo de anélisis y comenzar la serie {flustracion 34).

Surraay
<= Gyt A Yol Fagm 1)
Sovg Avea I
[T El
oy iy
| Ase i an Opiremaser Babws Fao Acryinhan
Retor e htu
Ponacon Wik sy o wvieliogrs| 15'!‘1_ o m  m e e _ -—-—au—-——-;—q—g-:_qﬂ
1 [5=7]_ one |
. I L o |

Orce foos carremt ot s e s = s bk Siatn S lwrctes flustracién 37, Explorador de informes (1 » Botén "Cycling A. Green (Poge 1)" [Ciclado A.
e = e — — e Vorde [pégina 1]

g W I Cffack l

fhustracién 36. Cuodro de didlogo “New Run Wizard® {Asistentr para series nuevas] y pantafla
de resumen |1 = Botdn ~Start Run” [Iniciar lo serie]}

10. Seleccione "Quantitation {Full Report}” [Cuantificacién [Informe completo])
en “Templates™ (Moldes) (lustracisn 38}

6. Una vez iniciada la serie, oparece uno nueva ventana en la que puede
intraducir nembres de muestra en esc momento o bien hacer dic en "Finish”
{Finalizar] e intreducirlas mas torde seleccionando ef botén “Somple”
{Muestra) durante ba ejecucién de la serie o una vez completada.

Al hacer clic en "Finish and Lock Samples” {Finalizar y bloquear muestras)

se evita lo edicidn de los nombres de los muestras. El vsvario debe |
extremar lo precaucién al intreducir los nombres de las muestras para
osegurorse de realizar correctomente las pruebas y los andlisis de las '
muestras.

[ Bererd
& Cumibaion

i Lying & Geaen a1}
Cancteny A Vel (Page 1]

!_‘:‘%mm Etandard Reoer

|

Thistracién 38, Inferme de cuantificacién {informe completo) {1)

Nota: al introducir el nombre de ks muestros, los pocillos vacios deben
dejarse en blonco en la columna "Name™ (Nombre),

7. Uno vez finalizada la serie, andlice los datos segin los apartades “Andfisis
de los datos de valoracién de los muestras®, en ke pagina 80, o "Andlisis de

los datos de lo deteccion de mutaciones def gen BRAF®, en lo pégina 81, 11. Hage clic en “Show” {Mostrar} pare generar of informe.

como corresponda. QF 12. Hage dic en “Save As” [Guardar come] para guardar una versién
B. $i necesitu crear informes de cuantificacidn, haga clic en el icono “Reports” . . MASINO clec.frémcu. . s '
{Informes) situade en la barra de hecramientas del archivo de la serie mﬁb?g cl;‘g- 112 9453 13. Repita el pr?c?dlmlcnlo para "Cycling A. Yellow (Page 1}* [Cidlado A,
andlitica Rotor-Gene @. DT- TECNGLAB S.A, Amarillo [pagina 1]
— _
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Interpretacién de los resultados {manual)

Una vez completada la serie de valoracién o la serie del andlisis de mutacién,
debe andlizar los datos segin el siguiente procedimiento.

Configuracién del andlisis del software

1. Utilice el software Rotor-Gene Q {2.3} para abrir el archive adecuado.

2. Si no ha infroducido el nombre de las muestras antes de realizar la serie,
haga clic en “Edit Samples” {Editar muestras).

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

4. Haga dic en “Analysis* (Andlisis). En la pagina de andlisis, haga dlic en
“Cycling A. Yellow” (Ciclode A. Amarillo} para ver el canal amarille.

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

Nota: esto permite asegurarse de que los pocillos vacios ne se incluyen en

el andlisis.

Seleccione “Dynamic lube” (Tubo dindmico}.

Seleccione “Slope Correct” (Pendiente correctal.

Seleccione “Linear scale” (Escala linedl).

Seleccione “Take off Adj.” [Aj. de inicio) e introduzca los valores 15,01 en la

casilla superior [“If take off point was calculated before cycle” [5i el punto

de inicio se caleuld antes que el ciclo]} y 20,01 en la casilla inferior {“then

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

siguientes]].

10. Configure el umbral en 0,05,

11. Configure “Eliminate Cycles befere” {Eliminar ciclos antes de} en 15.

12. Revise os valores de Cr del canal amarillo.

13. En la pagina de ondlisis, haga dic en “Cycling A. Green” {Cicdlado A. Verde)
para ver el canal verde,

14. Seleccione “Named On” {Con nombre).
15. Seleccione “Dynamic tube” {Tubo dindmico).
16. Seleccione “Slope Correct” [Pendiente correctal).

0 e N

17. Seleccione “Linear scale” {Escala lineal).

18. Seleccione “Take off Ad}.” {A]. de inicio} e introduzca los valores 15,01 en la
casilla superior ("If take off paint was calculated before cycle” [Si el punto
de inicio se calculé antes que el cicle]] y 20,01 en la casilla inferior [“then
use the following cycle und take off point” [utilice el ciclo y el punto de inicia
siguientes]).
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19. Corifigire ef umbral en 0,15. - . e

20. Configure “Eliminate Cydles before” {Eliminar ciclos antes de) en 15,
21. Revise los valores de €1 de! canal verde.

Andlisis de los datos de valoracion de las muestras

Andlisis de control de la serie

Una vez finalizeda la serie, debe onalizar les datos tal y como se indica o
continvacién.

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

B Control positive: el control pesitivo {PC} de BRAF debe generar un valor de
Cr del ensayo de confral en el canal verde (FAM] de 30,37 a 36,85. Los
valores especificades son los comprendidos entre esios valores [ambos
incluidos). La aparicién de un valor fuera de este intervalo indica un
problema de configuracién del ensayo y es, por lo tante, un falle de la
serie.

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

Stempre que ambas controles de series sean vdlidos, cada valor de Cr de
muesira debe estar comprendido en el intervalo de 21,95 a 32,00 en el canal
verde. 5i la muestra se encuentra fuera de este intervalo, se proporciona la guia
siguiente,

Andlisis de la muestra: ensayo de control

M Valor de G del ensayo de control de la muestra < 21,95: las muesiras con
un valor de Cr de < 21,95 se deben dilvir, ya que este valor representa
el nivel inferior del intervalo de ensaye validade. Para detectar cada

utacién en un nive! baje, las muestras sobreconcentradas se deben

diluir pora que se encuentren en el intervalo mencionade anteriormente,
partiendo de la base de que dilvir a la mitad aumentaré el valor de Cy
en 1. 5i el valor de la muestra estd cerca de 21,95, se recomienda diluir

a fin de garantizar la obtencién de un resultado de la serie de andlisis de
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muestras {deteccidn de mutaciones del gen BRAF). Es necesarie diluir las
muestros con el ogua suministrada con el kil fagua paro la dilucién [DiL]).

@ Valor de Cr del ensayo de control de la muestra > 32,00: se recomienda
volver a exiraer la muesira, ya que el ADN molde iniciel presente no serd
suliciente para detector todas las mutaciones con los volores de corte
indicados del ensayo.

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

Andlisis de control de la serie
Consulte of organigramo deb andlisit de contrel de la serie en lo ilustrocién 39.

W Confrol negative: pora asegurarse de que ol molde no estd contominado,
el control sin molde no debe generar un valor de Ct en ¢l canal verde
{FAM] por debajo de 40. Pora gorantizor que la serie estd configurada
correctamente, el control sin molde debe mostrar una amglificacion dentro
del intervalo de 32,53 @ 38,14 en el canal amarille [HEX]. Llos valores
especificados son los comprendidos entre estos valores [ombos incluidos),

M Control positivo: el control positivo [PC) de BRAF debe generar un volor de
Cr pora cada ensoyo BRAF, tal como se muestra en la tabla 14 en el canal
verde, Los valeres especificados son los comprandidos entre estos valores
{ambos incluidos). La eparicién de un valor fuera de este intervalo indico
un problema de configuracién del ensayo y es, por lo tonlo, un follo de
la serie.

Nota: no deben utilizarse los datos de los muestras si olguno de estos dos
coniroles de andlisis do error.

Tabla 14. Intervale de Cr aceptable para controles de reaccién

Mezdo de

reaccién Muestra Canal Intervalo de C;

Control pC Verde 30,17-36,38
(V6O0E/Ec  PC T Verde 29,62-35,73

V600D PC  Verde 29,75:35,79

V600K e Verde 29,32.35,32
' V600R PC Verde 29,41.35,41

Hustracidn 39. Organigrama def andlisis de control de la sede
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Andlisis de la muestra — Valor de Cr del canal verde de control de la muestra

Consulte el organigrama del andlisis de la muestra en la ilustracion 40.
Siempre que ambos controles de series sean vdlidos para el ensayo de control,
cada valar de Cr de control de la muestra debe estar comprendida en el
intervalo de 21,95-32,00 en el canal verde,

St la muestra se encuentra fuera de este intervale, se proporciona la guia

siguiente,

B Valor de Cr del ensayo de control de la muestra < 21,95: las muestras con
un valor de Cr de control < 21,95 sobrecargardn los ensayos de mutacién
y deben dilvirse. Para detectar cada mutacién en un nivel bajo, las
mueslras sobreconceniradas se deben diluvir para que se encuentren en el
intervale mencionade anteriormente, partiendo de la base de que diluir
a la mitad aumentard el valor de Cr en 1. Es necesario diluir las muestras
con el agua suministrada con el kit [agua para la ditucidn [Dil.]}.

M Valor de Cr del ensayo de control de la muestra > 32,00: se recomienda
valver a extraer la muestra, ya que el ADN molde inicial presente no serd
suficiente para defectar todas las mutaciones con los valores de corte
indicadoes del ensayo,

Andlisis de la muestra — Valor de €1 del canal amarille de los ensayos de
contro] interna de mutaciones de [a muestra

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

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

B Si el valor de Cr del control interno se incluye dentro del intervalo especi-
ficado {32,53-38,18), la amplificacidn del canal amarille es positiva y
vélida.

B Siel valor de Cr del centrol interno estd por encima del intervalo especi-
ficade {> 38,16}, el lubo es negativo para la amplificacidn del canal
amarille. Si existe amplificacién en ef canal verde para ese tubo, la ampli-
ficacién del canal amarillo es vélida. Si no existe amplificacidn en el canci
verde para ese tubo, la amplificacién del canal amarillo no es valide.

B Si el valer de Cr del control interno estd por debajo del intervalo
especificado {< 32,53), el lubo no es vélido.

Si el error de! control interno se debe o una inhibicion de PCR, dilvir la muestra

podria reducir el efecto de los inhibidores, pera debe tenerse en cuenta que

esto lambién.diluiria el ADN objetivo. El kit incluye un tubo de agua para la

dilucién de la muestra [Dil.).
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Andlisis de lo muestra = Valor de €1 del canol verde de los ensayas de B Mutacién detectada:

mutaciones de la muestra Lo amplificacién positiva del canal verda y el valor de AC; son iguales ol
Es necesorio comparar los volores del canal verde de las 4 mezelas de valor de corte o estdn por debajo de él. Si se detecten varias mutaciones,
reaccién con los valores que se muesiran en lo kabla 15. el estado de la mutocién debe asignarse de acuerdo con lo tabla 16.

. 8 Mutacién no detectada:
Tabla 15. Yalores de reaccidn de mutocion de muestras aceptables

{canal verde}* Lo amplificacién posifiva del canal verde y el valor de AC; estéin por

encima del valor de corte.

Intervalo de Cr Le amplificocién del canal verde es negotiva y lo amplificocidn del eonal
Ensayo aceptable Intervalo de AG amarillo {control interno} es positiva.
VOO0E/Ec 15,0040,00 $7.0 W No vilide:
| V600D 15,00:40,00 £6,9 El canal omarillo {¢ontrol internc) no es valido.
VS00K o - 15,00-40,00 - <6,0 Lo emplificacién del canal verde es negativo y lo ompliticacién del canel
- - - - - - omarillo es negativa.
VS0OR 15,00-40,00 <70 .
' e Para conocer més detalles ol respects, consulle el arganigromo de la
* los volores ceeptobles sen los eomprendidas entre los volores mostrados {ombién llustracién 40. Si una muestro es negotiva para la amplificacién del canal
acepiables), amarillo en un tubo pero pasitiva para la omplificacién del canol verde en un
tubo diferente, el resultado de mutocion detectada en el wbo diferente todavia
B Si el volor de C; de FAM se incluye dentro del intervalo especificado, * puede considerarse vélido, pero puede que lo mutocién particuler identificado
la emplificacién del cancl verde es positiva, no se haya asignado con ficbilided.
B Si el volor de Ci del canal verde astd por encimo del intervalo especificado S$i uno muestro es negative pora la amplificacién del canal amarille y pesitiva
o si no existe omplificacién, la emplificocién del canal verde es negativa. para la amplificacién del canal verde en el mismo tubo, el resultado de

Procedo o colcular el valer de ACT de todos los fubos de mutacién que mutacién detectada debe considerarse vdlide.

presenten amplificacién de FAM pesitiva tal y como se indica a centinuacién. Si un tubo e no vélide para el canal amarillo {control interno), el resultedo
Es imporionte utilizar los valores de Cr de mutacién y de control de una misma de dicho tubo no debe ulilizarse.
muestro.

ACt = C1 de mutacién — Cr de control Andlisis de lo muestro — Asignacién del estado de mutacién de la muestra

Tras evaluar todos los tubos de reaccidén de mutocién, el estado de mutacién

Compare el valor de AC: de lo muestre con ¢l punto de corte del ensayo en " e _ :
de lo muestra se determina tel y como se indico a conlinvacién,

cuestién {lobla 15). Compruebe que se aplique ef punto de corle correcle pora

cada ensayo. B Mutacién detectada: una o més de fas 4 reacciones de mutacién son -
El punto de corte &5 el punto @ partir del que una sedel positiva podria ser o posifivas. 5i se defectan varios mutaciones, la mutacién debe comunicorse M
respueste o una seiial de fondo del primer ARMS en ADN nativo. Si el valor de segin los requisitos de la tabla 16 (véase lo pégina siguiente). \"
AC; de la muestra ¢s superior of punto de corte, esta se considera negetiva o R Mutacidn no detectada: las 4 reacciones de mulacién son negativas. N

fuera de los limites de deteccién del kit MARISOL-

B No vdlido: ninguna reaccidn de mutacién es positive y una o mds
BIQQUIMICA -

Paro cada muestra, los reacciones de mutacién recibirdn un estodo de reacciones de mutacion son no vélidas.

mutacion detectada, mutacién no detectado o no vélido segin los siguientes
crilerios. )
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Tabla 14. Nomendtura del-estado-de mutacién de lo muestra

V600E/Ec  V&0OD V400K V&0OR Estodo de lo mutacién

| Megalivo ‘P:s;i;o i I:J;e;;;i_vro._'_i;e;;i_i;o- _F.’c.\si;i;ro-;);r; vZGcioﬂ o

Megative  Negotivo Positive  Negotive Positivo pora V600K

_— - - e e —

[ Negativo Negoii;g:). ._Negoiivo Posittva  Positivo pCIrﬂ- V600R J

Nota: el kit thergscresn BRAF RGQ PCR estd disefiado para detectar muta-
ciones en el gen BRAF en uno muestra de ADN, Cuando se identifica vno
muesira como de mutacién de BRAF detectoda, solo debe indicorse una
mutocién especifico. 5i se detectan varios mutacionss, la mutacién debe
comunicarse segun los requisitos de la tobls 16.

Entre las reacciones de mutacidn se produce reactividad eruzada. Por ejemplo,
el ensayo VEOOE/E¢ puede arrojar un resultado posilivo si hoy presente una
mutacién V&00D, el ensayo V6OOE/Ec puede arrojar un resultado positivo si
hay presente una mutacién VEQOK y en ensayo V600K puede arrojar un
resullado positivo si hay presente una mutacién compleja VGOOE. Sin embargo,
el estodo de la mulocién debe distinguirse de acverdo con lo tebla 16,

Lo reactividod cruzado se produce porque el primer ARMS detecto ofras
mutaciones con secuencia similar entre ellas. Si un segundo ensayo de
mutacidn arrojo un resultade posilivo, &s muy probable que se trate de
reactividad cruzeda. Si bien es poco frecuente, se han observado dobles
mutantes.

Por lo tonto, en contadas ocasiones, pueden detectarse combinaciones de
resullados positivos que no estdn incluidas en la tabla 16. Lo muestra puede
seguir identificdndose como mutacién de BRAF detectoda. Sin emborgo, debido

a la reactividad cruzodo, no se puede distinguir una mutacién en concreto. Por ASINO
lo tanto, la muestra solo se debe identificar come de muincidn de BRAF MAR‘SOL N, 9453
detecteda. ] BIOQUIMICA JM.N.

oT -‘YECNO AB S.A.
$i una o mas de las reacciones de mutacién son no vdlidas pero hay una o mds
positivas, todavia puede identificorse o muestra como de mutacién de BRAF

detectada, ya que existe una mutacién. No obsiente, puede que lo mutacidn
espocifica inditado no sea-precisa-y-se-hoya obtenido como resullodo de lo

e

reactividad cruzeda. Por lo tenio, lo muesira solo se debe identificar como de

i ; . - Positivo para V6OOE o mutacién de BRAF detectado.
Positivo MNegalivo Negative Negative VA0OEe
e i am— ey oveooEe s
" . - . ositivo para o
Positivo Negalivo Positivo  Negativo VE0O0K .
Positive asitive  Negaliva Negotiva  Positivo para V600D
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Apéndice Il: instalacién del software therascreen BRAF
Assay Package

£l kit therascreen BRAF RGQ PCR se ha disefiado para su use con el equipo
Rator-Gene Q@ MDx con un rofor de 72 pocillos. El software therascreen BRAF
Assay Package se puede descargar en la pdgina web de producte del kit
therascreen BRAF RGQ PCR correspondiente, en www.giogen.com. Encontrard
la informacién de descarga en el apartade “Product Resources™ {Recursas de
producto), en la pestafia “Supplementary Protocols” {Profocelos complemen-
tarios). Los paquetes de ensayo también se pueden solicitar en un CD
[QIAGEN, n.® de referencia $023820).

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

Nota: el software therascreen BRAF Assay Package solamente es compatible
con el software Rotor-Gene Q, versién 2.3, Compruebe que se haya instalade
la versién correcta del software Rotor-Gene @ antes de proceder o instalar
therascreen BRAF Assay Package. Si ufiliza un equipo Roter{Gene Q MDx con
una version de software anterior, puede actualizarlo facilmente descargéndose
la versidn 2.3 del software de la pdgina de producto de Rotor-Gene & MDx
en www.giggen.com. Encentrard el nuevo software en el apartada “Product
Resources” [Recursos de producto) correspendiente, en la pestaia “Operating
Software” {Software operativo).

Procedimiento (descargal

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

2. Abra el archivo comprimido descargade. Para ello, haga deble clic en él
y exfraiga el archive que hay en su interior,

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

Procedimiento (CD)
1. Solicite el CD therascreen BRAF RGQ Assay Package CE {QIAGEN,
n.’ de referencic 9023820), disponible por separade, a QIAGEN,

2. Inkroduzca el CD en la unidad correspondiente del ordenador portdtil
conectado al equipe Rotor-Gene Q.
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3. Haga deble clic en el archivo therascreen BRAF_Assay_Package_3.1.1.exe
para comenzar la instalacién si el CD se carga automdticamente, o bien
ubigque este archive ejecutable mediante el explorador de archivas del
portahl conectado.

4, Se abrira el asistente para la instalacién. Haga clic en “Next” (Siguiente)
para continuar filustracién 41).

1v=|v‘st:u-w‘

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

[ 15) Setup - Rotos-Gere 0 therascreen SRAF CE Asay Pactage

The wll inztal Rotor-Gene O thavmscreen BRAF TE Aoy
Package 31,7 oo youar compuier,

T o recomnended thit you chse all othe 2ok stone 4ok
conbraing

Chisc Mt contbrut. o Camced to e, Sat

% = e — —TT =

flustracién 41. Cvadre de didlogo “Setup” [Configuracion) |1 = Botdn "Next” [Siguiente]]

90


http://www.qiogen.com.

5. Lea el Acverdo de licencia del cuadro de didloge "License Agreement™ y
marque lo casilla “I accept the agreement” (Acepto el acverdo) paro oceptar
el acuerdo. Hoga dic en “Next” (Siguiente) para confinuar {ilustracién 42),

9 St « Koo -Gotr €] Eemreitrres M CF Ariey Pckioget o

Lcariay Syt d @
Poiatr vuwd tha Wbrwry rpartart rivisaten bafies corarury C

Pintss 201 e Solwwry Loarse m T Sult socus i ey o P
vt baf e Coining with T ratalaton
fucence Agwmreet

| 1 s the Mt mgas efrs by Gy oo e s aPlared oe-pates et (9
[ [ Soracirs™ Seern o gtyrores ol st a o] o0 et hyecdl mwcium my CD-
] DM o pwer ot ot wih thast covlaery (T you % wrirr F ey apect of

thrstracién 42. Cuadro de didlogo “License Agresmen?” [Acverde de licencia) {1 = Botda pora
aceptar, 2 = Botén “Next” [Siguieatal)

MARISOL '

ASINO

8483
HOQUIMICA . K-
?JT TECNOYAB S.-A.

Manval do uvio del kit therascreen BRAF RGCG PCR 1272014 1

6. Se iniciaré automaticamente la configuracion de fos moldes'y, cuando
finalice, aparecerd el cuadre de didloge “Setup™ (Configuracién). Haga
clic en "Finish” {Finalizar) para salir del asistente para ko configuracidn
(ilustracion 43}

9 Setug - Pocor-Gene Q therascreen BRAT CE Astay Package [P |

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

$000 toby fradhad remaien; fiener G O eryasman FRAF
CE Amiry Fackns o yir carguter. Tha sockomton ey be
e rohed by slecary e faled oo

Oick Frvth o ot Sae

flustracién 43, Finafizacién del asistente parg ko configurocidn (1 = Borén “Finish” [Finelizar])

Reinicie &l ordenodor. El asistente gentraré automdticomente accesos
directos a los moldes “therascreen BRAF CE Sample Assessment Locked
Template” y *therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template”
y los colocard en el escritorio.

Informacion de contacto

Para recibir asistencia técnica y solicitar més informacién, visite nuestro

Centro de sarvicio téenico en el sific www.qiagen,com/Suppod, llame ol

00800-22-44-6000, péngase en contacto con uno de los departomentos
del servicio técnico de QIAGEN o con los distribuidores locales {consulte

la contraportoda o visite www,qiggen.com).

5

2
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Apéndice [I: instalacién del software therascreen BRAF
Assay Package

El kit therascreen BRAF RGQ PCR se ha diseniade para su use con el equipo
Rotor-Gene Q MDx con un rotor de 72 pociflos. El sofware therascreen BRAF
Assay Package se puede descargar en la pdgina web de preducto del kit
therascreen BRAF RGQ PCR carrespondiente, en www.giagen.com. Encontrard
la infarmacién de descarga en el apartade “Preduct Resources” [Recursos de
producto), en o pestafia “Supplementary Pratocols” [Protocolos complemen-
tarios). Los paquetes de ensayo tombién se pueden solicitar en un CD
[GIAGEN, n.° de referencia $023820).

El paguete de ensayo incluye “therascreen BRAF CE Somple Assessment Locked
Template” y "therascreen BRAF CE Mutation Analysis Locked Template®.

Nota: el software therascreen BRAF Assoy Package solamente es compatible
con el software Rotor-Gene Q, versién 2.3. Compruebe que se haya instalado
la versidn correcta del software Rotor-Gene @ antes de proceder o instalar
therascreen BRAF Assay Package. Si utiliza un equipo Rotor-Gene Q MDx con
una versién de software anterior, puede actudlizarle ficilmente descargéndose
la versién 2.3 del software de la pdging de producto de Rotor-Gene Q MDx
en www.qiagen.com. Encontrard el nuevo software en el apartado “Product
Resources” [Recursos de producto] correspondiente, en la pestafia “Operating
Software” (Software operative).

Procedimiento {descargal

1. Descargue el kit therascreen BRAF RGQ Assay Package CE en la pdgina
web de producto del kit therascreen BRAF RGGQ PCR correspondiente, en

1 n m.

2. Abra el archivo comprimido descargade. Para ells, haga deble clic en él
y extraiga el archivo que hay en su interior.

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

Pracedimiento (CD)
1. Solicite el CD therascreen BRAF RGQ Assay Package CE [QIAGEN,
n.” de referencio 9323820), disponible por separado, a GIAGEN,

2. Introduzca el €D en la unidod correspondiente del ardenador portatil
conectada al equipo Rotor-Gene Q.
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Haga doble clic en el archivo therasereen_BRAF_Assay_Package_3.1.1.exe
para comenzar [a instalacién si el CD se carga auteméticamente, o bien
ubique este archive ejecutable mediante el explorador de archivos del
portatil conectado.

Se abrira el asistente para la instalacién. Haga clic en “Next” (Siguiente)
pard confinuar {ilustracion 41).

19 Setup - folor-Gene G theraareen BRAF CF Aney Pa;:l:;ge

=)

1

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

Tre wall intal Roter Gane Q thargecreen ERAF CE Aseay
Package 1 1.1 o your computer.

1 5 repommerrded tha you chose 9l ather spphzaons befors
cortnung

ok Hae 1o comtrue . or Canc o el Salug

Hustracién 41. Cuadro de didloge “Setup” [Configuracién} (1 = Botdn “Next” [Siguiente]]
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Informacién para pedidos

Producto Contenido Referencio
therascreen BRAF Para 24 reacciones: ensayo de control, 870211
RGQ PCR Kit {24) 4 ensayos de mutacién, control positive,

Taq ADN polimerasa, ogua pora y

oguo para lo dilucién de la muestra
Rotor-Gene Q y ofros accesorios
Rotor-Gene Q MDx Termocictador para PCR en tiempo real 9002032
5plex HRM Platform v onalizador de melting de alla

resolucién [HRM) con 5 canales {verde,

omatillo, naranjo, rojo y carmesi] mds

' un canal HRM, ordenader portétil,

software, accesorios, 1 afc de gorontio

en piezas y mano de obra, instalacién

y formocidn no incluidas
Rotor-Gene Q MDx Termociclader pora PCR en fiempo real 9002033
Splex HRM System y analizador de melting de olta

resolucién [HRM) con 5 canales {verds, !

omarillo, nerenja, rojo y carmesi} més |

un canal HRM, ordenodor portétil,

software, accesorios, | afio de garantia

en piezas y mano de obra, instolocidn |

y formacién |
therascreen BRAF CD con therascrean BRAF CE Somple | 9023820
Assay Package CD Assessment Locked Template y

therascreen BRAF CE Mutation Analysis

Locked Template
Loading Block Bloque de aluminie paro la configura- 2018901
72 % 0.1 ml Tubes cidn de reaccién monual con pipeta de

un solo canal en tubos de 72 x 0,1 ml
Strip Tubes and Cops, 250 liras de 4 tubos y tapones para 981103
0.1 ml {250 1.000 reocciones
Strip Tubes and Cops, 10 x 250 firos de 4 tubos y lopones 981106
0.1 ml {2500) para 10,000 reacciones

'
93
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Producto Contenido ‘Referencia
Qlaamp DNA FFPE Tissue Kit, para lo purificacién de ADN

gendmico obtenide de tejidos impregnados en parafine

QlAomp DNA FFPE Para 50 extracciones de ADN: 56404

Tissue Kit {50] 50 columnas GlAamp MinElute®, !
proteinasa K, lampones, fubos de

recogida {2 ml)

r

Para obtener informacidn actualizada sobre licencias y exenciones de respon-
sabilidad especificas del producto, consulte el manual de vso o la guia del
usuario del kit de QIAGEN carrespondiente. Los manuoles y las guios del
usuario de los kits de QIAGEN estdn disponibles en www,giagen.com

o pueden solicitarse @ los servicios técnicos de QIAGEN o a su distribuidor
local.

vd Manuel de use del kit theraseraen BRAF RGQ PCR
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Marcas comarciales QUAGER®, Glaamp®, MinElure®, Pyrosequancing”, Rolgrene®, Scarpiana®, therasereen®™ [Grupo CHAGER),
ARMSE™ [AsiraZaneca M | TAM™, HEX™ {Lfs Technologias, e ]

Mo debe ubhzorss poro determinar el nesgo de desarrolia de eedometmanis
Acverde de lcencio imiada

Lo uhlzocwin de esto prodicto implca pov porte de cunlgquier comproder o vawona de bas kit harascresn BRAF RGO POR b noepracsdn de bos
BguIaniag rmingy W, qicgEn.com

1. El ke theroscraen BIAF £:G3 PR debe ukhzois exclusvarients de acuerda can el Manual dal kit therascresn BRAF RGG PER y sole posa usa
ean lo zarmpenentss gue ae neluyed e ol kit QIASEN na afrecs licencio olguaa hoje rnguaa de s propiedades vileelualea paro unbear Australia = techserace-au@qiagen.com
o incarporor bas comporanes sminizrodos en wstos ki con com ponantes ng inchidos en loa mismey, exceplo segin se descnbe en el Monye!
el bt thwraicresn SRAF RGE PCR y en protocolos odicionales d sponblas & v quogen com.

Auskia = techserviceat@giagen. com
Apars de bat leenonos exp heodos, GAAGEM ra g quar mros ks a0 aufal rsefs] ne infrinjen les deveches de tareseas.

Este kel y 505 componentes fenan iesncio povg un sole use ¥ no 18 pueden reutlizar, reseondicicaar nf revender. Belgium » techservicebnkdgiogen,com

QIAGEM renuncic especlicoment o cwalquier oire llemscdu, exchciio o impicitg, distintg de bos licancios sxprasaments sspacificados.

o W

El comprocior y sl ussaria del ki aowpron ne raahizar nf germeir 3 oros sl Zar mingn pss qus pueds condier & aetiones prohibidas en Braxil # suportetecnica brasil@giogen.com

{03 mapecificarionss anteroras o que preda fac I-Inflns QUAGEM 1e teserva of derechn de erpronder acsianes Ingoles ante cualgarer i bunal
para al ermpl de las prohib dos en ety Acuards de Toencio imitoda, y rcuparard tados los gass denvodos de o
irvestigocién ¥ de los costo |utfmdc:, \nchitos fas honcronas de akagoca, por cwdquier acckn emprandido para goronhzer el cumpl mianto da
ashw Aciardo de heancia Imitoda o cualguier oo derecha di propiedad (nieleeteal con relozidn o eah kit san tirs caniponentes

Conadn » techservicecaBqagen.com

Para ablaner fox timins achuolizados de ba lemncla, viate were giogen com China ® techservicecn@giagen.com

HE 127340403 € 2014 CIAGEN Ressrvodor kodas los darschos
* Hhocks e Benmark * fechierncenordicBiqiagen com

Finland ® tachservice nardic@quagen com
France = lachsaricedr@giagen com
Germany ® techserncads@qingen com
Hang Kong * kechservice-hk@giagen.com
India ® tachsarviceindia@giagen com
Ireland * techservice-uk@gingen,com
Iialy = tochservicot@niagen com
lopan ® techsamcejp@qiagen com
Korea {South] # techservice-kr@ajiogen. com
. lxembourg # tachsarvice bri@quagen.cam
L Maxice ¥ lachsarviceme@qagen com
The Metherlands ¥ techservicebnf@giagen cam

! 2 techservicenordic®qiogen.com

Singapore = lachsarvicesg@giagen.com

RISO
MB{AOQU\M'IC& LS Q&i\a. Sweden ¥ kechsarvice nord ic@gingan cam

DT - TECN LAB >-
Switzerland » wehserace-chBguagen com

UK ® tachsarvice-uk@qiagen.com

Us » tachsarviceus@qiagen com

e v e Sample & Assay Technologies



PROYECTO DE ROTULOS - therascreen® BRAF RGQ PCR Kit

1. ROTULOS EXTERNOS
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therascreerf®
BRAF RGQ PCR Kit\F,, , V2
REF| 870211

For use with Rotor-Gend® Q Splex HEM plotform
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rHrerascraoen™
BRAF RGO PCR Kit"\Faa4, V2
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BRAF Control
Reaction Mix
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1072832
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tMPORTADOR: TECNOLAB S.A. Estomba N2 964 - ¢1427cco.
C.A.B.A, Teléfono: 54-11- 4-555-0010.

DIRECTOR TECNICO: Biog. Marisol Masinc (M.N. 9483).

ORIGEN DE ELABORACION: QIAGEN Manchester Ltd,
Skelten House, Lloyd Street North, Manchester, M15 6SH,

Reino Unido.

Para uso Diagnéstico In Vitro

AUTORIZADO POR EL MINISTERIO DE SALUD - A,.N.NLA.T,

CERTIFICADO N*:

Qwosm()w N°:

—/

=

MARISOL MASING

BIOQUIMICALM.N. DAR3
DT -TECN LAB S.A.
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2. ROTULOS EXTERNOS
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“2016 - Afio del Bicentenario de la Declaracién de la Independenciz Nacional”

Ministerio de Safud l
Secretaria de Politicas, Regulacion

e Institutos : s

ANMAT t

i

CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA

DE PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO l

Expediente n°:1-47—3110—2450/16-1ii
Se autoriza a la firma TECNOLAB S.A. a importar y comercializar el Producto para
Diagnéstico de uso “in vitro” denominado THERASCREEN BRAF RGQ PCF:{ KIT/
ENSAYO DISENADO PARA LA DETECCION DE CINCO MUTACIONES SOMATICAS
EN EL GEN BRAF MEDIANTE UNA REACCION EN CADENA DE LA POLIME!RASA
(RT-PCR) EN TIEMPO REAL EN EL EQUIPO ROTOR-GENE Q MDx, en ENVASES
POR 24 DETERMINACIONES, CONTENIENDO: MEZCLA DE REACCION PARA

CONTROL (CTRL: 2 viales x 720 pl), MEZCLA DE REACCION V60OE/Ec

- (V600E/Ec: 1 vial x 720 pt), MEZCLA DE REACCION V600D (V600D: 1 vial x{ 720

ul), MEZCLA DE REACCION V600K (V600K: 1 vial x 720 uh, MEZCLAY DE
REACCION V600R (V600R: 1 vial x 720 pl), CONTROL POSITIVO DE BRAF (PC: 1
vial x 250 ul), 7aqg DNA POLIMERASA (Tag: 2 viales x 80 ul), AGUA PARA EL NTC

(NTC: 1 vial x 1.9 ml), AGUA PARA LA DILUCION DE LA MUESTRA (Dil: [1.9

ml}.Se le asigna la categoria: Venta a laboratorios de Andlisis clinicos Por
hallarse comprendido en las condiciones establecidas en la Ley 16.463, vy
IResolucién M.S. y A.S. N° 145/98. Lugar de elaboracion: QIAGEN MANCHESTiIiER
lL.td. Skelton House, Lloyd Street North, Ménchester, M15 6SH. (REINO UNIDQ).
Periodo de vida util: DOCE (12) meses desde la fecha de elaboracién conservacl'lio
entre -15 y -30 9C.En las etiquetas de los envases, anuncios y Manual de

instrucciones debera constar PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO DE USO "IN



VITRO” USO PROFESIONAL EXCLUSIVO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACION
NACIONAL DE MEID)I@MENTQS, gLIbENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA.
Certificado n%: 8 4

ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA
MEDICA.

Subadministrador Naciggal

é [ N.M. 4T
Buenos Aires, } 2 NOV 2076 Firma y selio

s
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