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OISPOSICIOIII N' 135 5

BUENOSAIRES, 0.5 FEB 1015 ,

VISTO el expediente NO 1-47-8719/14-6 del Registro de la Administración

Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnología Medica Y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma

autorización para la venta a laboratorios de análisis

TECNOLAB S.A. solicita

clínicos del Pro~ucto para
,

diagnóstico de uso "in vitro" denominado therascreen EGFR RGQ PCR/ para la

detección de 29 mutaciones somáticas en el gen EGFR (receptor de'l factor de

crecimiento epidérmico), mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
!

en el instrumento Rotor-Gene Q, a partir de muestras de ADN de tejido de

cáncer de pulmón no microcítico (NSCLC) fijado en formalina e incluido en

parafina(FFPE) .

Que a fojas 225 consta el informe técnico producido por el Servicio de,

Productos para Diagnóstico que establecen que los productos reúnen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorización.

Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención

de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N0

16.463, Resolución Ministerial N° 145/98 Y Disposición ANMATN° 2674/99.
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Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los

Decretos N° 1490/92 Y 1886/14.

Por ello;

ELADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS,ALIMENTOSY TECNOLOGÍA MÉDICA

DISPONE:

ARTÍCULO 1°,- Autorizase la venta a laboratorios de análisis clínicos del producto

de diagnostico para uso in Vitre denominado therascreen EGFRRGQ PCR/ para

la detección de 29 mutaciones somáticas en el gen EGFR (receptor del factor de

crecimiento epidérmico), mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

en el instrumento Rotor-Gene Q, a partir de muestras de ADN de tejido de

cáncer de pulmón no microcítico (NSCLC) fijado en formalina e incluido en

parafina(FFPE), el que será elaborado por Qiagen Manschester Ud, Skelton

House, L10yd Street North Manchester, M1S 6SH (REINO UNIDO) e importado

terminado por la firma TECNOLAB S.A., en envases conteniendo: Control de

Reacción (Ctrl.: 2 X 600~1), Mezcla de reacción para T790M (T790M: 600~1),

Mezcla de reacción para deleciones (Del: 500/l1), Mezcla de reacción para L858R

(L8S8R: 600~1), Mezcla de reacción para L861Q (L861Q: 600~1), Mezcla de

reacción para G719X (G719X: 600~1), Mezcla de reacción para 57681 (57681:

500/l1), Mezcla de reacción para inserciones (Ins: 500/l1), Control positivo de

EGFR(PC: 300~1), Taq ADN polimerasa (Taq: 138~1), Agua exenta de nucleasas
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(H,O: 2 X 1,9ml), para 24 determinaciones, con una vida útil de SEIS (6) MESES

desde la fecha de elaboración, conservado entre -150C y -250C Y que la

composición se detalla a fojas 41.

ARTICULO 20.- Acéptense los proyectos de rótulos y Manual de Instrucciones a

fojas 49 a.99. (Desglosándose fjs. 49 a 65) debiendo constar en los mismos que

la fecha de vencimiento es la declarada por el elaborador impreso en ¡lOSrótulos

de cada partida. I
ARTÍCULO 30.- Extiéndase el Certificado correspondiente. ,1

ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE MEDICAMENTOS,

ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los

métodos de control, estabilidad y elaboración cuando las circunstancias así lo

determinen.

ARTÍCULO 5°.- Regístrese, gírese a la Dirección de Gestión de Información

Técnica a sus efectos, por Mesa de Entradas de la Dirección Nacional de

Productos Médicos notiñquese al interesado y hágasele entrega de la copia

autenticada de la presente Disposición junto con la copia de los proyectos de

rótulos, manual de instrucciones y el certificado correspondiente. Cumplido,

archívese.-

EXPEDIENTENO1-47-8719(14-6

DISPOSICIÓN N°:

Fd

Ing ROGELlO LOPEZ
Admlnlatrador Nacional

A.N.M.A.T.
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PROYECTO DE RÓTULO EXTERNO" 1~~I~OLIO
a'5FEOlV/50 V I~

therascreen EGFR RGQ PCR .

Detección de 29 mutaciones somáticas en el gen EGFR, mediante una PCR en el instrumento
Rotor-Gene Q, utilizando muestras de ADN de tejido de cáncer de pulmón no microcltico

(NSCLC) fijado en formalina e incluido en parafina (FFPE).

Uso Diagnóstico "In Vitro"

Kit ,herascntOn EGFR RGQ PCR (241
N.S!da roforencia 870111

Número do faoccionC$ 24

Rojo
Coniral Readion Mix (Mezcla

Ctrl 2x600plde reacción para control)

! Púrpura
T790M Readion Mix (Mezcla

T790M 600 pIde reacción pora T790M)

Naranja
Oelonons Readion Mix (Mezclo Del 600pl
de reocción poro delaciones)

'Rosa L8S8R Reodion Mix (Mezclo de
L8SaR 600p[

reacción pora 1858RI

Verde
l861 Q Reodion Mix (Mezclo l861Q 600 pide reacción paro l8ól Ql

Amarillo G719X Readion Mix (Mezcla G719X 600 pIde reacción paro G719X)

Gris 57681 Readion Mix (Mezcla de ~7681 600plreacción pora 57681)

Azul
Insertions Reodion Mix (Mezcla In, 600plde reacci6n poro inserciones)

Marrón
EGFR Positive Control {Control pe 300 pIpositivo de EGFR}

Turquesa Taq ONA Polymerase (Toq
Toq 138 pI

AON polimeraso)

Blanco Nudease.Free Water (Agua H,O 2xl,9ml
exento de nucleasos)

Manual @!J 1

Ver "Instrucciones de uso"
Lote: VencImIento:
Conservacl6n: - 1S a. 2S "C

ORIGEN DE ELABORACION:
Manchester. MiS 6SH. Reino Unido.

OIAGEN Manchesler LId, Skellon House. Uoyd Slreel North.l

i~

IMPORTADOR: TECNOLAB S.A. Estomba NO 964, CASA, Argentina.

DIRECTOR TÉCNICO: Bioq. Marisol Masino.

AUTORIZADO POR EL MINISTERIO DE SALUD. CERTIFICADO N° M<::A::R~IS:0?L$..A;S~I~O
SIOOUIMIC'" .N.V483
01. TEeN AB S.A.

Bioq. Masino Marisol
D.T. - Tecnolab S.A.
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CTRL
600 ~I

2014-xx-xx
Lote N°:
ro conservación: -15/-25°C

T790M
600 ~I

2014-xx-xx
lote N°:
T" conservación: - 15/-25"C

Del
600 ~I

2014-xx-xx
Lote N°'
ro conservación: - 15/-25"C

L858R
600 ~I
- . -,'- -,

!! ... - .,,-., -
2014-xx-xx
Lote N°:
-ro conservación: _ 15/-25°C

L861Q
600 ~I

2014-xx-xx
Lote N°:
T" conservación: - 15/-25"G

G719X
600 ~I

2014-xx-xx
lote NO:
T" conservación: - 15/-25"G

57681
600 ~I

.. -_ ..

,. ~-----_.~"..
2014-xx-xx
Lote N°'
ro conservación: - 15/-25°C

Ins
600 ~I

2014-xx-xx
Lole N°:
T" conservación: _ 15/_25°C

PC
300~I

2014-xx-xx
Lote N°:
T" conservación: - 15/_25°C

Taq
138~I

2014-xx-xx
Lote N°'
ro conservación: - 151 _25°C

H,O
1.9ml

2014-xx-xx
Lote N°'
T" conservación, - 15!-25"C

MARJSO
BloaulMIC
DT-lEeN

¡,

1
1

,,

!
¡

MASJNO
• M.N. 9483
LAS SA
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Manual del kit therascreen EGFR
RGQ PCR

Versión

QIAGEN: tecnologías para la preparación de
muestras y ensayos de biología molecular
QIAGEN es el proveedor líder de tecnologíos innovadoras para la preparación
de muestras y ensayos de biolog(Q molecular que permiten el aislamiento y lo
detección del contenido de cualquier muestra biológico. Nuestros productos y
servicios de vanguardia y máxima calidad garantizan el éxito, desde la muestra
hasta el resultado.

QIAGEN define los estóndares en los siguientes campos:
l1li Purificación de ADN, ARN Yproteínas

• Ensayos de 6cídos nudekas y proteínas

El Investigación con microARN y ARNi

lII!Il!Automatización de tecnologías de preparación de muestras y ensayos de
biología molecular

Nuestra misión es ayudarle a superar sus retos y a alcanz.ar un éxito
excepcional. Para obtener m6s información, visite www.giagen.com.

Poro uso de diagnóstico in vitro

Para uso con el instrumento Rotor-GeneO!' Q 5plex HRM~

CE
~ 870111

~ 1063321ES

Sample & Assay Technologies

II1II QIAGEN Manchesler lid, Skelton House, L10ydSlreet

-MARISO MASINO -. ~
BIOQUIMI A.M.N.94 ,>,,:,,. _-... ~
Ol - lEC OLAS ~.y~11-

~ e <:.
y b .£',.
, ~.'"

•••••••

( '"V",[:(,
_,' _,\. 1,,,.1••••••••••QIAGEN@-

North, Manchester, M15 6SH, Reino Unido

R3 ~ l063321ES

http://www.giagen.com.
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El kit therascreen EGFR RGQ PCR incluye un procedimiento de dos pasos. En
primer paso, el ensayo de control se realizo para evaluar el ADN total de una

6

ARMS

Principio del procedimiento
El kit therascreen EGFR RGQ PCR combino los tecnologlas ARMS y Scorpions
para detectar mutaciones de PCR en tiempo reol.

Lo tecnolog10 ARMS permite llevar o cabo uno amplificación específico de los
olelos o las mutaciones (amplificación refractaria de sistemas de mutaciones).
Lo enzima Taq ADN polimerasa (Toq) resulta eficaz para diferenciar entre una
coincidencia y un error de coincidencia en el extremo 3' de un primer o
cebador de PCR. Algunos secuencias mutados se amplifican de forma selectiva,
incluso en muestras cuya mayoría de secuencias no presentan la mutación, por
ejemplo: cuando la coincidencia con el cebador es completa, lo amplificación
se produce con total eficacia. Cuando no hoy coincidencia con la base 3',
únicamente tiene lugar uno amplificación de fondo de bajo nivel.

Scorpions

La detección de lo amplificación se realiza mediante la tecnología Scorpions.
Scorpions es una técnica de moléculas bifuncionales que contienen un cebador
de PCR unido covalenlemente a una sondo. El f1uor6foro de esta sonda
interactúo con un quencher o silenciador, también incorporado en la sonda, lo
que reduce la fluorescencia, Durante lo reacción de la PCR, cuando la sonda se
une al amplic6n, .se separan el f1uoróforo y el silenciador. El resultado es un
aumento de la fluorescencia en el tubo de reacción.

El kit therascreen EGFR RGQ PCR se suministra con ocho ensayos:

• Un ensayo de control (Ctrl)

• Siete ensayos de mutación

Todas las mezclas de reacción contienen reodivos para la detecci6n de
objetivos marcados con FAM'" y un control interno morcado con HEX'". El
ensayo de control interno permite detectar la existencia de inhibidores que
puedan conducir a resultados de falsos negativos. La amplificación de FAM
puede dejar fuera de competencia a lo amplificación del control interno y el
propósito del control interno es simplemente mostrar que, si no hoy
amplificación de FAM, el resultado es un negativo auténtico y no
de PCR erróneo.

Formato del kit

5

• S7681

• 3 inserciones en el exón 20 (detecto la presencio de cualquiera de los
3 inserciones, pero no distingue ellas)

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

Manual de uso del kit therascreen EGFRRGQPCR 03/2012

Resumen y explicación
El kit theroscreen EGFR RGQ PCR es un equipo listo poro utilizar que se ha
disenado paro lo detección de las 29 mutaciones somáticas en el gen EGFR
relacionado con el cáncer, mediante una reacción en cadena de la polimerosa
(PCR) en el instrumento Rotor-Gene Q.

Con ayuda de las tecnologlas Scorpions~ y ARMS{ll>,el kit theroscreen EGFR
RGQ PCR permite detector los siguientes mutaciones en un fondo de ADN
genómico normal.

• 19 deleciones del exón 19 (detecta la presencia de cualquiera de las
19 deleciones, pero no distingue entre ellas)

Uso previsto
El kit theroscreen EGFR RGQ PCR es uno pruebo de diagnóstico in vitro
disefiada paro lo detecci6n de las 29 mutaciones somáticos en el gen EGFR
relacionado con el cáncer, con el fin de proporcionar una valoración cualitativo
del estado de los mutaciones.

El kit therascreen EGFR RGQ PCR está concebido para el uso por porte de
personal cualificado en entornos profesionales de laboratorio con muestras de
ADN de tejido de cáncer de pulmón no microdtico (NSClC) fijado en
formalina e incluido en parafina. Los resultados tienen como objetivo ayudar al
personal médico a identificar pacientes con NSCLC que puedan beneficiarse
de un tratamiento con inhibidores de lo tirosinquinaso.

El kit therascreen EGFR RGQ PCR está disenado para el uso de diagnóstico in
vítro.

• T790M

• L858R

• L861Q

llII G719X (detecto la presencia de G719S, G719A o G719C, pero no
distingue entre ellas)



muestro. En el segundo poso, tonto la mutación como los ensayos de control se
realizan para determinar la presencia o ausencia de ADN mutado.

Ensayos:

Ensayo de control

El ensaya de control, marcado con FANo.,sirve para valorar el ADN total de la
muestra. Este ensayo amplifica una región del exón 2 del gen EGFR. Los
cebadores y la sonda estón diseñados paro evitar cualquier polimorfismo
conocido del gen EGFR.

Se recomiendo usar la mezcla de reacción para control (Ctrl) suministrada con
el kit theroscreen EGFR RGQ PCR a fin de valorar el ADN total de una muestra.
El ensayo de (Cntrol amplifica una región del exón 2 del gen EGFR. Se
recomiendo preparar las muestras únicamente con el ensayo de control usando
el control positivo (PC) de EGFR como el control positiva yagua exenta de
nucleasas (H20) como el control sin molde.

Nota: la valoración del ADN deberla basarse en la PCR y puede diferir de la
cuantificación basada en las lecturas de absorbancia. Se suministra mezcla de
reacción paro control (ClrI) adicional para valorar lo calidad y la cantidad de
las muestras de ADN antes del anólisis con el kit therascreen EGFR RGQ PCR.

Ensayos de mutación

Cada ensayo de mutación contiene una sonda Scorpions marcada con FANIy
un cebador ARMS para discriminar entre el ADN normal y el ADN mulante
específico.

Evaluación de la reacción de (ontrol intemQ

Codo mezcla de reacción contiene un control interno, ademós de la reacción
objetivo. Un error indico que pueden existir inhibidores que podrían derivar en
resultados de falsos negativos o bien que se ha producido un error de
configuración del usuario paro ese tubo.

Si el error del control interno se debe a una inhibición de PCR, diluir lo muestra
podría reducir el efecto de los inhibidores, pero debe tenerse en cuenta que
esto también diluiría el ADN obietivo. La amplificación de FANo.puede dejar
fuera de competencia a la amplificación del (Cntrol interno, por lo que el valor
de CT (HEX)de IC generado podría estar fuera del rango especificado. Los
resultados de FAM siguen siendo vólidos para estas muestras.

-

Controles

Nota: todos los series experimentales deben utilizar los controles que se
indican o continuación.

Control positivo

Cada serie debe contener un control positivo en los tubos del 1 01 8. El kit
theroscreen EGFR RGQ PCR contiene control positivo (PC) de EGFR para
utilizarlo como molde en la reacción de control positivo. Se evaluarán los
resultados de control positivo para garantizar que el kit funciona según los
criterios de aceptación indicados.

Control negotivo

Codo serie debe contener un control negativo ("control sin molde" o NTC) en
los tubos del 9 01 16. El NTC estó compuesto de aguo exento de nucleosos
(H20) y se utiliza como "molde" en el control sin molde. El control sin molde se
utiliza para evaluar las posibles contaminaciones durante la configuración de
la serie y poro evaluar el rendimiento de la reacción de control interno.

'IIf,",~O~L~~A~S~INO
810aUIM!CA. .N.9483
DT. TECNO B B,A,
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MlJmlllt del kil rheroscte'efl EGFRRGO PCR 00 ~ 1

Xileno

Etanol (96.100%)"

Tubos de microcentrffugo de 1,5 mI o 2 mi (poro los posos de lisis)

Tubas de microcentrifugo de 1,5 mi (pora los posos de elución)
(suministrados por Brinkmann (Sofe.lock, n," de referencia 0223632041,
Eppcndorf (Sofe.lock, n.o de referencia 0030 120,0861 o Sorstedt(Sofety
Cap, n," de referencia 72,ó901l'

Pipetas exclusivosl (ajustables) pora lo preporación de muestras

Pipetas exclusivosl (ajustables) poro lo preporoción de lo me~clo maestro
poro PCR

Pipetas eKclusivos' (ajustables) poro lo dispensación de ADN molde"

Puntos de pipeta exentas de DNAso, RNAsa y ADN con lil!ros (poro evitar
lo contaminación cruzado, recomendamos puntas de pipeta con barreros
poro aerosoles)

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

Centrrlugo de mesol con rolar poro tubas de reocción de 2 mi

Vórtex

Instrvmento Rolar-Gene Q Splex HRMI con canales de fluorescencia poro
Cycling Green y CycJing Yellow (detección de FM'o.y HE)(, respectivamente)

Software Rotor-Gene Q, versión 2.0.2 o superior

Tiros de tubos y lapones, de 0,1 mi, poro uso con un rotor de 72 pocillos
(n," de referencia 9811036981106)

Tubos de microcenlrllugo exentos de ONAso, RNAso y AON poro la
preparoci6n de los me~dos maestros

Tubos de 72 x 0,1 mi de bloque de cargo, bloque de aluminio poro la
configuración de reocci6n manual con pipeta de un solo canal (QIAGEN,
n.o de referencia 9018901)
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"No ",ai<:tl alcohol dftSllalurolitado, quo contiene ol.os stnlonckn como ~IGQWMICA. "N'"
fMlilfl!iklltona, OT - TeCNO Aa\

I Esla no ,",suno tisla do provoedo.cs c:omplela, ~ ,-,
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información, consulte los hojas de dolos correspondientes sobre lo seguridad
de los materiales (MSDSl. que puede solicitar 01 proveedor del producto,

• Kit pora el aislamiento de ADN (consulte el aportado "Aislamiento de
AON", en lo página 14)

•

••

•

•••

•

••

••••

••

9MIJ"uo! de uso de! kit Ir.ermcreen EGFRROO PCR 0311011

Materiales requeridos pero no suministrados
Siempre que traboje con productos qufmicos, utilice uno bolo de laboratorio
adecuado, guantes desechables y gafos protectoros, Poro obtener m6s

?6
Materiales suministrados

¿ Contenido del kit

Kitthcrasc~n EGfRRGQPCR (24)

N.f! de referencia 870111

Número de reacciones 2'
Rojo

Control Rooction Mi~ (Mezclo elrl 2)C600~1
de reacci6n poro control)

Púrpura
T790M Reaction Mil( (Mezclo T790M 600 pI
de reacci6n poro T790Ml

Noranja
Deletioll$ Re<:IctionMil( (Mezclo D.' 600IJI
de reacción para delaciones)

,= L8SBR Reodion Mix (Mezclo de
185BR 600IJIreacción para l85aR)

Verde
lB61 Q Reoction Mix {Mezclo

1861Q 600/J1
de reocción poro L8ól Ql

Amorillo
G719X Reodion Mix (Mezdo G719X 600 pi
de reacción poro G719X)

Gris
57681 Reoction Mix (Mezclo de 57681 600 pi
reacción paro 57681)

"'"'
lnserlioll$ Reodion Mil( (Mezclo ,,, 600 pi

l de reocd6n poro inserciones)

Marrón
EGFR Positiva Control (Control Pe 300pl
posilivo de EGFR)

Turquesa Toq ONA Polymerose (Toq
ToO 138111

AON polimeraso)

Blanco
Nvdeose.Free Water (Aguo

H,O 2x l,9ml
exento de nucleosos)

Monuol lBliJ
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Advertencias y precauciones
Para uso de diagnóstico in vitro

Información de seguridad
Siempre que trabaje con productos químicos, utilice uno bota de laboratorio
adecuada, guantes desechables y gofas protectoras. Para obtener mós
información, consulte las hojas de dotos correspondientes sobre la seguridad
de los maleriales (MSDSl. Puede obtenerlas en línea en el próctico y compado
formoto PDF en www.giogen.com/suppoli/MSDS.aspx. desde donde también
podró buscar, ver e imprimir las hojas de datos MSDS de todos los kits y
componentes de los kits QIAGEN.

Información para emergencias disponible las 24 horas

Puede obtenerse información médico de emergencia en inglés, francés y
clemón las 24 horas del día en:

Centro de información toxicológica de Maguncia, Alemania

Tel.: +49-6131-19240

Precauciones generales
El usuario debe proceder siempre de acuerdo a las siguientes
recamendaciones:

• Utilice puntas de pipeta exentas de DNAsa, RNAsa y ADN con filtros y
asegúrese de que las pipetas se han calibrada según las instrucciones del
fabricante.

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

• Descongele bien todos los componentes o temperatura ambiente (de
15 oC a 25 oC) antes de iniciar un ensayo_

• Cuando se hayan descongelado, mezcle los componentes invirtiendo coda
tubo la veces y centrifúguelos brevemente.

Nota: extreme la precaución para evitar lo contaminación de las reaccianes de
PCR con material de control sintético. Es recomendable usar pipetas específicos
independientes para preparar las mezclas de reacción y anadir ADN molde. La
preparación y dispensación de las mezclas de reacción deben realizarse en una
zona separada de la zona donde se anade el molde. Los tubos de
Rotor-Gene Q no se deben abrir después de haber finalizado lo serie PCR. Con
ello, se evita la contaminación del laboratorio con productos posteriores a la
PCR.

Nata: los reactivas están validados para la configuración manual. Si se utilizo
un método automatizado, podría reducirse el número de posibles reacciones,
debido al reactivo necesario para rellenar "volúmenes muertos" en estos
instrumentos.

Nota: todos los reactivos del kit therascreen EGFR RGQ PCR se han formulado
específicamente paro su uso con las pruebas mencionadas. Todos los reactivos
suministrados con el kit therascreen EGFR RGQ PCR se suministran para su uso
exclusivo con otros reactivos del mismo kit therascreen EGFR RGQ peRo Para
mantener un rendimiento óptimo de los reactivos del kit, no los sustituya,

Nota: utilice únicamente lo Toq ADN polimeroso (Toq) suministrada con el kit.
No lo sustituya por Toq ADN palimerosa de otros kits del mismo o de otro tipo
ni por Taq ADN polimerasa de otro fabricante.

Nota: los reactivos del kit therascreen EGFR RGQ PCR presentan una dilución
óptima. No se recomienda una mayar dilución de los reactivos puesto que
estos podrían perder eficacia. No se recomiendo utilizar volúmenes de reacción
inferiores a 25 ¡JI, puesto que su uso aumenta el riesgo de falsos negativos.

Almacenamiento y manipulación de readivos
El kit therascreen EGFR RGQ PCR se suministra en hielo seco y debe
mantenerse congelado a la llegada. En caso de que el kit therascreen EGFR
RGQ PCR no esté congelado a la llegada, de que el embalaje externo se haya
abierto durante el transporte o de que el envío no incluya la nota de embala¡e,
el manual o los reactivos, póngase en contacto con los departamentos del
servicio técnico de QIAGEN (consulte la contraportada o visite
www.giagen.com).
Una vez recibido, almacene inmediatamente el kit therascreen EGFR RGQ PCR
en un congelador a una temperatura constante de entre -15 oC y -25 oC y
protéialo de la luz. Cuando se almacena en las condiciones recomendadas en
el embala¡e original, el kit es estable hasta la fecha de caducidad que figura en
la caia, No es aconsejable descongelarlo y volver luego a congelarlo. Se
recomiendo un máximo de 7 ciclos de congelación-descongelación.

Nota: para garantizar una actividad y un rendimiento óptimos, los cebadores
Scorpions (asr como todas las moléculas marcadas con fluorescencia) deben
protegerse de la luz para evitar el blonqueamiento.

Nota: los muestras deben distribuirse en lotes para lograr un uso óptimo de los
reactivos del kit therascreen EGFR RGQ PCR. Si las muestras se analizan por
separado, se utilizarán más reactivos y será necesario disminuir el n'
muestras que se pueden analizar con el kit therascreen EGFR RGQ P
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No mezcle en v6rtex la enzima Taq ADN polímeraso (Taq) ni nlnJl..ug<¡!otra
mezcla que contenga Toq AON polímerasa (Toq), ya que esto i~~.9L M
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Cuestiones importcmtes antes de comenzar

• Antes de iniciar el procedimiento, consulte el apartado #Precouciones
generales" en la página 11.

• Tómese su tiempo para familiarizarse con el instrumento Rotor-Gene Q
antes de comenzar el protocolo. Consulte el manual del usuario del
instrumento.

Protocolo: valoración de las muestras

Aislamiento de ADN
El aislamiento de AON debe realizarse con el kit QIAamp~ DNA FFPE Tissue.

Lleve a coba lo purificación del ADN de acuerdo con las instrucciones que
aparecen en el Manual del kit QIAamp ONA FFPE Tissue (Q/Aamp DNA FFPE
Tissue Kit Handbook) con los cambios siguientes:

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

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

• El corte tisular debe depositarse en los tubos de microcentrífuga utilizando
un bisturí nuevo poro cado mueslra que se vaya o extraer.

• La digesti6n de la proteinasa K debe realizarse durante 1 hora.

• El AON gen6mico purificado debe eluirse en 200 pi de tampón ATE
(suministrado en el kit QIAamp ONA FFPETissue).

• Almacene el ADN genómico purificado o una temperatura de entre
-15 DCy_30 oc.

• Si la informaci6n está disponible, deben utilizarse los portaobjetos
adyacentes 01 portaobjetos tenido con H&E que contengan un mayor
contenido tumoral.

Nota: todos los ensayos del kit therascreen EGFR RGQ PCR generan productos
de PCR cortos. Sin embargo, el kit therascreen EGFR RGQ PCR no funciona
correctamente con un AON excesivamente fragmentado.

• Todas las muestras tumorales se pueden analizar con el kit therascreen
EGFR RGQ PCR.

Este protocolo se utilizo para valorar el AON lotal omplificable de las muestras.

•

Manual de uso del kit theroscreenEGFRRGQPCR 03/2012

• Realice una tinción con hematoxilina y eosina (H&E) de al menos uno de
los portaobjetos de coda muestra de paciente.

• Asegúrese de que un pat610go revisa el portaobjetos teñido poro
comprobar si hoy presencia tumoral.

• Si es posible, el patólogo debe revisar varios portaobjetos del bloque de
muestras FFPE.

Manipulación y almacenamiento de muestras
Nota: todos los muestras deben manipularse como material potencialmente
infeccioso.

Determinación del nivel de células tumorales requeridas
para el análisis del gen EGFR
El tejido utilizado para realizar el análisis del gen EGFR es tejido obtenido de
muestras de cáncer de pulm6n no microcítico fijadas con Tormalina e incluidas
en parafina (FFPE). ElADN extraído de células con este tejido tumoral puede
ser normal respecto a las mutaciones del gen EGFR o bien puede presentar
una o más mutaciones.

Existe la posibilidad de que los muestras de tumores y los datos de una muestra
de tumor no coincidan con otras secciones del mismo tumor. Los muestras de
tumores también pueden contener tejido no tumoral. En un principio, no se
prevé que el ADN del tejido no tumoral contenga los mutaciones del gen EGFR
que detecto el kit therascreen EGFR RGQ peRo

El material de los muestras debe ser ADN gen6mico humano, obtenido de
muestras de cáncer de pulm6n no microcítico fijadas con formalina e incluidas
en parafina (FFPE). Las muestras se deben transportar de acuerdo con la
metodología anatomopatol6gica estándar para garantizar lo calidad de las
muestras.

El tejido NSCLC FFPE utilizado para la extracción también puede contener
tejido regular no tumoral, que será normal respecto a las mutaciones del gen
EGFR. ElADN normal de este tejido puede diluir el ADN mutante,
potencialmente hasta un nivel no detectable por el kit. Sin embargo, se
recomiendo analizar incluso las muestras con niveles tumorales bajos, ya que
se pueden detector mutaciones de nivel alto que permitan tomar uno decisi6n
respecto 01 tratamiento del paciente.

Para maximizar los posibilidades de detectar mutaciones, procedo tal como se
indica a continuación.

Procedimiento
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Tabla 2. Parómetros de ciclo

9. Una veJ: finaliJ:ada la serie, analice las dotas según las indicaciones
del apor1odo "Anólisis dI! los datos do valorac:i6n de los muestras", en
la página 30.

3. Me:z.c1ebien la mezcla maesfr"o pipeteando suavemente arriba y
abajo 10 veces. Añada inmediatamente 20 pI de mezcla maestra al
tubo de tira de PeR (no suministrado).
Nafa: poro la valoración de muestras, lo mezclo moestra pora ensayo de
contral debe añadirse o un pocillo de control positivo, un pocillo de con1rol
negativo y un pocillo por coda muestra.

4. Añada inmediafamente S pi de la muestra de aguo exenta de
nueleasas (HJO) al tubo de contral sin molde (número dlll tubo de
PCR: 9) y tápllla. Añada S pi de ADN de la muestra a los tubos de
muestra y lápelos. Añada S pi de confrol positivo (Pe) de EGFR al
tubo de control positivo (tubo dll PCR 1) Yt6pelo.

S. Coloque los tubos dI! tiros de PCR en los posiciones apropiadas dlll
rotor y compruebe visualmente que todos los tubos contienen un
volumen idéntico.
Noto: asegúrese de que los liras de los tubos no eslán al revés cuando los
tramfiera 01 rotar.

á. Si el rotor no esfó lleno, rllllllnll los espacios restantes con tubos
vacíos tapados.

7. Coloque inmediafomllnte el rotor de 72 pocillos en el equipo Rolar-
Gene O Splex HRM. Asegúresll de que el anillo de fiiación (accesorio
del instrumenTo Rotor-Gene O) se encuentra lln la parte superior del
rofor para profegllr los tubos duranfe la serie.

8. Consulte la configuración del instrumllnfo Rotor-Gene O ("Protocolo:
configuroción del instrumento Rotor.(i(¡no Q EGFR", en lo pógina 20)
para crear el pClñil de temperatura (1 iniciar la serie.

• Pipetee lo enzimo Toq ADN polimflroso (Toq). Para ello, introduzco lo
punto dfl lo pipfllOjusto debojo do lo superficie del liquido poro evitar que
lo punto se cubro de enzima en exceso.

Antes de comenzar

• Antes de codo uso, es necesaria descongelar completamente todos las
reactivos o tempt!lratura ambiente (de 15 oC a 25 oC), mezclarlos
invirliendo codo tubo 10 veces y centrifugarlos brevemente poro recoger
el contenido de la porte inferior del tubo.

• Asegúrese de que lo enzima Toq ADN polimerosa (Taq) alcance lo
temperatura ambiente (de 15 oC a 25 OC)antes de codo uso. Centrifugue
el tubo brevemente poro quo la enzima se deposite en lo porle inferior del
tubo.

Proc:cdimienfo

1. Descongele la mezcla de reacción para control (Cfrl), el aguo eXllnta
de nucleosas para el control sin molde (NTC) y el control positivo
(Pe) de EGFR o temperaturo ambiente (de 15 .C a 25 OC).Cuando se
hayan descongelado los n:-activos, mézclelos invirtiendo cada fubo
10 veces para evitar concentracionlls Ioc:alizados do sales. A
confinuación, centrifúgulllos brevemente para que el contenido se
deposite en el fondo del tubo.

2. Pn:-paro cantidades suficientes de mezclas maestras para los
muestras de ADN, uno reacción de control positivo y una reacción de
control sin molde según los volúmenes de la Tabla l. Incluya
n:-octivos para una muestro adicional a fin de que existo excedente
suficiente paro la configuración de lo PCR.
lo mezclo maestra contiene todos los componentes necesarios pora lo PCR,
salvo lo muestra.

Tabla 1. Preparacián de lo me:z.c1amaestro de ensayo poro control.

Componente Volumen/Reacción (¡JI)

Mezcla de reacción poro 19,5
control (Ctrl)

" - _.- - - "

Taq AON polimerosa (Taq) 0,5
, - , ..

Volumen total 20,0

• Cucmdohago lomerdo maestro,no olvidepreparor loconlidod5urlcl"nteporo uno
muestroodicionol.

Ciclos

40

Temperatura Tillmpo Obtención de datos

95°C 15 minutos Ninguno

95.C JO segvndos Ninguno

ÓO.C áO segvndos Verde y amarillo

alOOUlM1
OT.lEC
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.M.tUI
l.AB S.A.
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Protocolo: detección de mutaciones de EGFR

• Para cada muestra de ADN, los ensayos de control y de mutación deben
analizarse en la misma serie de PCR,o fin de evitar variaciones entre
series analíticas.

Menuel del kit ,h"ro,creen EGFRRGQ PCR

Componente Volumen/Reacción (JII)

Mezcla de reacción 19,5. .
Toq ADN polimerasa (Taq) 0,5

Volumen totcd 20,0

centrifúguelos brevemente para que el contenido se deposite en el
fondo del tubo.

2. Prepare cantidades suficientes de mezclas maestras para las
muestras de ADN, una reacción de control positivo y una reacción de
control sin molde según los volúmenes de la Tabla 3. Incluya
reactivos para una muestra adicional a fin de que exista excedente
suficiente para la configuración de la PCR.
La mezcla maestra contiene todos los componentes necesarios para la PCR,
salvo la muestra.

• Cuando hogo 1" mezclo mae:>lro, no olvide preparar le centided suficiente pero une
mue<tro adicionol.

3. Mezcle bien cada mezcla maestra pipeteando suavemente arriba y
abajo 10 veces. Añada inmediatamente 20 pi de mezcla maestra a
cada tubo de tira de PCR (na suministrada).

4. Añada inmediatamente 5 pi de agua exenta de nucleasas (H20J a
los tubos de tiras de PCR de control sin molde (números de los tubos
de PCR: del 9 al 16) y tápelos. Añada 5 pi de cada muestra a los
tubos de muestra (tubas de PCR: del17 al 72) y tápelos. Añada 5 pi
de control positiva (PC) de EGFR a los tubos de control positivo
(números de los tubos de PCR: del 1 al 8) y tápelos. Cada muestra
de ADN se debe analizar tanto con el ensayo de control cama con el
ensayo de mutación. los detalles se muestran en la Tabla 4.

Tabla 3. Preparación de las mezclas maestras~

1817MamJaI de uso del kit Ihera,creen EGFRRGQ PCR 0312012

Antes de comenzar

• Antes de cada usa, es necesario descongelar completamente todos los
reactivos a temperatura ambiente (de 15 oC a 25 oC), mezclarlos
invirlienda cada tubo 10 veces y centrifugarlos brevemente para recoger
el contenido de la parle inferior del tubo.

• Asegúrese de que la enzima Taq se encuentra a temperatura ambiente (de
15 oC o 25 oC) antes de codo uso. Centrifugue el tubo brevemente para
que la enzima se deposite en la porte inferior del tubo.

• Para utilizar el kit therascreen EGFRRGQ PCRde forma eficaz, es preciso
agrupar las muestras en lotes de 7 para rellenar un rotor de 72 pocillos.
Un tamaño de lote inferior implica una capacidad de análisis de muestras
inferior con el kit therascreen EGFRRGO PCR.

• Pipetee la enzima Taq. Paro ello, introduzca la punta de la pipeta justo
debajo de la superficie del líquido pora evitar que la punta se cubra de
enzima en exceso.

Procedimiento

1. Descongele las mezclas de reacción, el agua exenta de nucleasas
para el control sin molde (NTC) y el control positivo (PC) de EGFR a
temperatura ambiente (de 15 oC a 25 oC). Cuando se hayan
descongelado los reactivos, mézclelos invirtiendo cada tubo 10 veces
para evitar concentraciones localizadas de sales. A continuación,

. -

• No mezcle en vórtex la enzima Taq ADN polimerasa (Toq) ni ninguna otro
mezcla que contenga Toq ADN polimerasa, ya que esto inactivaría la
enzima.

Cuestiones importantes antes de comenzar

• Antes de iniciar el procedimiento, consulte el opartado "Precauciones
generales" en lo página 11.

• Tómese su tiempo para familiarizarse con el instrumento Rotor-Gene Q
antes de comenzar el protocolo. Consulte el manual del usuario del
instrumento.

Este protocolo está diseñado para la detección de mutaciones de EGFR.
Cuando una muestra es correcta según la evaluación de muestras, se puede
analizar mediante 105 ensayos de mutación de EGFR.



Tabla 5. Parámetros de ciclo

Tabla 4. Disposici6n de las ensay~ de control y mutaci6n

Controles Número de muestros

Ensayo Pe NTC 1 , J 4 • 6 7
Cln 1 9 17 ,. JJ 41 49 57 65
I T790M , 10 18 '6 J4 42 50 58 66
Deleciones J 11 19 27 J5 4J 51 59 67

: l858R
~ -4 12 '0 '8 J6 44 52 60 68

l861Q 5 13 21 29 37 45 53 61 69
, . - . -
G719X 6 14 " 30 38 46 54 62 70
57681 7 15 2J JI J9 47 55 6J 71- . •

l..Inserciones 8 16 24 J' 40 48 56 64 72. .
S. Coloque los rubos de tiros do PCR en 105 posiciones apropiadas del

rotor y compruebe visualmenle que tod~ los tubos contienen un
volumen idóntico.
Nota: asegúrese de que las liras de los lubos no eslán al revés cuando los
Ironsfiero 01 rolar.

6. Si el rotor no est6 lleno, rellene los espacios restantes con tubos
vaclos topados.

7. Coloque inmediatamente el r010r en el instrumento Rotor-Gene Q
Splcx HRM. Asegúrese de que el anillo de fiiaci6n (accesorio del
instrumento Rotor_Gene Q) se encuentro en lo parte superior del
rotor para proteger los tubos durante lo serie.

8. Consulte lo configuraci6n del instrumento Rolor.Gene Q ("Protocolo:
configuraci6n del instrumonto Raklr.Gcnc Q EGFR", en lo página 20)
pora crear el perfil dI' temperatura e iniciar lo serie.

lIustraci6n 4
~ .

lIusirociol'lCS5-7

lIusiracioocs 1-3

~~
lIusiraciones 8-12

lIustraci6n 13

Cicl~ Temperatura Tiempo Obtención de datos

95.C 15 minuios Ninguno

95.C 30 segundos Ninguno40
60.C 60 segundos Verde y amarillo

Configuraci6n de los parámetros generales
del ensoyo

Activaci6~ fn"iciolde lo enzim~ por~ Hol_
Slon

Amplificaci6n del AON

, Ajuste de los canales de flvorascendo

Inicio de lo serie

Todos los especificaciones hocen referencia al software Rolar-Gene a,
versión 2.0.2. Enconlrar6 más información sobre c6ma progromor los
instrumentos Rotor-Gene en el manual del usuario del inslrumento .. IE~n~1~~I===_
i1usirociones, estos par6melros de configuraci6n se resolton dentro ~
cuadro en negrita. MARISOL M SINO

6100UlMlCA - M. •;(83
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Tabla 6. parámetros de ciclo

En resumen, los parámeiros de cido son los siguienles.

Procedimiento

1. Cree un perfil de temperatura .según I~ posos que se dcscriben a
conlinuaci6n_

Protocolo: configuración del instrumento Rolor-Gene Q
EGFR
Este prolocolo se describe en los aportados .Protocolo: valoración de los
muestros., en lo página 14. y .Protocolo; detección de mutaciones de EGFR-,en
lo página 17.

9. Uno vez: finalizada la serie, onalicc los datos según las indicaciones
del aportado "Anólisis de los dotas do mutaci6n do EGFR", cn lo
página 34 .•

Temperatura Tiempo Obtenci6n de datos

95.C 15 minutos Ninguno

95.C 30 segundos Ninguno

60.C 60 segundos Verde y amarillo
40

Ciclos

Manual de uso del kit/herosoe<mEGfRROOPCR O.3nOI7: 19 20 Manualdol k~Ih~lCroen EGfRROOPCR 03nOI7:
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lIuslroción 2. COnfigu •.••ción de 1••.• parámclros generales del onsayo

- IX;Ilow R••• "l7 ••.d
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1

3

S. Introduzco el nombre del usuario. Añada las notas que desee o
introduzco el volumen de reacción como 25. Asegúrese de que
"Somple Layout" (Disposición de muestras) indico "1,2,3 ... ". Hago
die on "Nelrt" (Siguiente) (Ilustración 2).

W_ ••"'" __ R•••W••.•'"-,~
l••.••••~'"

1

2. Haga doble e1icen el icono del software Rotor-Gene Q, ver'$ión
2.0.2, sitvado en el escritorio del ordenador conedado al
instrutTK'nto Rotor-Gene Q Sple.l(HRM. Seleccione la pestaña
"Advanced" (Avanzado) dentro del cuadro de diálogo "New Run"
(Nueva serie) que se muestro.

3. Para cr&Orun nuevo molde, seleccione "Empty Run" (Serie vacío) y
haga die en "New" (Nucv(l) pgro acceder al "New Run Wizard"
(Asistente para series nuevas).

4. Seleccione 72-Well Rotor (Rotor de 72 pocillos) como tipo de rotor.
ConfirtTK'que el anillo de fijación esté sujeto y morque la casilla
"Locking Ring Affachcd" (Anillo de fijación sujeto). Haga dic en
"Nelrt" (Siguiente) (Ilustración 1j.

2

Ilustración l. Cuadro de diólogo HNew Ilun Wizord" lJUislente po •.••series
nuevosl
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IIlntracián 5. Po•.••de incubación inicial o 95 "C

9. Combie el número do repeticiones de cido a 40. SelClcciono el primer
paso y estoblezca el votar en 9S"C for 30 $OC5(9S "C para JO 5)
(Ilustración 6).

8. Cambie el valor do "Hold Tempcrature" (Mantener temperatura) a
95 "C y "Hotd lim!;!" (Mantener tiompo) en 15 mino Hogo c1ieen el
botón "Insert After" (Insertar dospués) y selecciono New Cyding
(Ciclos nuev0'5) (l1ustraci6n S).

1
2---

,.,•.- ,
J _ (,¡ ~ o)- _ •..... -,.._ .•..._"_~..-,.._-_ .._ ....-
I¡".__._'

1
E6I __

~ ....
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e-.__ I
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lIusfracián 3. Edición del pc!rfil

7. Haga dic en el botón "Inst'rt aftt'r" (Insertar dClspuésl y seleccione
New Hold at TempClroturo (Nueva fase de temperatura)
(lIustraci6n 41.

6. Haga dic cm el bot6n "Edit Profile" (Editar perfil) situado en el
siguiente cuadro de diólogo "New Run Wiz:ard" (Asistente para
series nuevas) (lIustraci6n 31, y sigo los paS0'5 siguientes para
programar el perfil do temperatura.

, ."••.."--
l1us1ración 4. Pasa d" ilK\lboción inicial a 95'C

Uus1ración Ó. Paso d" ciclada o 95'C

ARISOL
~ lOOUIMlCA.

Ol-lEeN
ASINO
.N.9483
AB S.A.

10. Seleccione el segundo paso y ostoblczco t'1 valor en 60"C for 60 tccS
(60 "C poro 60 5). Para activar lo obtenci6n de dotas durant!;! este
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paso, seleccione el botón "Not Acquiring" (No adquirir)
(Ilustración 7).

12. Sdeccione el tercer paso y elimínelo medionte el bat6n ".H. Hago
e1ie en "OKH (Aceptar) (Ilustración 9).
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Ilustración 10.Optimización dela ganancia

lluSfn:lc;ón 9. Eliminación del pala de ""',,nsió"

1J. En d cuadro de diótogo siguiente, haga die en el botón "Gain
OptimisationH (Optimización de gananeia)lllustración 10).

"2S

2

1

'""1

-'/000 11_ r••••.$I'Ifle-,I. ~hoG--. _no.w.
5»n -.. ,lJ['.Yl:'.lO:.l(T'.Clll.f\eIidi~'.V" ••••y_,

-.. ct:n. 00><'.Clll.fW'l ••• IO••(olS'.1 ••• 0I0d•.-. •••••9.
Q5.n -.. C'O;'.O"".I:1lI'._n..ro'
_ ":It> 1luoMo1l;&'.-. ••.••"""
<iOonSI_ mo,' .h~'

,•••••••_. __ ._ •••••" •••Io/l.",¡_. l•• ",~_.-... _.n ..,. ,1._...•.............«

~"-l'''''_-......c.Io;o.o_..._~
lE'.-

lIustraci6n 7. Paso de cidado a 60 OC

lIus'rlIc'én 8. Adquisición en el paso dtl cidado a 60"C
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11. Eslablclca Grocn (Verde) y Yeflow (Amarillo) como canales de
obtención. Para ello, seleccione el botón ">" para transferirlos de la
listo "Availoblc Channels" (Canol!!$ disponibles). Haga clie en "OK"
(Aceptar) (Ilustración 81.
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15. Activ~ la casilla "P~ñarm Opti';'is~ion before i Si"Acquis¡tion" _.
(Ejecutar la optimizaci6n antes de la primera adquisici6n) y, a
continuación, haga die en el botón "Close" (Cerrar) para VONor01
asistente {Ilustración 12J.
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14. Hago dic en el botón "Oplimise Acquiring" (Adquirir optimiwción).
A continuación, se muestra la configuroción de canal paro codo
canal. Acepte las valores predeterminadas haciendo dic en "OK"
(Aceptar) para ambos canales (Ilustración 11).

, '.~'

o. ••
.....----1----'-2A~-

Ilustración 11. Optimi:ración de la ganancia automótica para el canal vcrd •• l1uslrcción 12. Selección de los c••nales verde '1 amarillo

16. Haga dic en "NOl(t" (Siguiente) para guardar el molde en una
ubicación apropiada. Paro ello, soleccione "Save Template"
(Guardar molde).

MARISOL
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Monual de uso del kit ,herosc~n EGFRROO PCR 03n011 27 28 Manual del kitllleraKftlen fGFRROO PCR 03n012



17. Compruebe el resumen y hego c1ieen "Ston Run" (Iniciar la serie)
para guardar el archivo de an6lisis y comenzar lo serie
(lIu$troci6n 13).

Método de anólisis de 6Cr

Los ensayos en tiempa real de Scorpions utilizan el número de cidos de PCR
necesarias para detector una seflol de nua~cencia superior o lo seflol de
fondo cama medido de las moléculas objelivo presentes al comienzo de la
reacci6n. Elpunto en el que se detecto uno señal superior o lo leclura de
fluorescencio de fondo se denomina "ciclo umbral- (C,l.

Los valares de 6.C, de uno muestro se calculan cama la diferencio entre el
valor de C, del ensayo de mutaci6n y el volar de C, del ensoyo de control de
una misma muestro:

6.C, "" Cl de mutaci6n - C, de control

Noto: los muestros se dosificon como positivas poro mutacionc:il si su volar de
6.C1es inferior 01votar de b.C, de corte correspondiente a dicho ensayo. Por
encimo de este valor, se considera que la muestro no alcanzo el porcentoje de
mutación detectable por el "it(por encimo del limite de los ensoyosl o que la
muestro es negaliva poro lo mutaci6n.

Noto: los volares de Cl de la mutaci6n de <lO o superiores se consideron
negativas o por encimo de las limiles del "il.

Si se utilizon cebadores ARMS,es posible que el cebado na resulte eficaz, lo
que dorfo lugor a un valor de C1de fondo muy tordlo para secuencias de AON
que no contengan mutaciones. Todos los volares de 6.CT calculados a partir de
la amplificaci6n del fondo serón superiores o los volares de b.C, de corte y lo
mueslra se clasificor6 como negativa para la mutaci6n.

Análisis de los datos de valoración de los muestras
Una vez compteloda la serie, debe analizar los datas según el siguiente
procedimiento.

Configuración del onólisis del software

1. Utilice la versión del software Rotor-Gene Q 2.0.2 o superior para
Qbrir el archivo adecugdo.

2. Cgmpruebe que IQSmuestras incluyen etiquetas.
3. Cuando esté en lo pógino del conol iniciol de cado detedor/cQnal,

hago die en "Options" (Opciones) y acceda g Crop start cycles
(Borror ciclos de inicio). En la página que muestra "Remove dlJta
befare cycle" (EliminQr los dQto$ onles del ciclo), ¡ntroduzccr;is~y
hggQ dic en "OK" (Aceptar).

Interpretación de los resultados

,~,,
B•••• f""'~""n"'etllc!oo
1.2.1, _
3

,
(l...",n ••••'Y_e;..,;.,
~on~,~,--FI_V •••••••"'r<Í<:d'e<ll

Il_Runft'lr.o.td

~
~~.~,.O.-c.,..,.........•_hl,....~_ ••-._,SImFl..,... s...'...w.1

'-''''''~CJds.....l_ ••••.•...•.-.,¡,''''MuO..... .
s,.••"""'"~I «~oct. I

IIU$1Taci6n 13. Inicio dI! lo 511';"

18. Uno vez iniciada la serie, aparece una nuoyo ventana en lo que
puede introducir nombres de muestro en ese momento o bien hacer
dic en "Finish" (Finali:r.ar) e introducirlos m6s tordo seleccionando el
botón "Sample" (Muestra) durante lo ejecución de la serie o una vez
completada.

19. Una vez finalizada la serie, debo Qnalizar los datos según el
protocolo apropiado:

• Para la valoración de las muestras, consulte el apartada -Análisis de las
datas de valoración de los muestras", en la pagiO(l 30.

• Para el anólis¡s de mutociones, consulte el apartado -Anólisis de los dalas
de mutocióndll EGFR", en la pagina 3<l.
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4. Haga c1ieen "Analysis" (Análisis). En la página de análisis, haga c1ic
en "Cycling A (from 15), Yellow" (Ciclado A (desde 15), amarillo)
para comprobar el canal HEX.

5. Compruebe que la opción "tubo dinámico" eslá resaltada. Haga c1ic
en "Slope correct" (Pendiente correcta) y "Linear scale" (Escala
lineal).

6. Configure el umbral en 0,02 y compruebe los valores de CT de HEX.
7. En la página de análisis, haga clic en "Cycling A (from 15), Green"

(Ciclado A (desde 15), verde) poro ver el canal FAM.
8. El tubo dinámico debe aparecer marcado. Haga c1ic en "Slope

corred' (Pendiente correcta) y "Linear scale" (Escala lineal).
9. Configure el umbral en 0,075 y compruebe los valores de CT de

'AM.

Una vez finalizado lo serie, debe analizar los datos tal y como se indica o
continuación.

• Control negativo: poro garanti¡ar que el molde no est6 contaminado, el
NTC no debe generar un valor de CT en el canal verde (FAM)por debajo
de 40. Consulte el aportado "Notas para lo interpretación de los datos" de
lo pógina 40 para obtener informaci6n importante sobre el an61isis de los
gróficos de control sin molde (NTC). Poro garantizar que la serie est6
configurada correctamente, el NTC debe mostrar uno amplificaci6n de 31
a 37 en el canal amarillo (HEX).

No utilice los resultados de la muestro si existe amplificación positivo en el
canal verde y/o uno amplificación fuera del rango de 31 a 37 en lo señal
amarillo.

• Control positivo: el control positivo (PC) de EGFRdebe generar un valor
de Cl del ensayo de control (canal FAM)comprendido entre 26,26 y
30,95. Una serie con un valor de CT fuera de este rango indica un
problema de configuración en el ensayo, por lo que la serie debe
señalarse como errónea. Si el valor de CT del ensayo de control positivo
está comprendido entre 26,26 y 30,95 (exón 2, FAM), pero en volar de CT

del control interno (HEX)se encuentra fuera del rango de 31 o 37, puede
continuar con el análisis.

--
Siempre que ambos controles de series sean válidos, codo valor de CT de la
muestra debe estar comprendido en el rango de 23 o 30,69 en el canal verde
(FAM).Si lo muestra se encuentra fuera de este rango, se proporciono lo guío
siguiente,

• Valor de CT del ensayo de control de la muestra <23: las muestras
con un valor de CT de control <23 sobrecargarán los ensayos de
mutación y deben diluirse. Para detectar cado mutacián en un nivel bajo,
los muestras sobreconcentradas se deben diluir paro que se encuentren en
el rango mencionado anteriormente, parfiendo de la base de que diluir a
lo mitad aumentaró el valor de Cr en 1.

• Valor de CT del ensayo de control de la muestra comprendido entre
30,69 y 37: interprete con precaución los datos, yo que es posible que no
se hayan detectado los mutaciones de nivel boio.

• Valor de CT del ensayo de control de la muestra comprendido entre
37 y 40: interprete con precaución los datos, ya que únicamente se
detectarán los mutaciones de nivel muy alto,

• Valor de CT del ensayo de control de la muestra >40: lo muestra no
contiene uno cantidad suficiente de ADN para realizar el anólisis.

Nota: si una muestro no genera un valor de CT (es decir, CT >40), puede
deberse a lo presencio de un inhibidor, a un error en la configuración del
ensayo o a que no hay ADN amplificable de EGFR.

• Valor de Cl del control interno de 31 a 37: no hay ADN omplificable
de EGFR.

• Valor de CT del control interno fuera del rango de 31 a 37: podría
indicar un error de configuración del ensayo a la presencio de un
inhibidor. El efecto del inhibidor se puede reducir diluyendo lo muestro,
aunque esta también diluirá el ADN.

Nota: no deben utilizarse los datos de los muestras si alguno de estos dos
controles de análisis do error. MARISOL

610QUIM1CA.
~_ OT.-.TECNO

SINO
N.9483
a_6,A.:.~
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Na utilice las resultados de la muestro si existe amplificaci6n positiva
canal verde y/o una amplificación fuera del ranga de 31 a 37 en o señal
amarilla. MARISOL M
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Análisis de control de la serie:

Consulte el organigrama "Anólisis de control de la serie" en lo Ilustración 15.

• Control negativo: poro garantizar que el molde no está contaminado, el
NTC no debe generar un valor de Cl en el canal verde (FAM)por debajo
de 40, Consulte el aportada "Natos para la interpretación de los datos" de
la página 40 para obtener información importante sobre el análisis de los
gráficos de control sin molde (NTC). Para garantizar que lo serie está
configurada correctamente, el NTC debe mostrar una amplificación de Cl

de 31 a 37 en el canal amarillo (HEX).

Configuración del análisis del software

1. Utilice la versión del software Rotor-Gene Q 2.0.2 o superior para
abrir el archivo adecuado.

2. Compruebe que las muestras incluyen etiquetas.
3. Cuando esté en la página del canal inicial de cada detector/canal,

haga c1ic en "Options" (Opciones) y acceda a Crap starl cycles
(Borrar ciclos de inicio). En la página que muestra "Remove data
befare cycle" (Eliminar los datos antes del ciclo), introduzca J5 y
haga c1ic en "OK" (Aceptar).

4. Haga dic en "Analysis" (Análisis). En la página de anédisis, haga c1ic
en "Cycling A (from 15), Yellow" (Cidado A (desde 15), amarillo)
para ver el canal HEX.

5. Compruebe que la opción "tubo dinámico" está resaltada. Haga c1ic
en "Slope correct" (Pendiente correcta) y "Linear scale" (Escala
lineal).

6. Configure el umbral en 0,02 y compruebe los valores de CT de HEX_
7. En la página de análisis, haga c1ic en "Cycling A (from 15), Green"

(Ciclado A (desde 15), verde) para ver el canal FAM.
8. Compruebe que la opción "tubo dinámico" está resaltada. Haga dic

en "S10pe correcY' (Pendiente correcta) y "Linear scale" (Escala
lineal) .

9. Configure el umbral en 0,075 y compruebe los valores de CT de
'AM.

Análisis de los datos de mutación de EGFR
Una vez completada la serie, debe analizar los datos según-el siguiente
procedimiento.

33
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Toblg 7. Valoros do 6Cl de c;gntrol positivo esperados"

los volares de 6C( de control positivo {PC) de EGFR deberlon coincidir con los
valores indicados en lo Tabla 7.

lIuslración 15. Rujo de trabajo del 006[;5;5 de o;orttrol do lo ",no

Anólisis do la muestra:
Valor do Cl de! FAM de control de lo muostra

Siempre que ambos controles de series seon validos, coda valor de Cr de
control de lo muestro debe estor comprendido en el rango de 23 o 30,69 en el
canal verde. Consulle el orgonigromo -Anólisis de lo mueslro" en lo
lIus-lroción 16.

Valor de 6C1 de control positivo

De -2,88 o 3,01
-- - ~

De-6.71 04,16

De _2,41 00,90
~ --

De-4,61 o 1,48

De _2,89 o 1,03

De-3,37 o 2,31
- -- --
De _2,93 01,28

l858R

l861Q

G719X

57681

Ensayo

T790M
e --
I Deleciones

• Softwo'e R"'or.Ger!e a {1.0.1).

• Control positivo; el conirol posiiivo (Pq de EGFR debe geñeror un volar -
de Cl del onsoyo de conirol comprendido entre 26,26 y 30,95 en el conol
verde. Una serie con vn volar de CI fuero de este rango indico vn
problemo de configuración en el ensoyo, por lo que lo sorie debe
señolors& como erróneo. Si el volar de Cl del ensoyo de conlrol positivo
esIó comprendido enire 2ó,26 y 30,95 (exón 2, FAM), pero on valor de Cl

del conlrol iniemo (HEX)se oncvenlro fuera del rango de 31 o 37, puede
conlinuor con el aoólisis.

Procedo o calcular el valor de 6Cl de todos los pocillos de mvloción 101y como
se indico o coniinVQción. Es importonle vlililor los valores de Cl de mvloción y
de conlral del conlrol posilivo.

6C( = CI de mvloción - Cl de control

, t ~ Nota: no deben vlililors& los datos de los muestros si los conlroles de on6lisis
negativo o positivo don error.

•

•

Valor de Cr del ensayo do c;antrol de lo muestra <23: los muestras
con un volar de el de control <23 sobrecargaron los ensayos de
mutación y deben diluirse. Poro deledor codo mutación en un nivel bojo,
los muestros sobroconcenlrodos se deben diluir poro que se encuentren en
el rongo mencionodo anteriormente, portiendo de lo bose de que dilui
lo mitad oumontoro el valor de Cl en 1. ~==~~;;;l¡~=~-
Valor de el del ensayo de control do la muostl'Cl en 01 rango de
30,69 a 37: interprete con precaución los datos, ya que es ~so.lm"'I",SlNO
se hayon de!edodo los mvlociones de nivel boio.. BIOOUIMlCA' .N.9'83

. OT. TECNO a S,A;
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• Yalor de CT del ensayo de control de la muestra en el rango de 37 a
40; interprete con precaución los datos, ya que únicamente se detectarÓn
las-mutaciones de nivel muy alto.

• Yalor de CT del ensayo de control de la muestra >40: la muestra no
contiene una cantidad suficiente de ADN para realizar el onólisis.

Nota: si el valor de C1 de FAM.de la muestra se encuentro entre 23 y <37, no
es necesario evaluar el control interno.

Nota: si una muestro na genero un valar de eT (es decir, CT >40), puede
deberse a la presencia de un inhibidor, o un errar en lo configuración del
ensaya a a que na hay ADN amplificable de EGFR.

• Yalor de CT del control interno de 31 a 37: el ensayo funciono
correctamente, pero no hay ADN amplificable de EGFR.

• Yalor de CT del control interno fuera del rango de 31 a 37: podria
indicar un error de configuración del ensayo o la presencio de un
inhibidor. El efecto del inhibidor se puede reducir diluyendo la muestra,
aunque esto también diluiró el ADN.

Nota: si la reacción de FAM.del ensayo de mutación no genera un valor de CT

y las reacciones de control interno generan un valor de Cr fuera del rango de
31 a 37, no deben utilizarse los datos obtenidos puesto que puede haber
inhibidares que podrían generar resultados falsos negativos. La dilución de la
muestra puede reducir el efecto de los inhibidores, aunque se debe tener en
cuenta que esto también diluiria el ADN.

lIustroción 16. Orgonigroma del análisis de mutación
t;.•. ",
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Valor de el de FAM dc los ensayos dc mutacionos dc la muestra

Es nacesario compafor los volares de FAMde las siete mezclas paro reacción
de mutación con los volares que se mues/ron en lo Tabla 8.

Tabla 8. Valores de reacci6n do mutaci6n de mucstras aceptables
('AMI'

Ensaya
Rango de el Valor de .6<:, de corte
aceptable

T790M 15,00-40,00 6,38
-

Delaciones 15,00-40,00 9,OÓ

1858R 15,00-40,00 8,58

1861Q 15,00-40,00 9,26
--

G719X 15,00-40,00 9,31
.-

57681 15,00-40,00 9,26
•
Inserciones 15,00-40,00 7,91

• le» valOfes o<:eplob1e5 son los compl'Otldidos ent,,, los valores mostrodos (tom~
oceploblesl.

• Si el volar de Cf de FAM se incluye dentro del rango especificado de
15,00 a -'10,00, la amplificación de FAMes positiva.

• Si el volar de Cl de FAM es/a por encima del rango especificado o si no
existe amplificación, lo amplificación de FAMes negativo.

Calcule el volar de 6C1 poro todas los mues/ros de mutación que presenten
amplificación positivo 101y como se indica a continuación. Es importante utilizar
los volares de C, de mutación y de control de uno mismo muestro.

6Cl = CI de mutoci6n - Cl de control

Comparo el valor de 6C, de lo muestro con el punto de corte del ensayo en
cuesli6n {Tabla 8). Compruebe que se aplique el punto de corte correclo para
coda ensayo.

El punto de corte es el punto o parlir del cual uno seflol positivo podrro ser lo
respuesto o uno señal de fondo del cebador ARMS en ADN normal. Si el volor
do 6C, de la muestro es superior 01 punto do corte, ésta se comidero do
.mutación no detectado. o luero de las Irmites de detecci6n del kilo Si el volar

de la muestro es el mismo que el del punto de corte o inferior, la muestra se
considera positiva poro 10 mutación objetivo del ensoyo.

Nota: paro los muestras que no presentan un volar de C¡.de mutoci6n de
FAltA,es necesario realizar una evaluaci6n del volar de Cl de control interno
(HEX)para determinor si lo mutación no se detecto o si el ensayo no es vólido.
Si el valor de Cl de HEXse encuentra entre 31 y 37, lo muloci6n no se delQC/o.
Si el valor de Cl do HEXse encventro fuera del rango de 31 o 37, lo muestro
no es v6lido.

En resumen, para cada mues/ro, los reacciones de mutación recibirón un
estado de mutación detectado, mutación no detectado o no vólida según los
siguientes criterios.

• Mutación detectada: la omplificoci6n positivo de FAMy el valor de 6C,
son iguales al volar de corte o estón por debajo de él. Si se detectan
varios mutaciones, pueden notificarse todas.

• Mutoci6n no detectado:

La amplificación positiva de FAMy el volar de ll.C, est6n por encimo del
valor de corte.
Lo omplificaci6n de FANIes negativo y la amplificación de HEX(control
internol es positivo .

• Novólida:

Lo amplificación de FAMes negativa y la omplificaci6n de HEX se
encuentro fuera de las especificaciones.

Notas para lo interpretación do las datos

Amplificación linoal

Es preciso que compruebe los gróficos de Rotor-Gene a carrespondientes o
todos los reacciones. Do yez en cuando, se observa un aumento de lo señal de
fluorescencia en el NTC y en las muestros negativos. Si este es el caso y se
obtiene un volar de Cl, el usuario debero distinguir entre un suceso de
amplificación auténtico, que indicarlo la presencio de contominación en el
NTC, y un oumenlo lineal en fluorescencia, posiblemente o causa de~fSoL ASINO
orlefocto de fluorescencia. ~toOUIM1C"_ .N.9483
Análisis dt'l NTC DT. TECNOL B S.A..

En las Ilustraciones 17 y 18, se muestran dos ejemplos del comportomienlo de
los mues/ros do NTC. En la Ilustración 17, el comportamiento es na lineol
(amplificoción auténtica), debido o lo contaminaci6n de lo muestra. Se debe
descartar esta serie y volver o onolizor los niué~t(OS. En lo Ilustración 18, se
observa uno amplificación lineol en un NTC. En estos circunstancias, es preciso
examinar los datos de fluorescencia iniciales. El gr6fico de fluorescencia inicial
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correspondiente se muestra en la Ilustración 19, donde se aprecia un aumento
lineal de la fluorescencia, en lugar de un suceso de amplificación auténtica. Los
datos de esta serie podrán utilizarse siempre y cuando sean correctas las
comprobaciones de los controles positivos e internos. En comparación con la
Ilustración 19, la Ilustración 20 muestra los datos de fluorescencia iniciales en
los que se produjo una amplificación auténtico. En es/as circunstancias, deberó
descartar los datos y volver o analizar los muestras, ya que esto demuestro lo
existencio de contaminoción. r

1': Ampl~¡coó6n lineol en
un pocillo de NTC en lo
fluor8"'lc@ncia ini~,al

-----"---------- ----------

/-F..~--------+

,
:!J" "~" •• ~.,.:~~.,.".
Ilusfración 19. Fluorescencia iniciol de lo Ilustración 18

Amplificación
qve demve,lro
la presencia de
conlamina~,ón
en un jubo de
me=

¡'"

Ilustración 17. Contominación en el NTC de un enS(lYo en una serie ona1izada

..

Contominoci6n en un
pocillo de NTC 8n lo
Huor8"'lc8ncio inióol; el
re,to de lo, pocillo, no
indiron presencio de
cantominoción
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ilustración 18. Ejemplo de aumento lineal en fluorescencia en un pocillo de NTC
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Ilusfración 20. O(ltos de fluorescencia inicioles que indican una amplificoción
auléntica en un pocillo de NTC
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Análisis de las muestras
En las Ilustraciones 21 y 22 se muestran dos ejemplos de amplificación en las
reacciones de muestras. En la Ilustración 21, se observa un ejemplo de amplificación
auténtico en un pocillo de muestra dentro de uno sene analizada. Si una serie indica
este tipo de curva de amplificación sigmoide, la amplificación auténtica y los dalas de
esta serie podrán utilizarse, siempre y cuando sean correctas las camprabaciones de
los controles positivos e internos.

Ilustración 22. Ejemplo de aumento lineal en fluorescencia en dos pocillos de
muestras

Avrnenlo lin",,1
de lo
flvorescenclo
en 2 pocillo,
de rnue,jros

Gráfico>q""
indicon
ornolificoóón

"

/

..
J':"
Ilustración 21. Amplificación auténtica en un pocillo de muestra de una serie
analizada

En lo Ilustración 22, se observa un ejemplo de amplificación lineal en una reacción de
muestra. En estas circunstancias, es preciso examinar los datos de la fluorescencia
iniciales. El gráfico de fluorescencia inicial correspondiente (Ilustración 23) indica que
el incremento lineal observado en la Ilustración 22 corresponde a un incremento
lineal de la fluorescencia inicial y no represento una amplificación auténtica. Siempre
que las comprobaciones de los controles positivos e internos sean corredas, los
resultados de las muestras de estas series se pueden utilizar con precaución. Este tipo
de amplificación lineal se denomina "sin valor de er".

"

Ilustración 23. FlUorescencia inicial de la Ilustración 22

MARISOL
BloaUIMICA
OT.TECN

ASINO
,N.9483

AS S.A.
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Comentarios y sugerencias

Compruebe las condiciones de almacenamiento
y la fecha de caducidad (en la etiqueta del kit)
de los reactivos y utilice un kit nuevo en caso
necesario.

Si fuera posible, cierre los tubos de PCR justo
después de añadir la muestra que va a
analizarse.

e) El kit therascreen EGFR
RGQ PCR ha
caducado.

Señales con los controles negativos en el canal de fluorescencia
Cycling Green de la PCR analítica

a) Se ha generado Repita la PCR con réplicas de reactivos nuevos.
contaminaci6n durante
la preparación de la
PCR.

Guía de resolución de problemas
Esta guía de resolución de problemas es de utilidad para resolver cualquier
problema que pueda surgir. Para obtener más informaci6n, también puede
consultar la página de Preguntas frecuentes (Frequently Asked Questions) de
nuestro Centro de Servicio Técnico [Technical Support Center):
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. los científicos del servicio técnico de
QIAGEN se encargarán de responder cualquier pregunta que tenga sobre la
información y los protocolos de este manual, así como sobre las tecnologías
paro la preparación de muestras y ensayos de bialogla molecular (encontrará
la información de contacto en la contraportada a en www.qiagen.com).

Comentarios y sugerencias

Sin señal para el control positivo (pe¡ de EGFR en el canal de
fluorescencia Cycling Green

o) El canal de Para el análisis de datos, debe seleccionar el
fluorescencia canal de fluorescencia Cycling Green para lo
seleccionado para el PCR de EGFR analítica y el canal de
análisis de datos de fluorescencia Cycling Yellow para la PCR de
PCR no cumple el control interno.
protocolo.

Manual de uso del kit therascreen EGFRRGQpeR 03/2012

En cumplimiento del sistema de gestión de calidad con certificación ISO de
QIAGEN, cada lote del kit therascreen EGFR RGQ PCR se analiza en cuanto a
las especificaciones predeterminadas para garantizar la uniformidad de la
calidad de los productos.

Limitaciones
Los resultados del producto deben interpretarse dentro del contexto de todos Ca:t
los hallazgos clínicos o de laboratorio y no han de utilizarse f' h
independientemente para diagnóstico. \J"
Solo el personal especialmente formado y cualificado en los procedimientos de
diagnóstico in vitro y Rotor-Gene Q puede utilizor el producto. CJl
Los estudios de validación analítica han utilizado AON humano extraído d
muestras tumorales fijadas en formalina e incluidas en parafina.

El producto es para uso exclusivo en eltsrmociclador para PCR en tieml16tfSbL SINO
de Rotor.Gene Q (serie 5plex HRM). 8100U1MICA- N.9483
Para obtener unos resultados óptimos, es preciso que siga detenidamJf\ikIÓJ:CNOL ~;:-a:;lll,~
instrucciones indicadas en el manual del kit theroscreen EGFR RGQ PCR. No se .1 ,~~

. ll.. ~:--.- ---- . "C1~~
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Compruebe periódicamente que el espacio y los
instrumentos de trabajo no están contaminados.

Compruebe periódicamente que el espacio y los
instrumentos de trabajo no están contaminados.

Repita la extracción y la PCR de la muestra que
debe analizarse con reactivos nuevos.

b) Se ha generado
contaminación durante
la extracci6n.

Control de calidad

45

Compruebe las pasos de trabajo por medio del
esquema de pipeteo y repita la PCR en caso
necesano.

Compruebe las condiciones de almacenamiento
y la fecha de caducidad (en la etiqueta del kit)
de los reactivos y utilice un kit nuevo en caso
necesano.

Compare el perfil de temperatura con el
protocolo y, si no es correclo, repita la serie.

d) Las condiciones de
almacenamiento de
uno o varios
componentes no
siguen las instrucciones
indicadas en el
apartado
"Almacenamiento y
manipulación de
reactivos" (página 12).

b) La programación del
perfil de temperatura
del instrumento Rotor-
Gene no es correcto.

cl La configuraci6n de la
PCR no es correcla.

http://www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
http://www.qiagen.com.


Tabla 9. lOO "de coda uno de los siete en$CJY'O'de mutación de EGF.R.• ~~recomiendo lo dilución do readivos distintos a los descritos en este manual. Si
se utilizon, se produciró uno disminución del rendimienl0.

Es imporionte que lo contidad y calidad del ADN de lo muostro se evalúe antes
de realizor.,l análisis de lo muestro con el kit theroscrefln EGFR RGQ PC!!:. lo
mezclo de reacción pora control (Ctrl) adicional se suministro poro determinar
si el valor de Cl es aceptable poro el ensayo. los lecturos de absorbencia no
deben utilizarse, pves10 que no correlacionan los valores de CI en las muestros
de ADN fragmentadas.

Debe prestar especial atención o los fechos de coducidod y condiciones de
almacenamiento impresos en tos cajas y etiquetas de todos los componentes.
No utilice componentes caducados o mal almacenados.

Caraderísticas de rendimiento

Mutación

T790M
• Oelecioncs

LB5BR

1861Q

G719X

r 5768' .•

Inserciones

Porcentaje de mutación de1cdable (%J

7,02

1,6.4

1,26

0,50

5,43

1,37

2,03

Valores de corte
Se analizaron 171 muestras de FFPE utilizando un método que sigue los
requerimienlos de NCCLS EPI7.A (2004). Se utilizaron los dotas de
159 muestras poro establecer los valores de carie del kit. El rongo de CI de lo
reacción de control se estableció de 23,00 o 30,69 de CI. los valores de corte
se establecieron tal y como se indico en lo Tabla B.

límite de detección (LOO)
Poro determinar el LOD del kit ,heroscrccn EGFR RGQ Pe!!:. se desarroll6 un
conjunto de muestras mezclando ADN mutcmle sintlltico con ADN genómico
normal pora simular un rango de porcentajes de mutación paro codo una de
los 29 mutaciones. EILOD do coda ensayo se define como el porcentaje de
mutaci6n 01 que el 95% de los réplicas se detel1llinoron como positivos
mediante el kil therascreen EGFR PCR ROO. los volares delLOD se
proporcionan en la Tabla 9. Poro los ensoyos multiplex. que detectan varios
mutaciones (G719X, los d61eciones y las insercionesl, se proporciono el volar
de lo reacci6n que obtuvo ellOD más elevado.

Precisión
Poro delerminor la precisi6n del kit theroscreen EGFR RGQ PCR, se desarroll6
un conjunlo de muestras mezdando ADN mulanle sintético con ADN gen6mico
normal poro simular un nivel boja de porcentaje de mutaci6n pora cada uno
de los siete ensoyos de mutación. la precisi6n se evaluó mediante el al'lálisis de
las muestras en un único centra, utilizando varios lotes de kit, usuorios y series
durante dislintos dlas, con dos réplicas de coda muestra. lo variaci6n
observada, en términos de desviaci6n est6ndar estimada mediante el análisis
de los componentes de lo varianza, fue menor de 1 bC, y se puede utilizar
coma estimoci6n de lo precisi6n (Tabla 10).

MARISOL
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Tabla la. Rcsultadas de las pruebas dclloboraforio.

Porcentaje de los
Estimación de la de5Viación

Ensayo análisis de estándar (.6CT)mutación positiva

T790M 100% 0,33

Oeleciones 100% 0,40

L858R 100% 0,45
--

L861Q 100% 0,49

G719X 97,9% 0,59

57681 97,9% 0,31

InserciollEls 97,9% 0,38

• Se cmolizoron 93 n'!p1ica. para.-oda mutaOOn.

Reproducibilidod
la reproducibilidad se evaluó mediante el análisis de muestras con niveles de
mutocián elevados en un entorno de ADN genómico normal en tres centros de
an6lisis, utilizando varios lotes de kits, usuarios y series durante dis1intos dIos,
con dos réplicas de cado mueslro. En los siete ensayos de mu!l:lción, entre el
96,1% Yel 100% de los muestras de AON mutantes obtuvieron resultados
positivos poro lo mutaciÓn, los mueslras normales obtuvieron resultados
negativos pora la mv!ación en todos los ensayos de todos los centros.

Sustancias interferentes
Se evaluó el electo en 01 rendimiento del kit de los componentes del kil
QIAGEN" QIAamp DNA FFPETIssue que podrlon contaminor durante el
procosamiemo de las muestras de FFPE.

Se utilizaron formolina, cera de porofino, xileno, etanol, Iompón An,
proteinoso K, Iompón Al, tampón de lavado AWI y tampón de lavado AW2 en
los corn::entrociones más altas (paro -el peor de los cosos-l esperados
(asumiendo que coda poso de lavado o purificación del protocolo del kit de
extracciÓn derivora en uno reducci6n del componente de concentraci6n de
Ilog).

Poro garantizar lo detecciÓn de interferencias potern::ioles, el estudio uliliz610s
mueslros de lOO tres veces, en lugar de un niyel mucho mayor de mutaciÓn,

Se considerÓ que uno diferencio en el valor de .6CT de 2:3 desviaciones
estóndor (tomada del estudio de lo precisión) enlre el .onálisis- y el .control.
(es decir, sin sustancia interferente) indicaba uno posible intenerencio .

Ninguna de las posibles sustoncias interferentes evaluados presentó ningún
cambio en el volar de 6C, de 2:1 desviociones es1ándor en comparaciÓn con
los controles.

Referencias
QlAGEN montiene uno eldenso base de dotas en linea y actualizada de
publicaciones cientlficas en las que se utilizan los productos de QIAGEN. Sus
exhaustivas opciones de búsqueda permilen al usuario encontrar los orflculos
que necesita, ya seo mediante lo búsqueda sencilla con uno polobra dove o
especificando la aplicación, el Órea de investigaci6n, el tltulo, etc,

Efedo de lo concentración de AONintroducido
Poro determinar el e/oclo de cambiar la concentraciÓn de AON introducido en
los resultados producidos por el kit 'herascrcen EGFR RGQ PCR cercanos al
lOO, se desarrolló un conjunto de muestras poro los 29 mutaciones
mezdondo AON mutonte sintético con ADN gen6mico normal poro producir
muestras o niyeles bajos, medios y ollos de ADN introducido.

los niveles altos y bajos de AON introducido se utilizaron poro representar el
rongo del yalor de C, (de 23,50 a 29,50) del ensayo de contral.

Uno valoración del conjunto de datos de ADN introducido (29 mv!aciones, con
corn::entraciones cercanos 01 lOO y tres nivetes de AON introducido diferentes)
revel6 uno toso de mutaci6n positivo del 95,44%.

Estos datos indican que variar el niyel de ADN introducido (dentro del rango de
funcionamiento del enscryo) no aleda 01yalor de ACT ni o lo mv!ación do uno
muestro,
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Poro obtener uno lisio bibliográfico completo, visite lo base de dotas
bibliográfico en Iíneo de QIAGEN en www.giogen.comlRefDB/seorch.a.p o
póngase en contado con los servicios técnicos de QIAGEN o con su
distribuidor local.
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Símbolos

W <N>
Contiene suficienles reactivos para <N> pruebas

Apéndice: detalles de mutación
Se utilizan los identificadores (ID) COSMIC del calólogo de mv!ociones
somóticas del cóncer (Coto/ogue of Somo/ic Muta/ians in Cancer,
www.songer,oc,uk!Qenetics/CGP/cosmicl.

Fecho de caducidad
Tabla 11. Listo de mutaciones e identificadores COSMIC

Informaci6n de contado
Paro recibir asislencio lknica y solicitar mós información, visite nuestro Centro
de servicio técnico en el sitio www.giogen.com/Support.obien póngase en
contado telefónico con uno de los departamenlos del s.elVicio técnico de
QIAGEN o con los distribuidores locales (consul1e lo contraportada o visite
www,giagen,com\.

O,

Mu1ación Exón Cambio de base ID COSMIC

T790M 20 2369C>T ó240
___ o - - -- ~--- - - - - --- -- - --- -lLa5aR 21 2573T>G 6224 ,

---- ~--~- - - --'
L861Q 21 2582T>A 6213
~- --- . -- ~-- ---- ---- -~-

57681 20 2303G>T ó241.- ~~- ---- -- - - --~-~
G719A '8 2156G>C 6239

í G7l95""- - ~~- - ,
18 2155G>A 6252

-~~ --- --~ -~~-
G719C 18 2155G>T 6253
--_.- ~ ---- -- -2307 _2308ins9 12376

Inserciones 20 2319_ 2320insCAC 12377

23JO_2311insGGT 12378,~-~~ - - ~ ~---~--
2235_ 2249de1l5 ó223

2235_2252>AAT (complejo) 13551

2236 _2253de1l8 12728

2237_225IdeI15 12678

2237 _2254deI18 12367

2237_2255> T (complejo) 12384
Oelcciones 19

2236_2250deI15 6225

2238_2255de118 622
2238_2248>GC (complejo) 1242:MARI O MASIN

BIOOU "' M.N.1l48
2238_2252>GCA (complejo) 124190T_ T e LAB S.A

2239_2247deI9 6218

2239_2253del15 6254

N,O de referencia

Cansullar los instrucciones de uso

Fabricante

Componentes

Número

Número de lote

Número de material

Limitación de temperaturo

Disposilivo m!dico paro diagnóstico in vitro

Conlenido

.r••OD

Monuol de uso del kit fn..roSCf""" EGfRROOPCR 03nOl1 51 52 Manual dol kit ,ho'l;tSc~ EGfRROOPCR OOnOl1

http://www.songer,oc,uk!Qenetics/CGP/cosmicl.
http://www.giogen.com/Support.obien


-9001650

870111

N.Vde
referencia

9002033

, I
1 9002032

I
I
I
I

Contenido

Paro 24 reacciones; 1 Qnsoyo de
control, 7 ensayos de mvlaciones,
control positivo, enzimo Toq AON
polimerosa

Termocidodar pora PCR en tiempo
real y onolizodor de fusión de alto
resolución (HRM) con 5 canales
(verde, amarillo, naranja, rojo,
cormes~mós un canal HRM, equipo
portóti!. software, accesorios, 1 afio de
garanlfa en piezas y mano de obro,
instalación y formación

Termociclodor poro PCR en tiempo
real y analizador de fusión de olla
resolución (HRM) can 5 canales
(verde, amarillo, naranjo, rojo,
cormes~ m6s un conol HRM, equipo
portótil, softwore, accesorios, 1 año de
garantla en piezas y mano de obra,
instalación y formación no incluidos

Producto

Rotor-Gene Q y accosorios

Rotor-Gene Q MOx Termocicladar poro PCR en liempo
5plex HRf.ASystem real y onolizador de fusión de alta

resolución (HRM)con 5 conoles
(verde, amarillo, naranjo, rojo,
cormes~ mós un canal HRM, equipo
port6lil, softwore, occesorios, 1 año de
garantía en piezas y mono de obro,
insloloción y formación no incluidos

Rolor.Gene Q 5plex
HRMSystem

Rolar-Gene Q MOx
5plex HRM Platform

Iherascreen EGFR RGQ
PCR Kit (24)

Información poro pedidos
Cambio de base ID COSMIC

2239_ 2256d13118 6255

2239 2248TTAAGAGAAG>C
12382(comPiejo)

2239 _2258>CA (complejo) 12387

2240_2251de112 6210

2240_2257deI18 12370

2240_2254de115 12369

2239_2251 >C (complejo) 12383

19Oelecianes

Tabla 11. Usía de mutaciones e identificadores COSMIC (continuaci6n)

Mutaci6n Ex6n

--------~
Manual de uso del kit I","m~n EGFRROOPCR 0011012 53 54 Manual del kit ¡nNtn<:mfln EGFRRGOPCR



..

9018901

t 9811031

I I
r 981106 j
L.. _

ContenidoProducto

looding Block
72 x 0.1 mi Tuoos

Strip Tubes and Ceps,
0.1 mi (250)

Strip Tubes ond Ceps,
0.1 mi (2500)

rN.'dO'¡{referencia
C'-o-to-,-_GoC-M-CQ'--'5p-'"o-,---:T-o-,~-";-d"o"d-o-,-pa-,-o-PC='C-o-n"ti".-m-pa---l 9001580 ~
HRM Plotform feol y analizador de fusión de olla I

resolución (HRM) con 5 conales
(verde. amarillo, naranjo. roja,
cormesQ m6s un conol HRM, equipo
pon6til, softwore, accesorios, 1 arto de
90ron110 en piezos y meno de obro,
ins1oloci6n y formación

Bloqve de aluminio paro fa
configuración de reacción manual con
pipeta de un solo canal en tubos de
72xO,lml

250 tiros de 4 tubos y lopones poro
1.000 reocciones

10 J( 250 tiros de 4 tubos y lapones
pora 10.000 reacciones

Paro obtener información actualizado sobre licencias y exenciones de
responsabilidad espedficas del producto, comulle el manual del usuario (1 el
manual del kit de QIAGEN correspondienle. los manuales y los gulas del
usuario de los kits de QIAGEN estan disponibles en www,giogen.comopueden
solicitof'lio o los servicios técnicos de QIAGEN o o su distribuidor locol.

..
. .
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Esto p6gino se ha dejado en blanco intencionadamente. Esta p6gina se ha dejado en blanco intencionadamente.
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CERTIFICADDDEAUTORIZACIÓN DEVENTA DE

PRODUCTOSPARADIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Expediente nO1-47-8719/14-6

Se autoriza a la firma TECNOLABS.A. a importar y comercializar el Producto para

diagnóstico de uso in vitro denominado therascreen EGFR RGQ PCR / para la

detección de 29 mutaciones somáticas en el gen EGFR (receptor del factor de

crecimiento epidérmico), mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

en el instrumento Rotor-Gene Q, a partir de muestras de ADN de teJido de

cáncer de pulmón no microcítico (NSCLC) fijado en formalina e inclJido en

parafina (FFPE). Envase conteniendo: Control de Reacción (Ctri.: 2 X 600 ~I),

Mezcla de reacción para T790M (T790M: 600 ~I),Mezcla de reacción para

deleciones (Del: 600 ~I),Mezcla de reacción para L858R (L858R: 600~1), Mezcla

de reacción para L861Q (L861Q: 600 ~I),Mezcla de reacción para ¡G719X

(G719X: 600 ~i), Mezcla de reacción para 57681 (57681: 600 ~I),Mezcla de

reacción para inserciones (Ins: 600 ~I),Control positivo de EGFR (PC: 300~1),

Taq ADN poiimerasa (Taq: 138 ~I),Agua exenta de nucleasas (H,O: 2 X 1,9ml),

para 24 determinaciones. Vida útil: SEIS (6) MESES desde la fecha de

elaboración, conservado entre -15°C y -250C. Se le asigna la categoría: venta a

Laboratorios de análisis clínicos por hallarse en las condiciones establecidas en la

Ley NO16.463 Y Resoiución Ministerial N° 145/98. Lugar de elaboración: Qiagen

Manschester Ltd, Skelton House, L10yd Street North Manchester, M15 6SH
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