
I Ministerio de Salud
: Secretaría de Políticas, Regulación

e Institutos
A.N. M. A.T

BUENOS AIRES 3 O JUN 2016,

VISTO el expediente NO 1-47-3110-1177/16-1 del Regis ,ro de la

Administración Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnología Medicl y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma TECNOLAB S.A. solicita

autorización para la venta a laboratorios de análisis clínicos del Producto para

diagnóstico de uso "in vitro" denominado 1) therascreen EGFR RGCQPCR kit

- . I
versión 2 (V2) / ENSAYO DISENADO PARA LA DETECCION DE 29 MUTACIONES

SOMÁTICAS EN EL GEN EGFR (receptor del factor de crecimiento' epidérmico),

. I
MEDIANTE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) EN EL

INSTRUMENTO Rotor-Gene Q JUNTO AL SOFTWARE therascreen EGRF CE Assay

Package, A PARTIR DE MUESTRAS DE ADN OBTENIDAS DE TEJIDO DE CANCER

DE PULMÓN NO MICRICÍTICO (NSCLC) FIJADO EN FORMALINA E INCfUID_O EN

PARAFINA (FFPE); 2) therascreen EGFR Plasma RGQ PCR/ ENSAYO DISENADO

PARA LA DETECCIÓN DE DELECIONES DEL EXÓN 19 Y SUSTITUCIONE~ EN LOS
I .

EXONES 20 Y 21 EN EL GEN EGFR, COMO AYUDA EN LA IDENTIFICACION DE

PACIENTES CON CANCER DE PULMÓN NO MICRICÍTICO (NSCLC), CUhNDO NO

ES POSIBLE REALIZAR LA EVALUACIÓN CON UNA MUESTRA DEI TEJIDO,

MEDIANTE LA REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PC ,) EN EL

~. INSTRUMENTO Rotor-Gene Q .¿;~
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DISPOSICION N° 1 O6)5~

Que a fojas 356 consta el informe técnico producido por el SI rvicio de

Productos para Diagnóstico que establece que los productos reúnen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorización.
I

Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención

de su ~ompetencia.

Que se ha dado cumplimiento alas términos que establece la Ley N°

I
16.463, Resolución Ministerial NO145/98 y Disposición ANMAT N° 267f/99.

: Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferid~s por los

Decretos N° 1490/92 el por el Decreto N° 101 de fecha 16 de diciembrel de 2015.,

Por ello;

ELADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS,ALIMENTOSY TECNOLOGÍA MÉDICA

DI S P O N E:

ARTÍCULO 10.- Autorizase la venta a laboratorios de análisis del

productos de diagnostico para uso in Vitro denominado1) therascreen GFRRGQ

PCR kit versión 2 (V2) / ENSAYO DISEÑADO PARA LA DETECCIÓN DE 29
!. I
MUTACIONES SOMATICAS EN EL GEN EGFR (receptor del factor de crecimiento

epidérmico), MEDIANTE LA REACCIÓNEN CADENA DE LA POLIMERASA(PCR) EN

EL INSTRUMENTO Rotor-Gene Q JUNTO AL SOFTWARE therascreen EGRF CE

Assay Package, A PARTIR DE MUESTRAS DE ADN OBTENIDAS DE T JIDO DE

CANCER DE PULMÓN NO MICRICÍTICO (NSCLC) FIJADO EN FOR ALINA E

2
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INCLUIDO EN PARAFINA (FFPE); 2) therascreen EGFRPlasma RGQ PCRVENSAYO

'DISEÑADO PARA LA DETECCIÓN DE DELECIONES DEL EXÓ~ 19 Y

SUSTITUCIONES EN LOS EXONES20 Y 21 EN EL GEN EGFR,COMOAyJDA EN LA

IDENTIFICACIÓN DE PACIENTES CON CANCER DE PULMÓN NO MIdRICÍTICO
, I

(NSCLC), CUANDO NO ES POSIBLE REALIZAR LA EVALUACION ceON UNA

MUESTRADE TEJIDO, MEDIANTE LA REACCIÓN EN CADENA DE LA PO~IMERASA

(PCR) EN EL INSTRUMENTO Rotor-Gene Q en envases que se detallan en el

Anexo, con una vida útil del) SEIS (6) meses desde la fecha de elaboración

conservado entre -15 y -30 oC; 2) DOCE (12) meses desde la ¡feCha de

elaboración conservado entre -15 y -30 oC; el que será elaborado por 1) y 2)

QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, (ALEMANIA) parJ QIAGEN

Manchester Ltd, Skelton House, L10yd Street North, Manchester, ~15 6SH

(REINO UNIDO) e importado terminado por la firma TECNOLAB S.A. ~ que la

composición se detalla a fojas 118 a 311.
i

ARTICULO 20.- Acéptense los proyectos de rótulos y Manual de Instru'cciones a

fojas 97 a 177 y 310 a 354 desglosándose las fojas 151 a 177 y 3ko a 354

debiendo constar en los mismos que la fecha de vencimiento es la decl' rada por

el elaborador impreso en los rótulos de cada partida.

ARTÍCULO 3°.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 40.- LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

~ ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MEDICA se reserva el derecho

¿;
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métodos de control, estabilidad y elaboración cuando las circunstanaias 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 Na1cional de

Productos Médicos notifíquese al interesado y hágasele entrega dJ la copia

autenticada de la presente Disposición junto con la copia de los pro~ectos de
I .

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

archívese.-

EXPEDIENTENO1-47-3110-1177/16-1

DISPOSICIÓN NO:

¿". Fd

-J Dr. I'tOI!lERTa LEte!
Subadmlnlstrador Nacional

A.N.M.A.T.

4



"2016 - Año del Bicentenario de la Declaración de la Independencia Nacional"

Ministerio de Salud
, Secretaría de Políticas, Regulación

e Institutos
A.N, M, A.T

ANEXO

. Expediente N° 1-47-3110-1177/16-1

PRODUCTO/USO: 1) therascreen EGFR RGQ PCR kit versión 2 (V2) } ENSAYO

DISEÑADO PARA LA DETECCIÓN DE 29 MUTACIONES SOMÁTICAS E~I EL GEN
I '

EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), MEDIANTE LA REACCIÓN

EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) EN EL INSTRUMENTO RotJ-Gene Q

I
JUNTO AL SOfTWARE therascreen EGRF CE Assay Package, A PAIR~IR DE

MUESTRAS DE ADN OBTENIDAS DE TEJIDO DE CANCER DE PUllMaN NO
I , I
MICRICITICO (NSCLC) FIJADO EN FORMALINA E INCLUIDO EN I?ARAFINA

(FFPE); 2) therascreen EGFR Plasma RGQ PCR/ ENSAYO DISEÑADO PARA LA

DETECCIÓN DE DELECIONES DEL EXÓN 19 Y SUSTITUCIONES EN LOS EXONES
, I

:20!Y 21 EN EL GEN EGF,R,COMO AYU~A EN LA IDENTIFICACIÓN DE P¡CIENTES

CON CANCER DE PULMON, NO MICRICITICO (NSCLC), CUANDO NO ES¡POSIBLE

REALIZAR LA EVALUACION CON UNA MUESTRA DE TEJIDO, MED~ANTE LA

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) EN EL INSTRUMEN O Rotor-
I

Gene Q.

PRESENTACIÓN: 1) y 2) ENVASES POR 24 DETERMINACIONES, CONT i NIENDO
1) therascreen EGFRRGQ PCRkit 2) therascreen EGFRPlasma RGQ paR
versión 2 '. I

Control 2 viales x 600 ~I 2 viales x 600 ~I IReaction Mix
, T790M 600 ~I 600 ~I Ii Reaction Mix

.

/{

I 5



"2016 - Año del Bicentenario de la Declaración de la Independencia Nacional"
-¡

Ministerio de Salud
Secretaria de Políticas, Regulación

I e Institutos
I A.N. M. A.T

Deletions 600 ~I 600 ~IRe'action mix
L8p8R 600 ~I 600 ~IReaction Mix
L861Q 600 ~I -- IReaction Mix
G719X 600 ~I --Reaction Mix
57681 Reaction 600 ~I --

1Mi~
Insertions 600 ~I --Reaction Mix
EG'FRPositive 300 ~I 300 ~I lControl
Taq DNA 2 viales x 80 ~I 2 viales x 80 ~IPolvmerase
Ag~a exenta
de Inucleasas 1,9 mi 1,9 mi
pa~ael control
sinimolde
Agua exenta
de nucleasas 1,9 mi 1,9 mi I
oara la dilución

I

DISPOSICION NO: 6,I
~I 1O 5fd <-

Dr. ROBERTQ Uiíiij
5ubadmlnlstrador Naolonal

A...N.M:.A.T.
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Junio de 2015 QIAGEN: tecnologías para la preparación de muestras
y ensayos de biología molecular

Manual de uso del kit
therascreen@ EGFR RGQ PCR

W24

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

QIAGEN define los estándares en los siguientes campos:

• Purificación de ADN, ARN Y proteínas

• Ensayos de ácidos nucleicos y proteínas

• Investigación con microARN y ARNi

• Automatización de tecnologías de preparación de muestras y ensayos
de biología molecular

Nuestra misión es ayudarle a superar sus retos ya alcanzar un éxito
excepcionaL Para obtener más información, visite www qia~en como

Versión 2

111 Q1AGEN Manchester Ltd, Skelton House, L10ydSlreet North,
Manchester, M15 óSH, Reino Unido

Para uso con equipos Rotor-Gene@ Q MDx

'~:
<.::.:;)

MASINO
• M.N. 9483
LAB S.A-

MARISO
BIOQUIMI
DT-TEC

Cif()CCC•••••------~......---QIAGEN@

Sample & Assay Technologies

R21 MAT II090641ES

Para uso de diagnóstico in vitro

[ill] 874111
CE
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Mutación IDCOSMIC' Cambia de ba,e

G719A 6239 2156G>C

G7195 6252 2155G>A

G719C 6253 2155G>T

Deleciones 12384 2237_2255> T

12387 2239_2258>CA

12419 2238_2252>GCA

12422 2238_2248>GC

13551 2235_2252>MT

12678 2237_2251 del15

6218 2239 _2247deI9

12728 2236_2253deI18

12367 2237 _2254de118

6210 2240_2251 del12

6220 2238_2255de118

6223 2235_2249deI15

6225 2236_2250de115

OSMIC: catálogo de mutaciones somólicQs en cosos do cónccr:

6

Exón

19

18

Los métodos que se utilizan en este kit son altamente selectivos y, en función del
volumen lotal de AON presente, permiten detector un bajo porcentaje de AON
mutante en ADN genómico nativo. Los límites de selectividad y delección son
superiores o los de otros tecnologías como la de secuencioción mediante
lenninadores fluorescentes.

Tabla 1. ti,la de muladane, e iden~f;cadores COSMIC

1:1 T790M
• L858R
• L861Q

5Manual de uso del kit theroscreen EGFR ROO PCR 06/2015

Uso previsto
El kit therascreen EGFR RGQ PCR es uno pruebo de diagnóstico in vi/ro diseña-
do para lo detección de 29 mutaciones somóticas en el gen EGFR. Proporciono
uno valoración cualitativa del estado de mutación en muestras tumorales
obtenidos de pacientes con cóncer de pulmón no microdtico (NSCLC).

Los resultados tienen como objetivo ayudor 01 personal médico o identificar
pacientes con NSCLC que puedan beneficiarse de un trotomiento con
inhibidores de lo tirosina quinaso del EGfR.

El kit therascreen EGfR RGQ PCR analiza muestras de AON extraídos de tejido
tumoral fijoda en formalino e impregnado en parafina IFFPE)de pacientes con
NSClC y se ejecuta en el equipo Rotor-Gene Q MDx. Estó concebido poro el
uso por porte de personal cualificado en entornos profesionales de laboratorio.

El kit therascreen EGFR RGQ PCR está diseñado poro el uso de diagnóstico
in vitro.

Resumen y explicación
En los cónceres humanos 11, 21, el oncogén EGFR presenta mutaciones. la
existencia de estas mutaciones se relaciona con la respuesta a determinados
terapias de inhibidores de la tirosino quinaso (TKlIen pacientes con cóncer de
pulmón no microcítico jNSCLq P-8). Este tipo de mutaciones en el oncogén
EGFR estón presentes en lo población general de pacientes con NSCLC con
uno frecuencia aproximado del 10% en pacientes de EE.UU., Europa o
Australia y hasta del 30% en pacientes de Japón y Taiwán (1,2,9).
El kit therascreen EGFR RGQ PCR es un kit listo paro utilizar que se ha
diseñado poro la detección de 29 mutaciones del gen EGFR relacionada con
el cóncer mediante la reacción en cadena de lo polimeraso (PCRI en un equipo
Rotor-Gene Q MDx.

Gracias o los tecnologías Scorpionse (lO) YARMS {amplificación refractario
de sistemas de mutacionesi (11¡,el kit Iherascreen EGFRRGQ PCRpermíte
detector 29 mutaciones en los exones 18, 19, 20 Y 21 del oncogen EGFR en
AON genómico nativo ¡tablo l). En resumen,

• 19 deleciones del exón 19 ¡detecto lo presencio de cualquiera de los
19 deleciones, pero no distingue entre ellos}

• 3 inserciones en el exón 20 ¡detecto lo presencio de cualquiera de los
3 inserciones pero no distingue entre los mismos.}

• G719X (detecla la presencio de G7195, G719A o G719C, pero no
------ distingue entre ellas] MARISoL MASINO

• 57681 BIOQUIMIC • M.N. 9463
DT. TEeN LAB S.A.
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Tabla 1. Continuación

Exón Mutación IDCOSMIC' Cambio de base

19 Deleciones 6254 2239 _2253deI15

[-6255
- - ----"- "-- ---- ---- -- -

2239 _2256de118 .

- ---- -- -------- ---- - -- - - --

12369 2240 -2254del15
[1~370- - --- 2240_2i5id~¡18_.

____ o -- .- -.

12382 2239 _2248TI AAGAGAAG>Cri"23S3
- -,-- __ o ------

2239 -2251>C

20 57681 6241 2303G>T
, --_._-- ~------~.--~ - - . - - --

I Inserciones 12376 2307 -2308in,GCCAGCGTG
• -- - - - - -- --------- ----- /

12378 2310 _2311 in,GGT

E~------_ .. - -- - - __ o •• _____ ._--
2319_2320in,CAC

-

T790M 6240 2369C>T

21 I l858R 6224 2573T>G ,
L -_.- ._-~---- ----~-- -- --- --- ------ -----

l8610 6213 2582T>A

COSMrc: cot61ogo de mutociones somáticos en cosos de cóncer;
hltp./lcoocer sgoger OCuk/

Principio del procedimiento
El kit theroscreen EGFR RGQ PCR incluye 8 mezclas de reacción distintas de
amplificación mediante PCR: 7 reacciones específicos poro mutaciones en los
exones 18, 19, 20 Y21 del oncogén EGFR, y un control nativo poro el exón 2.
A continuación se explico n los componentes del principio del kit.

ARMS
lo tecnología ARMS permite llevar o cabo una amplificación específico de los
alelas o los mutaciones. lo enzima Taq AON polimerosa ITaqJ resulto eficaz
poro diferenciar entre uno coincidencia y un error de coincidencia en el
extremo 31 de un primer o primer de PCR. Algunos secuencias mutados se
amplifican de formo selectivo, incluso en muestras cuyo mayoría de secuencias
no presentan lo mutación, por eiemplo. Cuando lo coincid.encia con el primer
es completo, lo amplificación se produce con total-efic:acia .. Cuando no hay

Manual de uso del kil therascreen EGfR ROO PCR 06/2015

coincidencia con lo base 31
, únicamente tiene lugar uno amplificación de

fondo de nivel bojo_

Scorpions
lo detección de lo amplificación se realizo mediante lo tecnología Scorpions.
Scorpions es uno técnico de moléculas bifuncionoles que contienen un primer
de PCR unido covalentemente o uno sondo. El fluoróforo de lo sondo interactúo
con un quencher o silenciador, también incorporado en lo sonda, lo que reduce
lo fluorescencia. Durante lo PCR, cuando la sondo se une 01 amplicón, el
fluoróforo y el silenciador se separan y se produce un aumento detectable
de lo fluorescencia.

Formato del kit
El kit therascreen EGFR RGQ PCR se suministro con ocho ensayos:

• 1 ensoyo de control ICTRl)

• 7 ensayos de mutación

Todas las mezclas de reacción contienen reactivos poro la detección de dianas
morcados con corboxiHuoreceíno (FAM1, ademós de un control interno mor-
cado con hexacloroHuoresceína (HEX'l El ensayo de control interno permite
detector lo existencia de inhibidores que puedo n conducir o resultados de
falsos negativos. lo amplificación de FAM puede dejar fuero de competencia
o 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 uno reacción de PCR errónea.

Ensayos

El kit theroscreen EGFR RGQ PCR incluye un procedimiento de dos pasos.
En el primer poso, el ensayo de control se realizo poro evaluar el ADN total
amplificable de EGFR de uno muestro. En el segundo paso, tonto lo mutación
como los ensayos de control se realizan poro determinar la presencia o
ausencia de AON mutante.

Ensayo de control

El ensayo de control, morcado con FAM, sirve poro valorar el ADN total
amplificoble de EGFR de lo muestro. El ensayo de control amplifico uno región
del exón 2 del gen EGFR. los primers y la sonda Scorpions están diseñados
paro evitar cualquier polimorfismo conocido del gen EGFR.

Manual de uso del kit iherascreen EGFR ROO PCR 06/2015

MARlS L MASINO
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Controles

Nota: todos las series experimental es deben utilizar controles positivos
y negativos.

10

Valoración de las muestras

Se recomienda encarecidamente utilizar la mezcla de reacción para control
(tubo para CTRlj suministrada con el kit therascreen EGFR RGQ PCR a fin de
valorar el ADN total a"mplificable de EGFR de la muestra. El ensayo de control
amplifica una región del exón 2 del gen EGFRoSe recomienda preparar los
muestras únicamente con el ensayo de control usando el control positivo (PC¡
de EGFR como control positivo yagua para el "molde" como control sin molde.

Nota: la valoración del ADN debería basarse en la PCR y puede diferir de la
cuantificación basoda en las lecturas de absorbancia. Se suministra mezcla de
reacción para control (tubo para CTRL¡adicional para valorar la calidad y la
cantidad de los muestras de ADN antes del análisis con el kit theroscreen EGFR
RGQ PCR.

Plataforma y programa

El kit fherascreen EGFR RGQ PCR se ha diseñado específicamente para su. uso
con equipos Rotor-Gene Q MOx. El equipo Rolor-Gene Q MDx puede progra-
marse para distintos parámetros de ciclo, o "series analíticas", con el software
fherascreen EGFR CE Assoy Package.

El software therascreen EGFR CE Assay Package consla de dos moldes:
"therascreen EGFR CE Control Run locked Template" (para la valoración de
las muestras! y "therascreen EGFR CE locked Template" (paro lo detección
de mutaciones de EGFRJ. Dichos moldes contienen los parámetros de análisis
de 10 PCR y se encargan de calcular los resultados.

También se puede utilizar el kit theroscreen EGFR RGQ PCR con el software
Rotor-Gene Q versión 2.3 en modo abierto les decir, sin utilizar el software
Rotor-Gene Q rherascreen EGFR CE Assay Packagel_ Para obtener información
detallada, consulte el "Apéndice A: protocolo manual del kit therascreen EGFR
RGQ PCR" en lo página 64.

9

Control positivo

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

Control negativo

Cada serie debe contener un control negativo ("no template control", control
sin molde o NTCj en los tubos del 9 01 16. El kit theroscreen EGFR RGQ PCR
contiene agua poro el control sin molde (NTC), que se utilizo como "molde"
en el control sin molde. El control sin molde se utilizo para evaluar los posibles
contaminaciones durante la configuración de la serie y paro evaluar el
rendimiento de lo reacción de control interna.

Manual de uso del kit therascreen EGFRRGQ PCR 06/2015

Evaluación de la reacción de control interna

Codo mezclo de reacción contiene un control interno (IC), además de la reac-
ción diana. Un error indica que pueden existir inhibidores que podrían derivar
en un resultado inexacto o bien que se ha producido un error de configuración
del usuario para ese tubo. EIIC utiliza una secuencia diana para aligonucleó-
tidos anti-EGFR, un primer sin marcar y un primer Scorpions marcado con HEX
para diferenciarlo de los marcadores Scorpions marcados con FAM en las
mezclas de reacción de control y mutación. la amplificación de FAM puede
dejor fuera de competencia a lo amplificación del IC, por lo que el valor de Cr
(HEX)dellC generado podría estar fuera del rango especificado. los resultados
de FAM siguen siendo válidos para estas muestras.

Ensayos de mutadón
Cada ensayo de mutación contiene uno sonda Scorpions marcado con FAM
y un primer ARMS para discriminar entre el ADN nativo y el ADN mutante
específico.

-------~------------------ ------------------------_. -----------~
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trese de que se hoyon revisodoycolibrodo los equipos según los re<:omendociones
briconte .

os
t poro el aislamiento de ADN ¡consulte HExtracción y preparación del
DN", en lo páglno 17}

es y equipo de laboratorio generol

petas exclusivas* ¡ajustablesl poro lo preparación de muestras

petos exclusivos* (ajustablesj poro lo preparación de lo master mix
ra PCR

petos exclusivos* ¡ajustablesl poro lo dispensación de AON molde

nlas de pipeta exentas de DNAsa, RNAso y ADN con filtros ¡poro evitar
contaminación cruzada, se recomiendan punlos de pipeta con barreras
ro aerosolesl

rip Tubes and Cops, 0.1 mi (tubos y tapones de tiras de 0,1 mil para
so con un rotor de 72 pÓcillos ¡referencia 981103 o 9811061

bos de microcentrífuga exenlos de ONAsa, RNAso y AON poro la
eparoción de los master mix

od;ng Block 72 x 0.1 mi Tubes Ilubas de 72 x 0,1 mi de bloque de
rgaL bloque de aluminio para lo configuración de reacción manual
n pipeta de un solo canal ¡referencia 901 8901 J

itador calentodor*, incubador orbital térmico., bloque térmico.
baño de aguo. que permito la incubación a 90 oC

nlr¡fuga de meso. con rotor poro tubos de reacción de 2 mI

itodor vórtex.

Materiales requeridos pero no suministrados
Siempre que trabaje con praductos químicos, utilice uno bata de laboratorio
d do, guantes desechables y gafos protectoras. Para obtener más infor-

, consulte las hojas de dolos correspondientes sobre seguridad (SOS),
ede solicitar al proveedor del producto,

Materiales suministradas
Contenido del kit

o ecuo
Iherascreen EGFRRGQPCRK~ 1241 moción
Referencia 874111 que pu

Número de reacciones 24

Color Identidad Tuba ID Volumen Reactiv

Conlrol Reoction Mix 11 Ki
Rojo (mezcla de reocción paro controll

1 CTRl 2x600~1 AF-- --.-- -~ -- -----~. ~.~
P_ T790M Reaclion Mix 2 T790M 600 ~I Fungibl
u~p_u=-_(mezdo d:~_~~cciónporo T790Mj

- - - , • Pi

Naranjo
Deletions Reoction Mix

3 Del 600 ~I • P;
(mezcla de reocción pora delecionesl

~-~
----_.- , po

R l858R Reaction Mix I

oso __ (me~da de reocción pora l~58RL
4 l858R 600 ~I , • Pi,

- -- , • Pu
Verde

l861 Q Reaclion Mix
5 l8610 600 ~I lo

Im~zclo de reacción paro l861 Q)

~~r;1I0

------- , po
G719X Reoction Mix

6 G719X 600 ~I
I 11 SI

¡mezclo de reocción poro G719X) i
------- -- --- -------- ..~ u

Gris
57681 Reoction Mix

7 S7681 600 ~I 11 Tu
¡mezclo de reocción poro 57681) pr~

Azul
Insertions Reoction Mix

8 Ins 600 ~I
I 11 lo

L.... __ . ¡mezclo de reacción para inserciones) i co.- - -- --- ---- ---- - - - - •
EGFR Positive Control co

Beis
Iconlrol positivo de EGFRJ

9 PC 300 ~I
11 AgF------~'-~------- 1M Toq DNA Polymerose T o

enta oq 2 x 80 ~I
I CeIToq ADN pol;meroso) a

- - - - - -.. .. -
,

Blanco
Agua exenla de nucleasas para el

NTC 1,9ml El Ag
conlrol sin molde

fBlan:-
"- ... - ---------_ ... --- -,

Agua exenta de nudeosos poro lo
Di!. 1,9ml I

: dilución
L ___ - - ------- --- - - - - -- ----- ---

Iherascreen EGFR RGQ PCR Kit Hondbaok
1 M}\IISOL MASIN

¡manual de uso en inglésl 810 UIMIC .M.N.94

, U' -TECN J:JLA~9. ... dello
. '•.'
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Asegúrese de que se hayan revisado y calibrado los equipos según las recomendaciones del
fabricante.

t Enotros países, si corresponde, se puede utilizar el equipo Rator-Ge:neQ_5plel<HRMcon una fecha
de producción de mayo de 2011 o posterior. La fecha de producción 5e pueefe'obtener del número

_________ de serie s~~o<!oen)~p'arte p'osteriordel e~~. EL~_~ro de serieeresenta el formob "mmaannr(,_
donde ~mm"indico el mes de producción en dígitos, ~aa~ indico 105 dos últimosdígitos del año deMA~ISOL MASI N O
producción y "nnn" indica el identificador exclusivodel equipo. BIOQUIMIC • M.N. 9483

OT. TECN LAB SA

Para uso de diagnóstico ;n vitre

@
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11 Extreme la precaución para evitar la contaminación de las reacciones
de PCR con material de control sintético. Es recomendable usar pipetas
específicas independientes para preparar las mezclas de reacción y añadir
ADN molde. La preparación y dispensación de las mezclas de reacción
deben realizarse en una zona separada de la zona donde se añade el
molde. los tubos de Rotor-Gene Q no se deben abrir' después de haber
finalizado lo serie PCR. Con ello, se evito la contaminación del laboratorio
con productos posteriores a la PCR.

11 Todos los materiales químicos y biológicos son potencialmente peligrosos.
Los muestras son material potencialmente infeccioso y deben tratarse como
material biopeligroso.

11 Los reactivos del kit therascreen EGFR RGQ PCR presentan una dilución
óptima. No debe realizarse una mayor dilución de los reactivos puesto
que podrían perder eficacia. No utilice volúmenes de reacción (mezcla
de reacción más muestra) inferiores o 25 !JI puesto que su uso aumenta
el riesgo de falsos negativos.

• Todos los reactivos suministrados en el kit therascreen EGFR RGQ PCR'
se suministran para su uso exclusivo con otros reactivos del mismo kit:
therascreen EGFR RGQ PCR. No sustituya los reactivos del kit therascreen
EGFR RGQ PCR ni los mezcle con los de otros kit therascreen EGFR RGQ
PCR, ya que el rendimiento podría verse afectado.

• Utilice únicamente la Taq AON polimerasa ¡tubo para CTRLTaqJ suminis-
trado con el kit therascreen EGFR RGQ PCR. No la sustituyo por Taq
AON polimerasa de otros kits del mismo o de otro tipo ni por Taq AON
polimerasa de otro fabricante.

111 No utilice componentes caducados o mal almacenados.

Nota: es importante controlar que las pruebas se realicen correctamente,
haciendo especial hincapié en la eliminación incorrecta de muestras, los errores
de carga y los errores de pipeteo.

Nota: los reactivos están validados poro la configuración manual. Si se utilizo
un método automatizado, podría reducirse el número de posibles reacciones,
debido a los reactivos necesarios para rellenar "volúmenes muertos" en estos
equipos.

13

3.0.5Rotor-Gene Q therascreen EGFR Ássay Package CD versión
¡referencia 9023537)

Nota: el software Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assoy Package
requiere el software Rotor-Gene Q versión 2.3.

Equipo poro lo PCR

11 Equipo Rotor-Gene Q MDx con canales de fluorescencia para Cycling
Green y Cyeling Yellow (delección de FAM y HEX, respectivamente) *t

Software Rotor-Gene Q, versión 2.3

Advertencias y precauciones

Información de seguridad
Siempre que trabaje con productos químicos, utilice una bata de laboratorio
adecuada, guantes desechables y gafos protectoras. Para obtener más infor-
mación, consulte las hojas de datos correspondientes sobre seguridad ¡SOSj.
Puede obtenerlos en línea en el práctico y compacto formato POF en
www qjagen com/safety, desde donde también podrá buscar, ver e imprimir
los hojas de datos SOS de todos los kits y componentes de los kits QIAGEN.

Para obtener información de seguridad sobre el equipo Rotor.Gene Q, consulte
el manual del usuario que se suministra con el mismo.

Deseche los residuos de muestras y ensayos conforme o los requisitos de
seguridad local.

Manual de uso del kit therascreen EGFR RGQ PCR 06/2015

Precauciones generales
Debe procederse siempre de acuerdo o las siguientes recomendaciones:

11 La prueba se ha diseñado para su uso con muestras FFPE de NSCLC.

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

•
•



Almacenamiento y manipulación de reactivos
El kit fherascreen EGFR RGQ PCR se suministra en hielo seco y debe seguir
congelado a la llegado. En coso de que el kit rheroscreen 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 induya la nota de embalaje, el
manual o los reactivos, póngase en contoclo con los departamentos del servicio
técnico de QIAGEN o con su distribuidor local (consulte lo contraportada
o visite www.qiagen.com).

Una vez recibido, almacene inmediatamente el kit therascreen EGFR RGQ PCR
en un congelador a una temperatura constante de entre -15 y -30 oC y prcté-
jalo de la luz. Los primers Scorpions (así como todas las moléculas marcadas
con fluorescencia) deben protegerse de la luz para evitar el blanqueamiento
y la pérdida de rendimiento. Cuando se almaceno en los condiciones recomen-
dadas en el embalaie original, el kit es estable hosta lo fecho de coducidad
que ~gura en la caja. No es aconsejable descongelarlo y volver luego a conge-
larlo. Se recomienda un máximo de 8 ciclos de congelación-descongelación.

Los reactivos deben descongelarse a temperatura ambiente (15.25 oC) durante
un mínimo de 1 hora y un máximo de 4,5 horas. Cuando los reactivos están
listos paro ser utilizados, pueden configurarse las reacciones de PCR. Los tubos
de Rotor-Gene Q, que contienen las mezclas maestra y la muestra de ADN,
pueden cargarse en el instrumento Rotor-Gene Q MDx inmediatamente. El
tiempo total previo al análisis después de configurar las reacciones de PCR
no debería superar:

• 7 horas si se almacenan a temperatura ambiente

Nota: este tiempo induye tanto la configuración de la PCR como
el almacenamiento.

11 18 horas si se almacenan en un congelador 12-8 oc¡

Nota: este tiempo induye tanto la configuración de la PCR como
el almacenamiento.

Manipulación y almacenamiento de muestras
Nota: todas las muestras deben manipularse como material potencialmente
infeccioso.

El material de las muestras debe ser ADN genómico humano obtenido de tejido
FFPE. los muestras se deben transportar de acuerdo con lo metodología
anatomopatológica estándar poro garantizar la calidad de las muestras.

Existe lo posibilidad de que las muestras de tumores y los datos de uno muestra
de tumor no coincidan con otros secciones del mismo tumor. las muestras de
tumores también pueden contener tejido no tumoral. En un principio, no se
prevé que el ADN del tejido no tumoral contenga las mutaciones que detecta
el kit therascreen EGFR RGQ PCR.

Para preparar las muestras de tejido para la extracción del ADN:

11 Con [os materiales y métodos estándares, fije la muestra de tejido en
formalina con tampón neutral (NBF) al 10% YFije la muestra de tejido en
parafina. Con un microtomo, corte secciones en. serie de 5 fJmdel bloque
de parafina y colóquelas en un portaobjetos de vidrio.

11 Recurra a un profesional cualificado (p. ej., un patólogo) para valorar
la sección teñida con hematoxilina-eosina (H&E) para confirmar si -hay
presencia tumoral.

• No utilice los secciones teñidas para extraer el ADN.

11 Conserve todos los bloques FFPEy portaobjetos a temperatura ambiente
115-25 oc¡. Los portaobjetos pueden conservarse a temperatura ambiente
duronte un máximo de 1 mes antes de la extracción del ADN.

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

Nota: las 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 número <:::5;;;;::::;¡¡;:~F;::;;:;=-
de muestras que se pueden analizar con el kit therascreen EGFR RGQ PCR.

MARISOL MAS1NO
810auIMIC M,N,9483
OT. TECN LAB S.A,
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Procedimiento

Extracción y preparación del ADN
Las características de rendimiento de este kit se han determinado mediante
ADN extraído con el kit QIAomp@ DSP DNA FFPETissue. Si se utiliza el kit con
funciones equivalentes QIAomp DNA fFPETissueKit ¡referencia 56404), lleve
a cabo la extracción del ADN de acuerdo con las instrucciones del manual y
según las recomendaciones siguientes:

11 No utilice la solución de desparafinización de QIAGEN. Utilice solamente
el método xileno/efanol para desparafinización descrito en Q/Aamp DNA
FFPETissue Kif Handbook (manual del kit QIAamp DNA FFPETissue).

• Asegúrese de utilizar etanol grado biología molecular* en lodos los pasos
necesarios.

• Raspe todo el tejido de 2 secciones y deposítelo en un tubo de micro-
centrífuga etiquetado con un bisturí nuevo paro cada muestra.

11 la digestión de la proteinasa K [paso 11 del manual Q/Aamp DNA FFPE
Tissue Kit Handbook) debe realizarse durante 1 hora :t 5 minutos a una
temperatura de 56 oC :t 3 oc.

11 La incubación (paso. 12 del manual Q/Aamp ONA FFPETissue Kit
HandbookJ debe realizarse durante 1 hora :t 5 minutos a una temperatura
de90°C:!:J°c.

Protocola: valoración de las muestras
Este protocolo se utiliza para valorar el ADN amplificable total de los muestras
mediante el molde "therascreen EGFR CE Control Run locked Template" del
software Rotor-Gene Q theroscreen EGFR CE Assay Package para lo valoración
automatizado de muestras.

Nota: para obtener información sobre la valoración manual de los muestras de
ADN, consulte el apartado "Apéndice A: protocolo manual del kit therascreen
EGFRRGQ PCR", en la pógina 64.

Cuestiones importantes antes de comenzar

11 Antes de iniciar el procedimiento, consulte el apartado "Precauciones
generales", en lo página 13.

11 Tómese su tiempo para familiarizarse con el equipo Rotor-Gene Q MDx
antes de iniciar el protocolo. Consulte el manual del usuario del equip'o.

11 No mezcle en vórtex la enzima Taq ni ninguno mezcla que contenga:'Taq,
ya que esto inactivaría la enzima.

11 Pipetee lo enzima Taq. Para ello, introduzca lo punta de la pipeta justo
debajo de la superficie del líquido para evitar que la punta se cubra de
enzima en exceso.

11 Pueden evaluarse hasta 24 muestras mediante la mezcla de reacción para
control disponible.

FRRGQ PCR 06/2015

Compruebe que se haya instalado el software therascreen EGFR CE Ássay
Package antes de utilizar el equipo Rotor-Gene Q MDx por primera vez 'J
(consulte el apartado "Apéndice B: instalación del software theroscreen
EGFR CE Assay Package" en la página 87). Q
Antes de cada uso, descongele todos los reactivos durante un mínimo de I •••••

1 hora y un máximo de 4,5 horas a temperatura ambiente (15.25 0Cj, ~
mézclelos invirtiendo cado tubo 10 veces y centrifúguelos brevemente .#_
para depositar el contenido en el fondo del lubo. ~ S

Mezcle. todas las muestras invirtiéndolas 10 veces y centrifugue brevement~~
para que el contenido se deposite en el fondo del lubo. ~6~~f\,

n¡ ¡ /';. -z; .
Asegúrese de que la enzima Toq se encuentra a temperatura ambient"O N ~b . -
d :o ¡ - "'~ '( e .15 a 25 oc¡ antes de codo uso. Centrifugue el tubo brevemente p '8 N ~"6. "

'ma-se-dep0sile-en-el-fondo-del-tuoo. .:. .
MASINO ~ .",
• M.N. 9483

8

11

Antes de comenzar

11

11

11

17

No utilice alcohol desnaturalizado, que contiene otros sustancias como metanol o metiletilcetollO.
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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 ADN excesivamente fragmentado.

11 No utilice el paso de RNasa que se describe en el manual QfAamp ONA
FFPE Tissue Kit Handbook.

11 Las muestras deben eluirse en 12010'1 de lamp6n de elución lATE) del kit
QIAamp DNA FFPETissue(paso 20 del manual Q/Aamp DNA FFPE Tissue
Kit Handbook).

11 ElADN genómico puede conservarse a 2-8 oC durante 1 semana con
posterioridad a la extracción, o entre -15 y -25 oC durante 8 semanas
antes de su uso.

MARI SO
BtOaUIMt______________________________ "'0""7. T



Procedimiento

1. Descongele la mezcla de reacción para control {CTRU,el agua exenta de
nudeasas poro el conlrolsin molde (NTe) yel conlrol positivo (PCJde EGFR
a temperatura ambiente (de 15 a 25 oC) durante 1 hora como mínimo
y 4,5 horas como máximo.
En la tabla 2 se indica el tiempo necesario para descongelar los reactivos
y configurar lo PCR, así como el tiempo de almacenamiento previo 01 inicio
de la serie analítico.

3. Prepare cantidades suficientes de master mix de control (mezcla de reacción
para control [CTRl]mós la enzima Taq) para muestras de ADN, una
reacción de control positivo para EGFRy una reacción de control sin molde
INTC) según 105 volúmenes indicados en la labia 3. Incluya reactivos para
1 muestra adicional a fin de que existo excedente suficiente para la
configuración de la PeR.
La master mix contiene todos los componentes necesarios para la PCR,
salvo la muestra.

Tabla 3. Preparación de la master mix de ensayo para control

* n = número de reacciones (muestras y controles). Prepare volumen suFiciente de master
mix pora una muestro adicional {n+ 1) a Finde asegurar suficiente excedente para 16
configuración de la PCR. El valor n no debería ser superior a 26 (24 muestras, más
2 controles).

Tabla 2. TIempos de descongelación, configuración de la PCR
y temperaturas de almacenamiento

TIempo de descongelación Temp. almac. TIempo móximo
posterior a config. conrog. de PCR y

Mínimo Máximo de PCR almacenamiento

Temperatura
1 h 4,5 h ambiente 7h

(15-25 oc¡

1 h 4,5 h 2-8 oC 18 h

Componente

Mezcla de reacción para control (ORl)

Volumen total

Volumen

19,5~Ix In + W

20.,l/reacción

.... ,
,.; .

Nota: la configuración de la PCR se realizo o temperatura ambiente
(15-25 oC). Por "Almacenamiento" se entiende el tiempo transcurrido
entre la finalización de la configuración de lo PCR yel inicio de la serie
de PCR en el equipo Rotor-Gene Q MDx.

Nota: descongele la enzima Taq a temperatura ambiente (15-25 oc¡
a la vez que otros reactivos ¡consulte el apartado "Almacenamiento
y manipulación de reactivos", en la página 151. Centrifugue el tubo
brevemente para que la enzima se deposite en el fondo del tubo.

2. Cuando se hayan descongelado los reactivos, mézclelos invirtiendo
cada tubo 10 veces para evitar concentraciones localizados de sales.
A continuación, centrifúguelos brevemente para que el contenido se
deposite en el landa del tubo.

Nota: cuando prepare la master mix, añada al tubo correspondiente
primero el volumen necesario de mezcla de reacción para controlo
mutación y, luego, la enzima Taq.

4. Mezcle bien la master mix pipeteando suavemente arriba yabajo 10 veces.
Coloque el número adecuado de tubos de tiras en el bloque de carga según
el esquema de la tabla 4. Añada inmediatamente 20 .,1de master mix en
cada tira de tubo para PeR.
Los tapones permanecen en el contenedor de plástico hasta que se
necesitan. Para llevar a cabo la valoración de las muestras de ADN, debe
añadirse la master mix para el ensayo de control a un tubo para PC, o un
tubo para NTC y a un tubo paro cada muestra.

MARISO MASINO
BloaUIMI A. M.N.9483
DT - TEC OLAB S.A.
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Tabla 4. Disposición de los ensayos de valoración de muestras de ADN en
el bloque de carga. los números indican la posición en el bloque de cargo
y lo posición final del rolar.

~
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11. Coloque inmediatomente el rotor de 72 pocillos en el equipo Rotor-Gene Q
MDx. Asegúrese de que el anillo de Fijación (accesorio del equipo Rotor-
Gene Q MOxI se encuenh'a en la parte superior del rotor paro proteger
los tubos durante la serie.

Nota: si utilizo lo valoración manual de las muestros, consulte el aportado
HApéndice A: protocolo manual del kit theroscreen EGFR RGQ PCR", en
lo página 64.

12. Inicie el software Rotor-Gene Q. Poro ello, hago doble die en el icono
""'erosereen EGFRCE Control Run loeked Templaren (Molde bloqueado
para series de control de EGFRCE de therascreenl del escritorio del
ordenador conectado al equipo Ratar-Gene Q MOx [Ilustración 1).

! ~.:::....•
~'I. ••

th~~Kf"" fGl'RCE
Control P.un lod ,d

Ttlllpl",

Ilustración 1. Icono de molde bloqueado para serie de control de EGfRa (valoración
de muestras)

13. Se abre de manera predeterminada la pestaña "Setup" (Configuración)
r.lustraeión 2). Confirme que el anillo de fijación esté sujeto y marque lo
cosilla "loeking Ring Attoehedn (Anillo de fijación sujetol. Cierre lo topo
del equipo Rotor-Gene Q MOx.

22

ción 2. Pestaña "Setup" (Configuración) (1)yopci6n HLockingRing Attach
de fijación sujeto) (21
MASINO - ..

A. M.N. 9483
OLAB S.A.

21

MARTS
6100UlM
OT.TE

Ensayo Posición

Control 1 [PC] 9 17 25

Control 2 [NTC] 10 18 26

Conlrol 3 11 19

Conlrol 4 12 20

Conlrol 5 13 21

Control 6 14 22

Control 7 15 23

Conlrol 8 16 24
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S. Añada inmediatamente S Vi de agua para NTC al tubo en la posición 2
y tápelo.

6. Añodo 5 pi de codo muestro o los rubos de muestros (posiciones 3 o 261
y tápelos.

7. Añodo 5 pi de Pe poro EGFR01 rubo en lo posición 1 y tápelo.
Realice lo ca'go o el pipeteo con cuidado poro evilar errores y asegurar
que el NTC, los muestras y el PC se añaden correclamente o los tubos
correspondientes. Morque los tapones de los tubos poro indicar lo
dirección en la que se deben cargar las tubos en el equipo Rotor-Gene Q
MOx.

8. Después de cerrar todos los tubos de PCR, realice una comprobación visual
de los niveles de llenado de los tubos de muestras para asegurarse de que
la muesh'a se ha añadido a todos 105 tubos.

9. Invierta todos los tubos de PCR4 veces para me%c1arlas muesh'as y las
me%c1asde reacción.

10. Coloque los tubos de tiras de PCRen las posiciones apropiadas en el rotor
de 72 pocillos según lo distribución de lo toblo 4.
Si el rolor no eslá totalmenle lleno, rellene los posiciones vacías con tubos
vacíos y topados.
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15. Repita el paso 14 para introducir los nombres de todas las muestras
adicionales (ilustración 41.
Nata: poro editor el nombre de uno muestro, hago die en lo opción
"Sample Name" (Nombre de lo muestro) de lo lisio de muestras para que
lo muestro seleccionado aparezco en el campo "Sample Nome" anterior.
Modifique el nombre de lo muestro según la convención de nomenclatura
local y pulse lo tecla Enter poro actualizar el nombre.

14. Introduzca el identificador de la serie en el campo "Run ID" (Identificador
de la serie) de acuerdo con la convención de nomenclatura local. Escriba el
nombre de la muestra en el campo "Sample Name" (Nombre de la muestra)
según la convención de nomenclatura local y pulse la tecla Enter.
Al hacerlo, se añade el nombre de lo muestra a la lista de muestras que
aparece mós abajo y se le asigno un identi~cador {"Sample ID" 1, 2,
3, elc'¡' Ademós, se actualizo el ponel "layout af the pipetting adapter"
(Esquema del adoptador de pipeteo) situado o lo derecha con el nombre
de lo muestra (ilustración 31.

Nota: también existe lo posibilidad de importar los nombres de los muestras
almacenados en los formatos t .smp (archivo de muestras de Rotor-Gene Q)
o t .csv (volares separados por comosl mediante el botón "Import Somples"
{Importar muestrasl. Con este método, los nombres de los muestras se
introducen automóticamente.

Nota: en el ponel "layout of the pipetting adopter" (Esquemo del adopta-
dor de pipeteo), compruebe que lo nuevo muestro aparezco resoltada con
un color distinto y que el nombre de lo mismo aparezco en lo posición de
lo muestra (ilustración 31.
Nota: los nombres de los muestras con mós de 8 caracteres no pueden
mostrarse 01 completo en el panel "Layout of the pipelling adapter"
(Esquema del adoptador de pipeteol.
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Ilustración 4. Introducción de nombres de muestra adicionales en el campo "Sample Neme'" ,
(1 ;: Campo "'Sample Name" [Nombre de la muestra!, 2 ;: Lista de muestres, 3 ;: Panel \".~
"Layout of thc pipetting adapb'" [Esquema del adaptador de pipeteoD

16. Cuando haya terminado de introducir todos los nombres de las muestras,
compruebe que sean correctos. Si es necesario, incluya cualquier infor-
mación adicional en el campo nNotes" (Natas) y haga dic en "Start Runn

pniciar lo serie) (ilustración S).
Nota: si quedo olguna posición del rotor vacío, oparecerá un mensaje
de advertencia ("Warning"l ¡ilustración 5) paro recordarle que deben
ocuparse todos los posiciones sin utilizar del rotor con fubos vacíos
tapodos. Compruebe que todos los posiciones sin utilizar del rotor
contengan tubos vacíos topados y hago e1ie en tlOK" {Aceptarl
paro continuar.

Ilustración 3. Introducción del identificador de la serie ("Run IDí ydel nombre de la mues
("Somple Nameí (1 ;:Campo .'"RunID" (IdenlificadOl'"de ~ serie), 2;: Ca~po ~Sample Name'" MARISO MASINO
(Nombre de lo muestro!, 3 ;: ~lsta de muestras, ~;: Panel layou; ofthe plpelting adapter'" BIOOUIMI A. M.N. 9483
{Esquema del adaptador de plpeteol, S;: Panel Imporf Som~les ,[Importar muestrasD OT . TEC OLAS S.A.
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18. Comienza la serie de PCR.
Nota: cuando empieza la serie, se abre automáticamente la pestaña "Run
Progress" ¡progreso de lo serie) paro mostrar el registro de lo temperatura
y el tiempo restante paro Finalizar lo serie (ilustración 7).
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lIustracién S. Campo "Notes" (Notasj 111. botón "StartRun" (Iniciar k1scricl (21 y mensaje
"Warning" (Advertencia) sobre las posiciones sin utihardcl rotor (3)

17. Se abre la ventana uSave As" (Guardar como). Seleccione un nombre de
archivo adecuado y guarde la serie de PCRcomo un archivo ejecutable
•. rex en la ubicación seleccionada. Haga dic en MSave" (Guardar!
[Ilustración 6).

- ------ ---------~~--------- - -- --~ -,. ~--- --- ---- ..._-~
Manual d, u,o d,1 kit7amecn EGFR RGQ PCR 06/2015

Ilustración 7. Pestaña "Roo Progress" (Progresa de la serie) (1)

19. Una vez finalizada la serie, se abre la pestaña IIAnalysisn (Análisisl .
Nota: si la pestaña "Anolysis" ¡Análisisl na se obre, hago die en lo
pestaña "Anolysis" (ilustracián 81.
Nota: encontrará uno explicacián sobre el método de cálculo empleado
en el aportado "Interpretacián de los resultados ¡automáticaj" de la
pógina 41.

MARISO MASINO
BIOOUIMI A. M,N. 9463
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Ilustración 6. Ventana "SaveAs" (GuardarcomoJ (11(2 = Campos "File Name" [Nombre
de archivoly "Savc as type" (Guardar como tipo!. 3 = Botón "Savc" [GuardarD
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1] Un valor de Cl de la reacción de control de la muestro de 23,70-31, lO,
123,70 ~ C, de control $ 31, lO} generoró un resultodo 'Volid" ¡Vólido),
la concentración de ADN es adecuado paro realizar el análisis de
mutación .

Nota: si fuero necesario volver o realizar una extracción o uno dilución,
repita lo reacción de control paro confirmor que lo concentración de ADN
es lo adecuado paro realizar el anólisis.

21. Hogo clie en "Report" (Informe) paro generar un archivo de informe. Se
obre lo ventana "Report 8rawser" (Explorador de informes). En el opartado
"Templares' (Moldes), seleccione 'EGFR CE Anolysis Report" Onforme del
onólisis de EGFRCE}Y luego hago clic en 'Show" (Mostrar) [llustroción 9).
Noto: poro guardar los informes en otro ubicación en formato de archivo
Web, haga dic en "Save As" (Guardar camal en lo esquino superior
izquierda de codo informe.

.. . .._ .....'

Ilustración 8. Pestaña "Anafysis" (Aná&sis)111e ¡nfome de los resultados (2 = Tabla de
resultados de ce de la muestral

20. los resultados de control se presentan de la siguiente manera en la tabla
de resultados del ce de la muestra f¡lustración 8).
a Controles de la serie (PC y NTe, posiciones 1 y 2 de tubos

respectivamentel.
Si los resultados están comprendidos dentro de los rangos aceptables,
se indico ''Volid" ¡VálidoJ_ De lo contrario, se muestro "lnval¡dH

INo vólido).
a Un valor de el > 31,10 para la reacción de control de la muestra

genera un resultado lrlnvalid" (No válido).
No hay su~ciente cantidad de ADN poro realizar el análisis de
mutación. Vuelvo o analizar lo muestro. Si lo cantidad de ADN
sigue siendo insuficiente, extraigo más tejido tumoral si es posible.

1:1 Un valor de Cl < 23,70 para la reacción de control de la muestra
genera un resultado ulnvalid" (No válido) .
La concentra~ión de AON es demasiado elevada poro el análisis de
mutación. Dilúyala con aguo exento de nudeasas para dilución {Dil.J
y repila el anólisis. Diluya hasta obtener un Cl comprendido entre
23,70 y 31,10. Una dilución 1: 1 aumento el valor de Cl en aproxi.
madamente 1,0.
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Ilustración 9. Selección del informe de análisis de EGfRCE¡"EGFRa Analysis Report'j
(1 = Bofón "Report" (Informe), 2 = Ventana "Report Browser" [Expioradorde infennes),
3 = Selección "EGFRAnafysis Report" IInformedel anólisis de EGFRI,4 = Botón "Show"
(MostrarD
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Protocolo: detección de mutaciones de EGFR
Este protocolo está diseñado para la detección de mutaciones de EGFR.
Cuando una muestra se considera correcta según lo evaluación de muestras
de ADN, se puede analizar mediante los ensayos de mutación de EGFR con
software automatizado.

Nota: para obtener información sobre la delección manual de los muestras,
consulte el apartado "Apéndice A: protocolo manual del kit therascreen EGFR
RGQ PCR", en la página 64.

• Antes de cada uso, descongele todos los reactivos durante un mínimo de
1 hora y un máximo de 4,5 horas a temperatura ambiente (15-25 0q,
mézclelos invirtiendo cado tubo 10 vece5 y centrifúguelos brevemente
para depositar el contenido en el fondo del tubo.

• Mezcle todas jas muestras invirtiéndolas 10 veces y centrifugue brevemente
para que el contenido se deposite en el fondo del tubo.

a A5egúrese de que la enzima Taq se encuentra a temperatura ambiente
(15-25 0q antes de cado U50. Centrifugue el tubo brevemente paro que
la enzima se deposite en el fondo del tubo.

• Las muestras deben analizarse con todas las mezclas de reacción sumini-
stradas en el kit thera5creen EGFR RGQ peRo

• No mezcle en vórtex la enzima Toq ni ninguna mezcla que contenga Taq,
ya que esto inactiva ría la enzima.

• Pipetee la enzima Taq. Para ello, introduzca con cuidado la punta de lo
pipeta justo debajo de la superficie del líquido para evitar que la punto
se cubra de enzima en exceso,

Antes de comenzar

• Compruebe que se hoya instalado el software thera5creen EGFRCE Assay
Package antes de utilizar el equipo Rotor-Gene Q MDx por primera vez
(consulte el apartado" Apéndice B: instalación del software thera5creen
EGFR CE Assay Package" en la página 871.

Maooal d, ",o del kH Ih]'oeen EGFR RGQ PCR

Tiempo de descongelación lempo almac. Tiempo máximo
posterior a config. conlig_ de PCRy

Mínimo Máximo de PCR almacenamiento

Tem peratura
1 h 4,5 h ambiente 7h

115-25 oC)

1 h 4,5 h 2-8 oC 18 h

30

Nota: la configuración .de la PCR se realiza a temperatura ambiente
(15-25 oC). Por "Almacenamiento" se entiende el tiempo transcurrido entre
la finalización de la configuración de la PCR yel inicio de la serie de PCR
en el equipo Rotor-Gene Q MDx.

Nota: descongele la enzima Toq ¡tubo para ToqJ a temperatura ambiente
(15-25 oc¡ a la vez que el resto de los reactivos (consulte el apartado ~~
"Almacenamiento y manipulación de reactivos", en la página 15). "..4,0/';'

trifugue el tubo brevemente para que la enz~ma se deposite en J? J..¿
-.---eI-londo-<leHuba-. __ o -- -

MAS/NO
A-M.N.9483
O

Procedimiento

1. Descongele todos los tubos de mezcla de reacción, agua para control sin
molde (NTe¡ yel conlTol posirivo (PC)de EGFRa temperatura ambiente
{de 15 a 25 oc¡ durante 1 hora como mínimo y 4,5 horas como máximo.

En 10 tabla 5 se indica el tiempo nece5ario para descongelar los reactivos
y configurar la PCR, así como el tiempo de almacenamiento pre~io al inicio
de la serie analítica.

Tabla 5. Tiempos de descongelación, configuración de la PCRy
temperaturas de almacenamiento

MARIS.
BIOQUIMI
OT-
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Cuestiones importantes antes de comenzar

11 Antes de iniciar el procedimiento, consulte el apartado "Precauciones
generales" en la página 13.

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

• Las muestras se pueden analizar con los ensayos de mutación de EGFR
siempre y cuando hayan superado el proceso de valoración de muestras
de ADN.

• Para utilizar el kit therascreen EGFRRGQ PCR de forma eficaz, es preciso
agrupar las muestras en lotes de 7. Un tamaño de lote inferior implica una
capacidad de análisis de muestras inferior con el kit rhera5creen EGFR
RGQ PCR.
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Tabla 7. Disposición de los ensayos de control y mutación en el bloque de
carga. los números indican la posición en el bloque de cargo y lo posición
final del rotor.

Posición

Controles Número de muestras

Ensayo Pe NTC 1 2 3 4 5 6 7

Control 1 9 17 25 33 41 49 57 65

IT790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66 I
Deleciones 3 11 19 27 35 43 51 59 67

1l858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68 I
l861Q 5 13 21 29 37 45 53 61 69

IG719X 6 14 22 30 38 46 54 62 70 1
57681 7 15 23 31 39 47 55 63 71

J Inserciones 8 16 24 32 40 48 56 64 72 I

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

5. Añada inmediatamente S .,1 de agua pora NTCa los tubos de las posi-
ciones 9.16 y tápelos.

6. Añado 5 .,1 de cada muestra a los tubos de muestras (posiciones de
tubos 17-24, 25-32, 33-40, 41"48, 49-56, 57-64 Y65-72) Yropelos.

7. Añado 5 ~Ide Pe poro EGFRo los tubos en lo posición 1-8 y ropelos.
Realice la carga o el pipeteo con cuidado para evitar errores y asegurar
que el NTC, las muestras y el PC poro EGFR se añaden correctamente
a los lubos correspondientes.

Cada tubo debería contener un volumen de reacción tolol de 25 fJl¡20 fJI
de master mix de ensayo preparado en el poso 3 de lo tabla 6 mós 5 ~Ide
NTC/mueslro/PCJ. los números indican lo posición en el bloque de cargo
y lo posición final del rofor.

Morque los fopones de los tubos poro indicar la dirección en la que se
deben cargar los tubos en el equipo Rolor-Gene Q MDx.

MARI SO
BloaUI"'1
OT-TEC- . " ...

Tubo poro Volumen de Taq
me%Clade Volumen de me%Cla AON polimerasa

Ensayo reacción de reacción ltubo poro Toq}

Control CTRl 19,5 ~Ix In + W 0,5 ~Ix In + W
IT790M T790M 19,5 ~Ix In + 1} 0,5 ~Ix {n+ 11 I
Deleciones Del 19,5 ~Ix In + 1} 0,5 ~Ix {n+ 11

Il858R l858R 19,5 ~Ix In + 1} 0,5~lx{n+11 I
l861Q l861Q 19,5 ~Ix In + 1} 0,5 ~Ix In + 11

IG719X G719X 19,5 ~Ix In + 11 0,5 ~Ix {n+ 11 I
57681 57681 19,5~lxln+l} 0,5 ~Ix {n+ 11

t Inserciones Ins 19,5~lxln+1} 0,5 ~Ix In + 11 I
n" número de reacciones (muestras y controles). Prepare volumen suficiente de master
mix poro uno muestro adicionol (n + 1) o fin de aseguror suficienleexcedenle poro lo
configuración de lo PeR. El volor n no debería ser superior 07 (mós los controles).
puesto que 7 es el número m6ximo de muestras por serie analítico.

4. Mezcle bien la master mix de ensayo pipeteando suavemente arriba y
abajo 10 veces. Coloque el número adecuado de tubos de tiras en el bloque
de carga según el esquema de lo tabla 7. Añada inmediatamente 20 ••1dl,e~~;::==~¡:::=::::~
lo master mix de ensayo correspondiente en cada tira de tubos para PCR....
Los lopones permanecen en el contenedor de plástico hasta que se
necesiton.

Tabla 6. Preparación de las master mix del ensayo

2. Cuando se hayan descongelado los reactivos, mézclelos invirtiendo cada
tubo 10 veces paro evitar concentraciones locoli%adas de soles. A conti-
nuación, centrifúguelos brevemente para que el contenido se deposite en
el fondo del tubo.

3. Prepore cantidades suficientes de master mix de ensayo (me%Clade reacción
poro ensayo más la en%ima Toq) poro las muestras de AON, un control
positivo (Pe) poro EGFRy uno reacción de control sin molde (NTC)según
las volúmenes indicad~s en la tabla 6. Incluya reactivos para 1 muestra
adicional a fin de que exista excedente suficiente pora la configuración
de lo PeR.
las master mix contienen lodos los componenles necesarios para la PCR,
salvo la muestra.

. ~..
~'. .--.
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Ilustración 11. Pestaña "Sctup'"IConfiguraciónj (1) y opción "Locking RingAttached" (Anillo
de fijación sujetoll21

14. Introduzca el identificador de la serie en el campo "Run Ion (Identificador
de la serie) de acuerdo can la convención de nomenclatura local. Escriba el
nombre de la muestra en el campo "Sample Nomen (Nombre de la m~estrol
según la convención de nomenclatura local y pulse la teda Enter.
Al hacerlo, se añade el nombre de la muestra a la lista de muestras que
aparece más abajo y se le asigno un identificador I"Sample ID'" 1, 2,
3, etc.l. Ademós, se actualiza el ponel "layout of the pipetting adapte(
IEsquema del adaptador de pipeteol situado a la derecho con el nombre
de la muestro (ilustración 121.

Noto: también existe la posibilidad de importar los nombres de los muestras
almacenadas en los formatos •. smp (archivo de muestras de Ratar-Gene Q)
o •. csv (volares separados por comasl mediante el bolón "Import SamplesN

(Importar muestras). Con este método, los nombres de los muestras se
introducen automáticamente.

Note: en el ponel "layout of the pipetting odoptcrn (Esquema del adapta-
dor de pipeteol. compruebe que lo nuevo muestro aparezco resaltado con
un color distinto y que el nombre de lo misma aparezco en la posición de
lo muestro ¡ilustración 12).

Noto; pueden añadirse un máximo de 7 muestras. Los identificadores de
las muestras (en los círculos de los muestrasl se asignon automóticamente ~

. I 017. f\ '/i:¡'-Ji. J-- :'i~.
-'MARISOl:, ASINO -'-- _._-- .------, t:.f\--f]
BIOOU,""CA' .N.9483 'el ; ~:;.
OT. TECHO AS S.A. '1. ' .'

~:... . >-
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thenI~r~ EGFRCE
Lod:ed Temptllte

Ilustración 10. Icono de molde bloqueado de EGFR CE(detección de mutaciones de EGfR)

13. Se obre de manera predeterminado lo pestaña "Setup" (Canfiguraciónl
[Ilustración 11J. Confirme que el anillo de fijación esté sujeto y marque la
cosilla "l.ocking Ring Alloched" (Anillo de fijación sujelo). Cierre lo tapo
del equipo Rolor-Gene Q MDx.

8. Después de cerrar todos los tubos de PCR, realice una comprobación visual
de los niveles de llenado de los tubos de muestras para osegurarse de que
la muestra se ha añadido a todos los tubos.

9. Invierta todos los tubos de PCR 4 veces para mezclar las muestras y las
mezclas de reacción.

10. Coloque los tubos de tiros de PCRen tos posiciones apropiados en el 'rotor
de 72 pocillos según lo distribución de lo tabla 7.
Cada serie de PCR admite un máximo de 7 muestras. Si el rotor no estó
totalmente lleno, rellene los posiciones vacías con tubos vados y tapados.

'1. Coloque inmediatamente el rotor de 72 pocillos en el equipo Rotor-Gene Q
MDx. Asegúrese de que el anillo de Fijación laccesorio del equipo Rotor.
Gene Q MDx) se encuentra en la parte superior del rotor para proteger
los tubos durante la serie.
Noto: si utilizo lo detección de mutación de EGFR, consulte el aportado
"Apéndice A: protocolo manual del kit rheroscreen EGFR RGQ PCRH

, en
lo página 64.

12. Inicie el software Rotor-Gene Q. Para ello, haga doble c1ieen el icono
""'erascreen EGFRCELocked Template" (Molde bloqueado de EGFRCEde
therascreen) del escritorio del ordenador conectado al equipo Rotor-Gene Q
MDx [Ilustración 10J.



Nota: los nombres de las muestras con mós de 8 caracleres no pueden
mostrarse al completo en el panel HLayaut of the pipetling adapterH

¡Esquema del adaptador de pipeteal.
---"""-.-....,;:;----_.- -•••.............,~

5

6

Ilustración 12.lntmducción del identil1cador de la serie ¡"Run ID'" y del nombre de la muestra
("Sample Name") (1 ;: Campo "Run ID" IIdentifkador de la serie], 2 ;: Botón .Import Samples"
[Importar muestrasl, 3;: Campo "Sample Name" (Nombre de la muestraL 4 ;: Lista de
muestras, S ;: Poncl"Layout of the pipetting adapter" (Esquema del adaptador de pipeteo),
6 ;: Orculo de la muestra resaltado y panel inferior con columna de 8 ensayos)

15. Repita el paso 14 para introducir los nombres de todas las muestras
adicionales ~Iustración 131.
Nota: poro editar el nombre de uno muestra, haga c1ic en la opción
NSample NameH (Nombre de lo muestral de lo lista de muestras para que
lo muestra seleccionada aparezca en el campo "Sample NomeN anterior.
Modifique el nombre de lo muestro según la convención de nomenclalura
local y pulse lo tecla Enter paro actualizar el nombre.

.';:"";:"-.-_ •....._-----~-,...~~-

3

J
Ilustración 13. Introducción de nombres de muestra adicionales en el campo "Samplc Name"
11 ;: Campo .Sample Name" [Nombre de la muestral, 2 ;: lista de muestras, 3 ;: Panel"Layout
oF the pipctting adapter'" [Esquema del adaptodor de pipeteoD

16. Cuando haya terminado de introducir todos los nombres de las muestras,
compruebe que sean correctos. Si es necesario, incluya cualquier infor-
mación adicional en el campo "Notes" (Notasl y haga clic en "5tart Run"
pniciar la serie) ~lustración 14).
Nota: si quedo alguno posición del rotor vacio, aparecerá un mensaje
de advertencia ¡"Warning"] (ilustración 141 paro recordarle que deben
ocuparse todos los posiciones sin utilizar del rotor con tubos vacíos \ •.•~
topados. Compruebe que todos los posiciones sin utilizar del rotor ~
contengan un tubo vacío tapado y hago c1ic en "OK" ¡Aceptar) poro
continuar.

MARISOL MASINO
BIOOU'MIC • M.N.lM83
DT - TeCN LAS S.A.
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Ilustración 16. Pestaña "Roo Progress" (Progreso de la s.ene)

19. Una vez finalizada la serie, se abre la pestaña "Analysis" (Análisis) .
Nota: si lo pestaña ••Analysis ....(Análisis) no se obre, hago die en la
pestaña ....Analysis" (ilustración 17J.

Nota: encontrará uno explicación sobre el método de cálculo empleado
en el aportado "Interpretación de los resultados {autamáticaJ" de lo
página 41.

18. Comienza la serie de PeR.
Nota: cuando empieza lo serie, se abre automáticamente la pestaña ....Run
Progress" (Progreso de lo seriel para mostrar el registro de la temperatura
yel tiempo restante poro finalizar la serie (ilustración 161.
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Ilustración 14. Campo "Notes. (Notas! {1},botón "Start Roo'" Uniciar la serie) (2) y mensaje
"'Waming'" (Advertencia) sobre los posiciones sin utiGzor del rotor {31

17. Se abre lo ventana nSave As" (Guardar comol. Seleccione un nombre de
archivo adecuado y guarde la serie de PCRcomo un archivo ejecurcble
•.rex en la ubicación seleccionada. Hago die en "Save" (Guardar)
r.lustración 15).

Ilustración 15. Ventana "SaveA5" {Guardar como) (1) (2 = Campos "File Name" (Nombre
de C1rchivoly "Save as type" (Guardar como tipo]. 3 :; Botón "Sove" (GuardarD

.. ,
--------------_. _._--~------------
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llustradón 18. Selección del informe de análisis de EGfR CE(.EGfR CEAnalysis Report""
(1 :: Bot6n .Report. (Informe], 2 = Pancl.Report Browse •..•'Exploradar de informes], 3 :: Botón
"EGFRCEAnalysis Report" {Informedel aná&sisde EGFRa), 4 = Botón .Show""MostrarD

11 3
11 2

4

'~'~I
1

; ; _==- ..:~ ;. --.;..-._---- _- - -~--- --

ASINO
M.N.9493
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21. Haga dic en HReport" IInforme) para generar un archivo de informe. Se
abre la ventana "Report 8rowser" (Explorador de informesl. En el apartado
"Templates" ¡Moldes), seleccione "EGFR CE Anolysis Reporl" IInforme del
anólisis de EGFR CE)Y luego haga die en "Show" (Mostrar) rolustración 18).

Nota: paro guardar un informe en olro ubicación en formato de archivo
Web, haga dic en "Save As" (Guardar comol en lo esquina superior
izquierda de codo informe.

MARISOL
BIOQU'loIICA
DT.TECN

.- I

Ilustración 17. Pestaña .Analysis.(An6Gsis) (1)e informe de las resultados (2 = Panel.Roo
Controls, Positivc Contral" (Controles de la serie, control positivol, 3 = Ponel.Roo Contrals,
Negative Contral'" (Conrroles de la serie, conrrol negativo], 4 = Pane''''Sample Resuh Tablc"
(Tabla de resultados de la muestral, S :: Panel.Mutation Status'" IEstadode la mulaciónD

20. los resultados del ensayo se presentan de la siguiente manera
rolustraeión 18).
• Run Controls, Pasitive Control (Controles de la serie, control positivo)

Si los resultados se hallan dentro del rango aceptable, en la columna
"Positive Control Status" (Estado del control positivo) aporecerá un
resultado "Val id" ¡Vólidol; de lo contrario, aporecerá un resultado
"Invalid" (No vólido).

• Run Controls, Negative Control (Controles de la serie, contral negativo)
Si tanto el resultado paro "NTC" como paro "Internal Control" IControl
internol se hallan dentro de los intervalos aceptables, aporecerá un
resultado "Yalid" (Válido) en lo columna "Negative Control Status"
¡Estado del control negativo); de lo contrario, aparecerá un resultado
"Invalid" ¡No válido) .

• Sample ResultToble (Tabla de resultados de la muestra)"
En lo columna "EGFR Mutotion Status" (Estado de la mutación de EGFRJ
se muestran los mutaciones específicas detectadas en los muestras
positivos para lo mutación.

. >
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Interpretación de los resultados (automática)
El software therascreen EGFR Assay Package realiza automáticamente el
análisis y la identificación de -los mutaciones en cuanto finaliza la serie
analítica. A continuación se explican los métodos empleados por el software
therascreen EGFR Assay Package para realizar el análisis y la identificación
de las mutaciones.

Nota: para obtener información sobre el análisis manual de los resultados,
consulte el apartado "Interpretación de los resultados (manualj", en la
página 78.

El ciclo de PCR en el que la fluorescencia de una determinada reacción
alcanza el valor umbral se define como valor de CT. Los valores de CT indican
la cantidad de ADN específico introducido. Losvalores de CT bajos indican
niveles más altos de ADN introducido, mientras que los valores de CTaltos
indican niveles más bajos de ADN introducido. Los reacciones con un valor
de CTse consideran positivas poro la amplificación.

El software Rotar-Gene Q interpola las señales de fluorescencia registradas
entre 2 valores cualesquiera. Por lo tanto, los valores de CTpueden ser
cualquier número real (no solamente enteros) comprendido entre °y 40. Para
el kit therascreen EGFR RGQ PCR, el valor umbral definido es 0,075 unidades
de fluorescencia relativas para el canal verde jFAM) y 0,02 para el canal
amarillo IHEX). Estos valores se configuran automáticamente en el software
Rotor-Gene Q rherascreen EGFR CE Assay Package. Se revisan los controles de
la serie (PC, NTC e ICj para asegurar la obtención de valores de Cl aceptables
y que las reacciones se realicen correctamente.

Los valores de 6.CTde lo muestra se calculan para cada ensayo de mutación
mediante la ecuación:

valores de !::JCTde corte, en cuyo caso la muestra se clasifica como "No Muta-
tia n Detected".

Los resultados del ensayo pueden ser "Mutation Detected" ¡Mutación detec-
tadal, "No Mulation Detected" ¡Mutación no detectado!, "Invalid" (No válida)
o "Run Control Falled" (Control de lo serie erróneo) si alguno de--Ios controles
de la serie do error. En el caso de los muestras positivos poro la mutación, se
indican los mutaciones específicas detectados. Un tumor puede contener más
de una mutación. En dichos casos, se indica más de una mutación.

Indicadores del software Iherascreen EGFRAssay Package para
Rotor-Gene Q

En la tabla 8 se indican los posibles indicadores que puede generar el software
therascreen EGFR Assay Package en el equipo Rofor-Gene Q, su significado y
los acciones recomendadas.

Los nombres de los indicadores se generan de manera que proporcionen
información sobre el componente afectado del kit, la muestra o el control. T

afectados y el modo del error.

Por ejemplo:

• PC_CTRl_ASSAYJAll = El ensaya de control (CTRl_ASSAY) del control
positivo (PC) da error (FAllJ.

• NTCJNT_CTRUAll = El control interno (INT_CTRLjdel control sin rnolde
(NTC) da error (FAllJ.

• SAMPlE_CTRl_HIGH_CONC = El ensayo de control (CTRLjde la
muestra (SAMPLEI tiene una concentración elevada (HIGH_CONCJ.

Tabla 8. Indicadores, significado y acciones

.-"

Indicador
PCCTRl_
ASSAYJAll

Acción

Repita toda la serie de PCR.

Significado

Serie de PCR no válida:
el valor de Cl de FAM
está fuera del intervalo
para el control positivo
de la reacción para
control.

A-srno
.N.9483
B S.A.

t1CT= [valor de CTdel ensayo de mutación]
- [valor de CTdel ensayo de control]

Los muestras se clasifican como positivas para la mutación cuando su valor de
6Cl es inferior o igual al valor de 6Cl de corte de dicho ensayo. Por encima
de este valor, se considera que la muestro no alcanzo el porcentaje de .
mutación detectable por el kit therascreen EGFR RGQ PCR (por encimo del
límite de los ensayos) o que la muestra es negativo para lo mutación, lo que se
indicaría con el resultado "No Mutation Detected" (Mutación no detectada).

Lo ausencia de amplificación en las reacciones paro mutación se.c1asifica como
"No Mutalion Detected" ¡Mutación no detectada). Se prevé q\Je lbs' v~lore
6.CTcalculados a pcirtircJe1a amplíficación del fondo sean superiores a f~MARISOL

BIOaUllAICA.
DT-TECNO
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Indicador

PCMUTATION_
ASSAYJAIL

PCCTRL_
INVALlD_DATA

PCMUTATION_
INVALlD_DATA

NTCINLCTRL_
FAIL

NTCINT_CTRL_
EARLY_CT

NTCJNVALlD_
CT

NTCJNVALlD _
DATA

Significado

Serie de PCR no válida:
e[ valor de Cl de FAM
está fuera del intervalo
para una o más reac-
ciones para control de
mutación.

Serie de PCR no válida:

no se pueden interpretar
[os datos de Auorescencia
del control positivo
(mezcla de reacción
para control o CTRl).

Serie de PCR no válida:
no se pueden interpretar
los datos de Auorescencia
del control positivo
¡mezcla de reacción
para la mutación).

Serie de PCR no válida:
control interno por
encimo del intervalo
para el control negativo.

Serie de PCR no válida:
control interno por
debajo del intervalo
para el control negativo.

Serie de PCR no válida:
valor de FAM no válido
(inferior a[ límite) para
e[ control negativo.

Serie de PCR no válida:
no se pueden interpretar
[os dolos de Auorescencia
para el control negativo.

Acción
Repita toda [a serie de PCR.

Repita toda [a serie de PCR.

Repita toda la serie de PCR.

Repita toda [a serie de PCR.

Repita toda [a serie de peRo

Repito todo [a serie de PCR.

Repita lodo la serie de PCR.

Indicador

SAMPLE_CTRL_
INVALlD_DATA

SAMPLE_CTRL_
HIGH_CONC

SAMPLCCTRL_
FAIL

Significado

Muestra no válida:
no se pueden interpretar
[os datos de Auorescencia
para e[ control de la
muestra.

Muestra no válida:
valar de Cl de FAM
demasiado bajo para
e[ control de [a muestra.

Muestra no válida:
valor de Cl de FAM
demasiado alto para [a
reacción para control
de la muestra.

Acción
Configure una PCR nueva
paro repetir [as muestras
relevantes.

Di[uya [a muestra para
aumentar e[ valor de el del
conlrol. Calcu[e [a dilución
teniendo en cuenta que una
dilución 1: 1 con el agua
suministrada con él kit
permite aumentar e[ volar
de Cl en 1,0; cuando haya
diluido [a muestro, confi-
gure una nueva serie de
PCR para repetir [a muestra.

Configure una nueva serie
de PCR para repetir [a
muestro. Si sigue siendo no
válida al repetir la serie de
PCR, obtenga dos secciones
de tejido FFPE adicionales
(si están disponibles).
Configure una nueva serie
de PCR para analizar esta
extracción. Si aún no es
válida, repito la serie de

PCR en la segunda extrac- \~.
ción. Si la muestro no

\
genera un resultado válido
al finalizar esto serie, se
asignará a la muestra un
estado mutaciona! indeter-
minado y no se llevará a
coba ningún otro análisis.

~.
;
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Indicador
SAMPLUNT_
CTRUAIL

Significada
Valor de Cl demasiado
alto (o ausencio. de Cl)
para el control interno

~~_(HEX),canal FAM nega~
tivo para la mutación.

Acción
Si el estado de lo muestra
es válido, no es preciso
realizar ninguna acción.

Si -el-estado de la muestra
no es vólido:

Indicador
SAMPLE_
INVALlD_DATA

Significado
Tubo para mutación no
válido: no se pueden
interpretar los datos de

_Ruor_escencia para el
control interno.

Acción
Si el estado de la muestra
es válido, no es preciso
realizar ninguna acción:-

Si -el eslado de la muestra
no es válido:

Manual de usa del kit theroscreen EGFRRGQ PCR 06/2015

Configure una nueva serie de PCR poro repetir la
muestra. Si sigue siendo no válida al repetir la serie de
PCR, obtenga dos secciones de tejido FFPE adicionales
(si están disponibles). Configure una nueva serie de
PCR para analizar esta extracción. Si aún no es válido,
repita la serie de PCR en la segunda extracción. Si la
muestra no genera un resultado válido al finalizar esta
serie, se asignará a la muestra un estado mutacional
indeterminado y no se llevará a cabo ningún otro
análisis.

Configure una nueva serie de PCR para repetir la
muestra. (Si lo permite el valor de Cl del ensayo de
control de la muestra, diluya la muestra con el agua
suministrado en el kit partiendo de la base de que una
dilución 1: 1 aumentará el valor de Cl de la reacción
de control en 1,0.) Si sigue siendo no válida al repetir
la serie de PCR, obtenga dos secciones de tejido FFPE
adicionales (si están disponiblesl. Configure una nueva
serie de PCR para analizar esta extracción. Si aún no es
válida, repita la serie de PCR en la segunda extracción.
Si la muestra no genero un resultado válido al finalizar
esta serie, se asignará a la muestra un estado mutacio-
nal indeterminado y no se llevará o cabo ningún otro
análisis.

~

f.-=»
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Tubo para mutación no
válido: el valor de Cl de
FAN\ es demasiado bajo
para la muestra.

Si el estado de la muestra
es válido, no es preciso
realizar ninguna acción.

Si el estado de la muestra
no es válido:

Configure una nueva serie de PCR para repetir la
muestra. Si sigue siendo no válida al" repetir la serie de
PCR, obtenga dos secciones de tejido FFPE adicionales
(si están disponibles). Configure una nueva serie de
PCR poro analizar esto extracción. Si aún no es válido,
repita la serie de PCR en la segunda extracción. Si la
muestro no genera un resultado válido 01 finalizar esta
serie, se asignará a la muestra un esto do mutocionol
indeterminado y no se llevará a cabo ningún otro
análisis.

Configure una nueva serie de PCR poro repetir lo
muestra. Si sigue siendo no válida al repetir la serie de
PCR, obtenga dos secciones de tejido FFPE adicionales
¡si están disponibles). Configure una nueva serie de
PCR para analizar esta extracción. Si aún no es válida,
repita la serie de PCR en la segundo extracción. Si la
muestra no genera un resultado válido al finalizar esta
serie, se asignará a la muestra un estado mutacional
indeterminado y no se llevará a cabo ningún otro .
análisis.

MUTATION
EARLY_CT
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Si el estado de la muestra
es válido, no es preciso
realizar ninguna acción.

Si el estado de lo muestra
no es válido:

Tubo poro mutación no
válido: el valor de Cl de
HEXes demasiado bajo
poro la muestra (control
internol.

SAMPLUNT_
CTRL_EARLY_CT



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

Indicador

SAMPLE
POSITIVCAND
INVALlD

Significado

Una o más mutaciones de
la muestra son válidas y
positivas, a lo vez que una
o más mutaciones de la
misma muestra no son
vólidas ¡se genera una
advertencia, no un error).

Acción

Ninguna.

Nota: este indicador no
significa que los datos de
10 muestro no sean válidos
sino que destoco que fa
información no está
disponible para todos
los ensayos.

Guía de resolución de problemas
Esta guía de resolución de problemas puede ayudarle a resolver cualquier
problema que pueda surgir. Para obtener más información, también puede
consultar la página de preguntas frecuentes [Frequently Asked QuestionsJ
de nuestro Centro de servicio técnico: wwwqiagencom/EAQ/EAQUst.aspx.
los científicos del servicio técnico de QIAGEN se encargarán de responder
cualquier pregunto que tenga sobre la inFormación y los protocolos de este
manual, así como sobre los tecnologías para la preparacián de muestras
y ensayos de biología molecular (encontrará la información de contacto
en la contraportada o en W'WW.qiagen.comJ.

Comentarios y sugerencias

Las muestras de me generan resultados positivos en el canal verde FAM

Se ha producido Repita la PCR con reactivos nuevos.
contaminación durante
la preparación de la
peRo

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

Ausencia de señal en el control positivo para EGFR

aJ El canal de Ruares- Poro el análisis de datos, debe seleccionar el
cencia seleccionado canal de Ruorescencia Cycling Green para lo
para el análisis de PCR de EGER analítica y el canal de f1uores-
datos de PCR no cencia Cycling Yellow para la PCR de control
cumple el protocolo. interno.

b) La programación del
perfil de temperatura
del equipo Rotor-
Gene Q MDx no
es correcta.

el La configuración de la
PCR no es corree la.

Compare el perfil de temperatura con el
protocolo. Si no es correcto, repita la serie.

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

". MARISOL.
BIOaUllAICA'
OT-TECNO

ASINO
.N.9483
B S.A.
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Se analizaron un total de 417 muestras de FFPEen un estudio que sigue los
requerimientos de NCCLS EP17.A (20041 (121 para determinar ellOB y los
valores de corte para cada ensayo de mutación. También se determinó el
intervalo de funcionamiento. Los valores de corte se establecieron tal y como
se indica en la tabla 9.

Límite de blanca (LOBI,intervalo de funcionamiento y volares
de corte

Rendimiento analí~ca
Las características de rendimiento específicas del kit therascreen EGFR RGQ
PCR se han determinado a partir de estudios realizados con muestras de tejido
FFPEobtenidas de pacientes con NSCLC y líneas celulares humanas FFPE
(líneas celulares FFPE¡. Las líneas celulares FFPEse han generado a partir
de una línea celular de carcinoma de pulmón (A549j para producir líneas
celulares que contengan las mutaciones de EGFR específica deseadas. Se ha
utilizado ADN 'plasmídico cuando no se han podido conseguir muestras de
tejidos o líneas celulares.

utilizarse, puesto que no correlacionan los valores de CT en las muestras de
ADN fragmentadas.

Debe prestar especial atención a las fechas de caducidad y condiciones de
almacenamiento impresas en las cajas y etiquetas de todos los componentes.
No utilice :9mponentes caducados o m~1almacenados.

Características de rendimiento

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.

Comentarios y sugerencias

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

d) las condiciones de
almacenamiento de
uno o varios compo-
nentes no ~iguen las_
instrucciones indicadas
en el apartado
"Almacenamiento
y manipulación de
reactivos" (página 15).

el El kit therascreen EGFR
RGQ PCR ha
caducado.

Limitaciones

De acuerdo con el sistema de gestión de calidad con certificación ISO de
QIAGEN, cado 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.

Control de calidad

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

Solo el personal especialmente formado y cualificado en los procedimientos de
diagnóstico in vitro y los equipos Rotor-Gene Q MDx puede utilizar el producto.

El producto es para uso exclusivo en el termociclador para PCR en tiempo real
de Rotor-Gene Q MDx.

Para obtener unos resultados óptimos, es preciso gue sigo detenidamente las
instrucciones indicadas en el manual de uso del kit therascreen EGFR RGQ
peRo No se recomienda la dilución de reactivos distintos a los descritos en
este manual. De lo contrario, el rendimiento se verá disminuido.

Es importante que la cantidad y calidad del ADN de la muestra se evalúe a
de realizar el análisis de la muestro con el kit therascreen EGFR.RGQ PCR. LaMARISOL MASINO

. mezcla--de-reac_-e-lóR--de_G0ntr-0l_odiGiORQl--se_sl:lmin~stfO_pe_m_determinar-si-el--------eIOOUtMt---M..N..-9A.6.3.___ .----- - .
valor de CTes aceptable para el ensayo. Las lecturas de absorbancia no debenOT' lEeN L.A6 S.A.
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Tabla 9. Valores de corte establecidos para cada ensayo de mutación Impacto del AON introducido sobre los valores de fie,
El nivel de AON introducido se de~ne como la cantidad total de AON de EGFR
omplificoble de una muestra a partir de los valores de CI obtenidos de la
reacción de control. Para demostrar que el rendimiento del kit theroscreen EGFR
RGQ PCR se mantiene estable en tado el intervalo de valores de Cl de lo
reacción de control¡23,70-31, 101, se analizaron los 7 ensayos de mutación
EGFR con una serie de diluciones 1:3 de 6 puntos (con AON extraído de líneas
celulares de FFPEI, El valor de Cl diana paro lo dilución 1, para cado muta-
ción, fue de 24,70 aproximadamente, la dilución final, con un valor de CI de
aproximadamente 32-33, estaba fuero del intervalo de Cl paro la reacción de
conlrol. En resumen, los valores de lJ.Cr medidos en los diferentes niveles de
ADN introducido se mo'ntuvieron coherentes en todo el intervalo de trabajo
del killheroscreen EGFRRGO PCR_

--------1
~_~ J

Valar de corte (lIe,)

~ 7,40

~ 8,00

Ensayo

T790M

~~:'-,=--io-n-~-s_--_ - - - ~
l858R ~ 8,90
-----~----------- -------

[l8610 ~ 8,90

G719X ~ 8,90
----

~681_ ~8,90

Inserciones ~ 8,00

El intervalo de Cl de lo reacción de control se estableció entre 23,70 y 31,10
de CT_

Los valores de corte y los intervalos de funcionamiento del ensayo se veri~caron
mediante estóndares y muestras de FFPEadicionales, Durante la verificación,
se estudió la capacidad de los valores de corte poro distinguir la mutación
correcta en un fondo de ADN nativo mediante la valoración de cada ensayo
con una concentración elevada de AON genómico y AON de mutación
intraducidos ¡consulte el apartado "Reaclividad cruzada" en la página 52),
Tombién se estudió el impocto del nivel de AON introducido sobre la mutación
¡consulte el apartada "Impacto del AON introducido sobre los volares de I:1Cl"
en lo página 52)_

Para valoror el rendimiento del kit theroscreen EGFRRGQ PCR en ausencia
de molde y para garantizar que una muestro blanco o una muestra con AON
nativo no genere una señal analítico que pueda indicar uno concentración
ba¡a de la mutación, se evaluaron muestras sin molde y AON nativo de EGFR
obtenido de NSClC. los resultados demuestran la ausencia de idenli~caciones
positivos de mutación de muestras NTC y muestras nativas de FFPE,

Reactividad cruzada
Se analizó ADN de EGFR nativo con un nivel de ADN introducido elevado con
el ob¡etivo de valorar la amplificación no específica, los resultadas demostraron
que los valores de lJ.CTmós bajos superaban los valores de corte establecidos,
lo que indica la ausencia de amplificación no específico,

Se analizaron líneas celulares de FFPEcon niveles de ADN introducido elevados
con tadas los muestras de reacción para valorar lo posible reaclividad cruzada,
los resultados demostraron que la reaclividad cruzado entre reacciones paro
mutación no afectaba 01 ensayo. Todos los volares mínimos de lJ.Cl fueron
superiores a los respectivos valores de corte del ensayo poro todas las muestras
de ADN y mezclas de reacción no concordantes,

Exactitud: comparación con el método de referencia analí~co
Se llevó a cabo un estudio que demostró la concordancia de la detección
de mutaciones entre el killheroscreen EGFR ROO PCR y la secuenciación
bidireccional de Sanger, En el estudio se analizaron 360 muestras de FFPE,

Se analizaron las muestras con resultados válidos lonta con Sanger como con
el kit theroscreen EGFR RGQ PCR paro valorar el porcentaje de concordancia
positiva ¡PCP), el porcentaje de concordancia negativa (PCN) y el porcentaje
de concordancia global ¡pCG), En la tabla lOse resumen estos porcentajes,
junto con los correspondientes intervalos de confianza ¡le¡ del 95% bilaterales,
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Tabla 10. Análisis del grado de concordancia Tabla 11. LOO establecido a partir de muestras clínicas de FFPE, líneas celulares
de FFPEo plásmidos con niveles altos y bajos de AON introducido

---~~---_.._-_._--- .- -_. ---~-------------------------

Valores del límite de detección (LOOI

1-•

Manual de uso del kit 06/2015

-'------ üJ-labIR-c<>nlinúo-en-la pógi

\

LOD (% de mutación)

Exón Mutación IDCOSMIC' Cambio de base Bojo A1,o

18 G719A 6239 2156G>C 7,41' 1,57'
.. -- . ..-

G719S 6252 2155G>A 5,08' 7,75-

G719C 6253 21 55G>T 10,3' .,
19 Deleciones 12384 2237.2255> T 1,58- 0,49-

12387 2239.2258>CA 4,91' 1,48'

.12419 2238_2252>GCA 16,87' 12,47'

..

12422 2238_2248>GC 3,24' 1,65'
-- -

13551 2235_2252>AAT 4,24' 1,41 ,

12678 2237.2251 del15 0,55- 0,24.
- ---- .- - _.

.6218 2239_2247de19 8,47' ..,
12728 2236.2253de118 2,43'

_.
,. - - - - .- . - --
12367 2237 _2254de118 2,72' .,

-

6210 2240.2251 del12 4,09' -,
'{>220

-

2238.2255de118 2,70' 0,82'
..

6223 2235.2249de115 6,40' 1,63'
- - _. . -

,6225 2236_225Ode115 2,80' 1,42'

6254 2239 _2253de115 0,86- 0,47-

16255
- -

2239 _2256deI18 0,14- 0,05-
- -

12369 2240.2254de115 4,94- 1,56-

!12370
--
2240_2257de118 8,10- 2,08-

. ..
COSMIC: catálogo de mutacIones somallcas en casos de cancer:
bltp./Icoocer sgoger oc uk/

I Valores del LOOestablecidos medianle plósmidos.
I Valores del LOOestoblecidos medianle lineos celulares.

Valores del LOOestoblecidos mediante muestras clinicos.
i No evaluado.
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Porcentaje de
Medición concordancia IN) le del 95%

Porcentaje de con- 99,4% 1157/158) 96,5-100,0%
cardando positiva

f . - ---
Porcentaje de con-

86,6% 1175/202) 81,2.91,0%
: cardando negativa,
Porcentaje de con- 92,2% (332/360) 89,0-94,8%
cardando general
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Poro los 28 resultados discordanles del porcentaje de concordancia global:

• 1 muestro 13,6%1 resultó nativo les decir, no se detectó mutación) según
el kit ,heroscreen EGFR RGQ PCR pero generó resultados de mutación
detectado mediante la secuencioción Sanger.

• 27 muestras (96,4%1 resultaron positivos poro lo delección de mutaciones
mediante el kit therascreen EGFR RGQ PCR pero se identificaron como
nativos mediante lo secuenciación Sanger.

Se realizó un estudio poro determinar el lOD de cado una de los 29 muto-
ciones de EGFR. Se definió el lOO como la cantidad mós bajo de ADN
mutado en un entorno de ADN nativo con lo que uno muestro mulada genera
resultados positivos poro la mutación en el 95% de los resultados de los
pruebos (C.,I.

Para determinar el lOO de cada mutación, se prepararon mueslras con
diferentes porcentajes de mutación con concentraciones altos y bajos de AON
introducido y se analizaron con el kit therascreen EGFR RGQ PCR ¡tabla 11).
EllOD de codo ensayo se calculó por regresión logística_ Poro comprobar el
lOD, se analizaron muestras de mutadón con el lOO determinado y se verificó
lo toso de pruebas positivos.

\\



proteinosa K. los resultados demostraron que estas sustancias no interfirieron
con los resultados de identificación del kit Iherascreen EGFRRGQ PCR_

Tabla 11. Continuación

LOO(%elemutación)

Exón Mutación 10COSMIC' Cambio ele hose Bajo Alto

19 Deleciones 12382
2239_2248TTAAGA 0,25" O, lO"GAAG>C

[12383
_._. _. --- . -_. - . - -- -

2239 _2251>C 4,58" 1,74-

20 57681 6241 2303G>T 7,66' 2,18'
,------_. -_.-

" -- -- ------- -- - -- ----
1I - 12376 2307 _23081n, 11,61' -,i nserCIOlles GCCAGCGTG ,

. - --- - -

12378 2310_2311 in,GGT 4,91' 1,31'

[12377~_
_. - ..-- -- -- ---2319 _23201n,CAC 2,40' 0,65'

--- -

T790M 6240 2369C>T 9,72' 5,09'

21 [l858R 6224 2573T>G 5,94' 1,13'
- ------ -- -- - - ,

l8610 6213 2582T>A 2,22' 0,66'

COSM1C: católogo de mulociones somóticos en cosos de cóncer:
btt¡;rI/caocer sanger oc ukl

I Valores del lOO establecidos mediante plósmidos.
I Valores del lOO establecidos mediantelíneos celulares.

Valores del lOO establecidos mediante muestras clínicos.
, No evaluado_

Interferencia
Efe<tos dellejido necrótico

los muestres clínicas FFPEde NSClC con un contenido de tejido necrótico de
hasta el 50%, tonto paro muestras nativas como positivos paro lo mutación
EGFR, no interfirieron en los resultados de identificación del kit therascreen
EGFR RGQ PeR_

Sustancias exógenas

Se analizaron los sustancias potencialmente interferentes presentes. duranle el
proceso de extracción del AON tanto en muestras muladas com? ....en.-mue.stras
nativos con una concentración 1O x: cero de parafina, xileno, etanol y

Reproducibilidad

Reproducibilidad entre lotes

El sistema de onólisis del kit therascreen EGFR RGQ PCR utilizo 2 k.its indivi-
duales: el kit QIAamp DNA FFPETissue (que equivale funcionalmente al kit
QIAamp D5P DNA FFPETissuel para el aislamiento del ADN y el kit
therascreen EGFR RGQ PCR para lo amplificación del AON y lo detección del
estado de mutación del gen EGFR. Se demostró lo reproducibilidod entre lotes
y lo intercambiabilidod o partir de 3 lates del kil QIAamp DSP DNA FFPETissue
y 3 lates del kit therascreen EGfR RGO PCR. El parcenlaje glabol de identinca-
ciones correctos entre lotes Fue del 97,8% 1317/324) paro el ensayo de
mutación de EGFR y del 100% 1379/379) para los muestras nativas.

Manipulación de las muestras

Se examinó la reproducibilidad del kit QIAomp OSP DNA FFPETissue a partir
de secciones obtenidos de 3 bloques de muestras FFPE, concretamente de una
muestra de mutación de deleción del exón 19 12235-2249 de115}, uno muestra
de mutación l858R del exón 21 y uno muestro nativa. Se realizaron extrac-
ciones por duplicado en 3 centros para obtener cada muestro, que luego se
analizaron en 3 días no consecutivos durante un periodo de 6 días, lo que
supone un total de 18 puntos de datos por muestro. En codo centro, 2 opero-
dores llevaron o cabo la pruebas con un lote del kit QIAamp OSP DNA FFPE
Tissue (un lote por centro, 3 lotes en total) en combinación con el mismo lote
de los reactivos del k.it ,heroscreen EGFR RGQ PCR poro los centros. Todos los
resultados de los muestras mutados y nativas resultaron vólidos y generaron el
resultado de identificación esperado (identificación positivo", 100%, 18/1B
paro codo muestro). lo que respaldo los característicos de reproducibilidad y
repetibilidad del kit therascreen EGFR ROO PCR en la fase preanalítica de
aislamiento del AON.

Precisión y reproducibilidad

Se estudió lo precisión y lo reproducibilidad del kit theroscreen EGFR ROO PCR
mediante el análisis de AON extraído de muestras clínicos FFPEde NSClC o
líneas celulares de FFPE, representativos de los 7 ensayos de mutación del kit
therascreen EGFR RGQ PCR. En el estudio también se incluyeron los muestras
clinicos FFPE nalivas de NSClC Iloblo 12J.
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Se implementó un modelo de estudio matricial pora valorar la reproducibilidad
mediante el análisis de muestras en 3 laboratorios ¡centros!. con 3 lotes del kit
therascreen EGFR RGQ PCR 13 lotes en 3 centros¡, realizados por 2 operadores
en cada centro, en 2 equipos por centro. Codo muestra se analizó por
duplicado [preparado con un nivel próximo al lOD) durante un total de
16 días. lo reproducibilidad de coda mutación individual se llevó o coba en
días no consecutivos en codo centro. En lo tabla 12 se muestro 10 proporción
de identificaciones correctos.

Teblo 12. Reproducibilidad del ensayo: proporción de identificaciones correctas
para las mutaciones de EGFRonoli%adas

18

19

-1..

[6254

6255

Li~-3~~

- -- - ~

20
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EstratifICada par raza y estada mutoclOnal del EGFR

Tabla 13. Ventajas clínicas de los pacientes sometidos a análisis con el kit
/heroscreen EGFR RGQ PCR en lo población del ensayo clínico LUX-wng 3

Población positiva para
kit thcrascrccn EGFR

RGQ PCR/CTA Población positiva para CTA
n = 264 n = 345

Quimioterapia Afatinib Quimioterapia Afatinib
Parámetro n=86 n=178 n = 115 n = 230

Supervivencia sin progresión (SSP)

Número de muertes
o progresiones, 53(61,6%1 120 (67,4%) 69 (60,0%) 152(66,1%1
N{%)

rSSPmedia ImesesJ.~- 11,2 6,9 11,1 ~ 1
----- ------- - .- - ------~._------ _ .. ~-~ - -- ----~¡
IC del 95%de

(5,3; 8,2) (9,7; 13,7) [5,4; 8,2] [9,6; 13,6)lo SSPmedio

[~_a.cientede riesgo 0,49 0,58 •
.. ._--~--~._--~--- I

IC del 95%del
10,35; 0,69] [0,43; 0,78)cocientede riesgo

ValorP (pruebo de
-

1
rango logarítmico < 0,0001 < 0,001 :
estratificado). j- . ~-.

Dalos de resullodos clínicos
El ensayo clínico LUX-lung 3 ero un ensayo internacionol, multicéntrico, abierto
y aleatorizado de fase 3 sobre el afatinib como tratamiento primario frente a lo
quimioterapia pare pacientes con odenocarcinoma pulmonar de fase IIIBo IV
que presentan uno mutación activadora del gen EGfR (número NCT00949650
de ClinicalTrials.gov). Se determinó lo idoneidad de los pacientes poro some-
terse al ensayo mediante el análisis del estado mutocianal del gen EGfR del
paciente con el ensayo de pruebas clinicas ICTA). Se realizaron pruebas
retrospectivos de muestras de tejidos mediante el kit rherascreen EGfR RGQ
PCR. Se realizó un estudio puente poro evaluar lo concordancia entre el kit
theroscreen EGFR RGQ PCR y el crA.
Según los resultados de lo pruebo del CTA, 345 pacientes formaban porte del
conjunto aleatorizado lafatinib: 230 pacientes; quimioterapia: 115 pacientes).
El resultado de eficacia principal fue un periodo de supervivencia sin progre-
sión (SSP¡' según lo valoración de un comité de revisión independiente (CRII.
De entre los 345 pacientes aleatorizados, se analizaron retrospectivamente
muestras tumorales de 264 pacientes lafatinib: 178 pocientes; quimioterapia:
86 pocientes) mediante el kit therascreen EGFR RGQ PCR. Los resultados del
CRI demostraron uno meioro estadísticamente signi~cativa de lo SSP poro
los pacientes trolados aleatoriamente con afotinib, en comparación con los
trotados aleatoriamenle con quimioterapia, respecto o la población global
positivo poro CTA y lo población positivo tanto poro el kit theroscreen EGfR
RGQ PCR como para CTA. Los resultados de lo eficacia global se resumen
en lo tabla 13 yen lo ilustración 19.

Rendimiento clínico

Se utilizó un análisis de los componentes de varianza pore estimar lo desvia.
ción estóndar y los intervalos de confianza del 95% referenles o lo variabilidad
intraserial, entre series, entre días, entre lotes y entre centros. Poro los campo-
nenles de lo varianza, el coeficiente total de la variación (CY) fue ::;;14,11 %
pora todos los mutaciones de EGFR analizadas. Poro los miembros mutados del
panel, el porcentaje de CV global fue < 6% enlre loles, entre días e intreserial.
El porcentaje de CV poro la variabilidad intraserial lrepetibilidad/precisiónl
osciló entre el 5,99% y el 13,49%.
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Ilustración 19. Curva de Kaplan-Meierde supervivencia sin progresión {SSPI reaGzada por
un comité de revisión indepencienle porcada grupo de tratamiento (población positiva para
el kit therascreen EGfRROOPeR/aA)

El análisis del subconjunto de positivos para el kit rherascreen EGFR RGQ
peR/cTA In = 264) reveló que los pacientes trotados con ofotinib habían
experimentado un aumento significativo en el tiempo de SSP (SSP medio de
11,2 frente a 6,9 meses) y presentaban menos probabilidades de sufrir un
evento de progresión de la enfermedad o de morir (CR = 0,49; IC del 95%
[0,35; 0,69]; P < 0,0001.1 que los pacientes tratados con quimioterapia. la
ventaja clínica observada en el subconjunto de pacientes sometidos a análisis
con el kit fheroscreen EGFR RGQ PCR era comparable o lo observada en la
población total del estudio {n = 3451.



Símbolos
los símbolos siguientes pueden aparecer en el embala¡e y las etiquetas:

Apéndice A: protocolo manual del kít therascreen EGFR
RGQPCR

. ,

•

Rn

Contiene suficientes reactivos para <N> reacciones

Fecha de caducidad

Dispositivo médico para diagnóstico in vitro

Número de referencia

Número de lote

Número de material

Mantener alejado de la luz solar

Número mundial de artículo comercial

"R" significa revisión del manual y "n" es el número
de revisión

Limitación de temperatura

Fabricante

Consultar las instrucciones de uso

Precaución

Este apartado contiene instrucciones para utilizar el kit therascreen EGFR RGQ
PCR con el software Rolor-Gene Q versión 2.3 en modo abierto les decir, sin
utilizar el software Rotor-Gene Q therascreen EGFRCE Assoy Package).

Información general
• Para obtener una lista de los maleriales necesarios, consulfe el apartado

"Materiales requeridos pero no suministrados", en la página 12.

11 Para obtener instrucciones sobre la preparación y la disposición de las
muestras, consulte los apartados "Protocolo: valoración de las muestras",
en lo página 18, y "Protocolo: detección de mutaciones de EGFR", en la
página 29.

11 Asegúrese de que los parómetros de ciclo son correctos antes de iniciar
codo serie.

Protocolo: creación de un perfil de temperatura
Antes de empezar, cree un perfil de temperatura pora el análisis del kit
therascreen EGFR RGQ peRo los parámetros de ciclado son los mismos para
la voloración de muestras de ADN y la detección de mutociones de EGFR.

Procedimiento

En la tabla 14 se resumen los parámetros de ciclado.

Tabla 14. Perfilde Iemperoluro

Ciclos Temperatura Tiempo Obtención de datos

95 oC 15 minutos Ninguno

40 95 oC 30 segundos Ninguno

60 oC 60 segundos Verde y amarillo

1. Haga doble c1ieen el icono del software Rotor-Gene Q, versión 2.3, situado
en el escritorio del Pe conectado al equipo Rotor-Gene Q MDx. \ ;¡.~

.~, 1 Pare creer un nuevo melde, seleccione "Emply Run" (Serie vecía) y haga dic '\.,J
: -::';:;'~". (~ en "New" ¡Nueva) pare acceder el "New Run Wizerd" (Asistente para

MARISOL ASINO,er;e, nueva,).
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3. Sele<:cione '72-Well Rotor" (Rotor de 72 pocillos) como ~po de rotor.
Confirme que el anillo de fijación esté sujeto y morque la cosilla ULocking
Ring Attoched' (Anillo de 6joción sujeto)_ Hogo e1icen 'Nexl" ¡Siguiente)
fllustroción 201.

3
Ilustración 20. Cuadro de diálogo "New RunWizard" (Asislenlc para series nuevos)
(l = "RotorType"lTipode rotor), 2 = Casilla a'l()(king Ring Attochcd" (Anillode fijación
sujeto), 3 = Botón "Neld.(SiguienteD.

4. Introduzca el nombre del usuario. Añada las notas que desee e introduzco
el volumen de reacción como 25. Asegúrese de que uSample layout"
(Disposición de muestras) indica "1,2,3 •.•". Hago die en uNext" (Siguiente)
fllustroción 21).

Ilustración 21. Introducción del nombre del usuario y los volúmenes de reacción (1 :;:;Campo
.Operator'" y campo '"Notes" (Notas), 2 =Campo "'Reodion Volume" {Volumende reacción]
y campo "Sample layout" [Disposición de muestras], 3 ::::Botón "Next" [SiguienteD

5. Hogo e1ic en 'Ed~ Pro6le' (Editor perfil) situodo en el cuodro de diólogo
"New Run Wizard'" (Asistente poro series nuevos) rtlustración 221 y revise
los parómetros de lo serie analítica según los posos siguientes.

New Run Wiz~rd rE)
CId:. ltis btiton lo
d:theprolilo
shown in the boIr-.

I ''''~'''''- I
Channel Setup .

FRRGQ PCR 06/2015

« B.eck

A_ s_ OetedOl G•• Deo!r'eNew._l
G,= m"" 51 •.••• s Edil .. Iy•••• m.. S55m< s
0"'''' 5ll5m< 61 •.••• S Eól:Geh .. IA" 62Sm<

""""
scm.... •••••• n"" , R~ IHAM -- 51 •.••• ,

R~O"'dll

Gain Opt1Mation..

6ó65

SINO
BIOOUIMICA. .N.9483 Ilustración 22. "Edit Profile" (EditarpemO en el cuadro de diálog
OT";jl!CNOL- B--87A:-. -{Asistente.para.series.nuevas)
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Ilustración 25. Paso de ciclado a 9S ••c (1 = Casilla de repeticiones de ciclo, 2 = Ajuste de
temperatura de primer poso, 3 = A¡uste de tiempo de primer paso)

9. Sele<:cione el segundo paso y establezca el valoren n6O"C For 60 se<:sn
(60 OCporo 60 sI. Para acrivar la obtención de datos durante este poso,
sele<:cione el botón nNot Acquiringn (No adquirir) (ilustración 26).

2

1

2

2

3

-.LJ

Ilustración 26. Paso de cidado a 60 oC (1 = Aiuste de temperatura y tiempo de segundo paso,

__ .:;;;;;;;~=~:=~2~=~B~o;t:ón .Not Acquiring"'No adquirirll

MARISOL ASINO
BIOOUIMICA A.N.9483

. pI - lEeN AS S.A.

67 68

Ior"' __ ..•..
-'

"lllltP •.till IX.
:" . t:I W <>_ O<- _ •••••••• _. --- -i';;;;'''''''~''_,l ••''':''''¡"""•••.~_ ••••••..••••••I>o•••.•_

o,; ",.qocIO_"_': I
:..~~'!_-..J --"'--~- ! ----'-.--- 20< I , c...."e.-.<,,~. -'- ...!!-J-...!J"'"1

Manual de uso del kit theroscreen EGFRRGQ PCR 06/2015

Ilustración 24. Paso de incubación inicial a 9S oC(1 = Botones "'HoldTemperoturc" (Mantener
temperatura] y "Hold Time"IManrener tiempo), 2 = Botón "'nsel1 chef'" IInsertardespués],
3 = "New Cycling" {CiclosnuevosD

8. Cambie el número de repeticiones de ciclo a 40. Sele<:ciane el primer paso y
e,lablezco el valor en "95°C for 30 ,ecs" (95 oCporo 30 ,) r.lu,lroci6n 25).

Ilustración 23.lnscrcián de un paso de incubación inicial (1 = Botón "'Insert arte,... (Insertar
después), 2 = '"'NewHold 01 Tempcraturc" (Nueva fase de tcmpcraturaD

6. Haga die en el botón Nlnsert after" Onsertar despuésl y seleccione IINew
Hold ot Temperature" (Nueva fose de temperatural ~lu5tración 23).

7. Cambie el valor de uHold TemperatureU (Mantener temperatura) a 9S oC
y "Hold Time" ¡Mantener tiempo) en 1/15 mios O secs"115 mi" O s). Haga
die en "'nsert After" (Insertar despuésl y seleccione "New Cycling" (Ciclos
nuevos) musfración 241.
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Ilustración 29. Optimización de la ganancia (1)
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Ilustración 28. et.minocián del paso de extensión (1 =Tercer paso, 2 = Sotón para e&mi~ar,
3 = Botón -OJ(-(AceptorD

12. En el cuadro de diálogo siguiente, hago die en -Gain Optimisatian"
(Optimización de ganancia) r.lustración 29).
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IlustnKión 27. Adquisición en el paso de ciclado a 60 oc 11=Canales seleccionados,
2 = Botón "OK"IAcepto,n

11. Seleccione el tercer paso y elimínelo mediante el botón 11.". Haga die
en 'OKu (Aceptar! nluslración 2B).

10. Establezco "Grcenn (Verde) y "Yellow" [Amarillol como canales de obten-
ción. Para ello, seleccione el botón H>n poro transferir estos canales de la
lista uAvailable Channels" (Canales disponibles). Haga e1icen 'OK"
(Aceptar! nluslración 27].
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13. Haga elie en el botón "0ptimise Acquiring" (Optimi%or adquisición l. Pora
cada canal, se muestra la configuración de canal. Acepte los valores
predeterminados haciendo die en "OKh (Aceptar) pora ambos canales
[Ilustración 30).

MaruL I

llustrución 30. Optimizadón de la ganancia automática pora el canal verde {l = Botón
"'Optimise Acquiring"'Optimimradquisici6n], 2 = Botón "'OK" (AceptarD

14. Active la casilla nperform Op~misation befare 1st Acquisition" (Ejecutor la
optimización antes de la primera adquisición) y, o continuación, haga die
en el botón "'Close" (Cerror) para volver al asistente Olustroción 31).

Ilustración 31. Selección de los cana~s verde y amarillo {l = CasiDa de veriFicación "Perform
Optimisotion Befare 1st Acquisition" (Ejecutar la optimimciónantes de la primera adquisición],
2 = Botón "Oosc""CcrrarD

15. Haga dic en "Nexl" (Siguienle) [Ilustración 321 pora guardar el molde del
kit therascreen EGFRRGQ PCR (archivo •. retl en una ubicación adecuada.
Para ello, seleccione "Save Template" (Guardar molde).
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Procedimiento (manual)
Protocolo: configuración del kit therascreen EGFRRGQ PCRcon
el software Rotor-Gene Q

protocolo: detección de mutociones de EGFR(manual)
Cuando uno muestro es correcta según lo evaluación de muestras, se puede
analizar poro detector mutaciones de EGFR.

• Prepare los muestras tal como se describe en el apartado "Protocolo:
detección de mutaciones de EGfR", en lo pógina 29, hasta el paso 1 l.

• ConRgure lo serie de PCR en el equipo Rotor-Gene Q MDx 101como se
describe en el opartodo "Protocolo: configuración del kit ,hercscreen EGfR
RGQ PCR con el software Rotor-Gene Q", en lo página 7A.

• Uno vez finalizada la serie, analice los dotas según las inslrucciones del
aportado "Análisis de los datos de la detección de mutociones del gen
EGFR", en lo página 80.

protocolo: valoración de las muestras (manual)
Este protocolo se utiliza poro volorar el AON total amplificable de las muestras
y deberla aplicarse antes de realizar el análisis de mutación de EGFR.

• Prepare los muestras tal como se describe en el apartado "Protocolo:
valoración de los muestras", en lo página 1a, hasta el paso 11.

• Configure lo serie de PCR en el equipo Rotor-Gene Q MOx tal como se
describe en el aportado "Protocolo: configuración del kit therascreen EGfR
RGQ PCR con el software Rolor-Gene Qff, en la página 74.

• Una vez Finalizada la serie, analice los dalos según los instrucciones del
aportado" Anólisis de los dalos de valoración de los muestras", en lo
póg;na 79.

Manual de uso del kil ,her sereen EGfRRGQPCR 06/2015
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Procedimiento

1. Abra el software Rotor-Gene Q versión 2.3 y el perfil de temperatura
adecuado del kit /herascreen EGFRRGQ PCR lorchiva •.re~.
Poro obtener instrucciones sobre la creación del perfil de temperatura y la
comprobación de los paró metros de lo serie anolítica, consulte el aportado
"Protocolo: creación de un perfil de temperatura", en la página 64.

2. Asegúrese de seleccionar el rotor correcto y marque la casilla para
confirmar que el anillo de fijación esté sujeto. Haga dic en "Next"
(Siguiente) [Ilustración 331.

Ilustración33. Cuadro de diólogo "New RunWilord" (Asistenteporo series nuevas)y pantafla
de inicio (1= "RotorType"(TIpode rotor), 2 = Cosillo"locking RingAttached" (Ani!'Jode
Fijaciónsujeto), 3 = Botón"Next" (SiguienteD

3. Introduzca el nombre del usuario. Añada las notas que desee y compruebe
que el volumen de reacción esté configurado en 25 y que "Sample Layout"
(Disposición de muestrasl indique 111, 2,3 ... 11

• Haga die en IINext"
{Siguiente) [Ilustración 341.

1

2
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lIustraci6n 35. Cuadro de diálogo HNew RunWizardH(Asistente pora series nuevosl
y pantalla de edición de temperatura (1 ;::Sotón "Nexl" [SiguienleD

Ilustración 34. Pantalla de opciones "New RunWizard" (Asisterrtepora series nuevas)
(1 = "Operotor" [Operador], 2 ::Compo "'Notes" (Nolas], 3 = MReaclionVofume" [Volumen
de reacción], 4 =Campo "SampleLayout"[Disposiciónde muestras],S = Botán "Next'"
(SiguienteD

4. lo siguiente ventana permite editar el perfil de temperatura. No es
necesario editar, porque el perfil de temperatura se creó según las
instrucciones del apartado RProtocolo: creación de un perfil de
temperatura", en la página 64. Haga die en IrNext" (Siguiente)
r.lustración 35).
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S. Compruebe el resumen y haga clie en "5tart Run" (Iniciar la serie) pora
guardar el archivo de análisis y comenzar la serie f¡luslración 36).

Ilustración 36. Cuadro de diálogo "New RooWizard" (Asislrl!ntrepara series nuevas) y pantalla
de resumen (1 = Bot6n "Start Run" Uniciar la serieD

6. Una vez iniciada la señe, aparece uno nueva ventana. Puede introducir
nombres de muestra en ese momento o bien hacer dic en IlFinish" (Finalizar)
e introducinos mós tarde seleccionando el botón "Sample" (Muestra)
durante la ejecución de la serie o una vez completada.
Al hacer dic en "Finish and lock Samples" (Finalizar y bloquear muestrasl
se evito lo edición de los nombres de las muestras. El usuorio debe
extremar lo precaución 01 introducir los nombres de los muestras paro
.asegurarse de realizar correctamente los pruebas y los análisis de las
muestras.

Nota: 01 introducir el nombre de los muestras, los campos poro tubos vacíos
deben dejarse en blanco en lo columna "No me" ¡Nombre).

7. Una vez finalizada la serie, analice los datos según los apartados 11 Análisis
de los datos de valoración de las muestras", en la página 79, o uAnélisis de
los datos de la detección de mutaciones del gen EGFR", en la página BO,
como corresponda.

S Lnecesita crear informes de cuantificación, haga dic en el icono uReports"
n nnes) situado en la barra de herramientas del archivo de la serie
analítica Rotor-Gene Q.
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9. En el explorador de informes, haga die en HCycling A. Greeo (Poge 1)"
(Ciclada A. Verde [página llJ en "Repoot Calegorie," ICalegoria, de
informesl (ilustración 3n.

1

....•__....,tT_ •• :-

:1 h~oro_l
"

Interpretación de los resultados (manual)
Una vez finalizado la serie del kit rherascreen EGFR RGQ PCR(para la valo-
ración de muestras de ADN o el análisis de mutaciones de EGFRj, analice los
datos conforme a los procedimientos que se indicon o continuación:

". -Configuración del software para el aná1isis

11 Análisis para la valoración de muestras de ADN [manual)

Nota: consulte la tabla 4, en la página 21, para conocer el esquema
de tubos.

CE:J~
lIuslTación 37. Explorador de infonnes (1 = Bolón "Cycr.ng A. Green (Page 1)" [Ciclado A.
Verde (página liD
10. Sele<cione "Quan~ta~on IFull Repart)" ICuan~ficacián !Informe completalJ

en "Templale'" IMolde'1 [Ilu,tración 381.

Análisis para la detección de mutaciones de EGFR (manual)

Nota: consulte la tabla 7, en la página 32, para conocer el esquema
de tubos.

Configuración del análisis del software
l. Utilice el software Rotor-Gene Q versión 2.3 poro abrir el archivo de serie

analítica l•.rex) adecuado. -

2. Si no se ha introducido el nombre de las muestras antes de realizar la serie,
haga dic en "Edit Samples" (Editar muestras). -

3. Introduzca los nombres de las muestras en la columna liNamen (Nombre).
Nota: de¡e en blanco los nombres de los tubos vacíos.

4. Haga die en 11Analysis" (Análisisl. En la página de análisis, haga die en
"Cycling A. Yellow" (Cidado A. Amarillol para comprobar el canal amarillo
(HEXI.

5. Haga die en "Named Onn (Con nombre).
Nota: esto permite asegurarse de que los tubos vacíos no se incluyen en
el análisis.

•

6. Seleccione "Dynamic tube" (Tubo dinámicoJ.
7. Seleccione IISlope Corred" ¡Pendiente correcta).
8. Seleccione I'ünear scale" (Escala linealj.

9. Seleccione "Take off Adj." lAi. de inicio) e introduzca los valores 15,01 en
la casilla superior ("lf take off point WQS ealculated befare cycle" [Si el punto
de inicio se calculó 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 punlo de inicio
siguientesl).

10. Configure el umbral en 0,02 y compruebe los valores de el del canal

____ amarillo IHEXI. __ . ~ ~ ;g. ~~
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Ilustración 38. Informe de cuantificación (informe completo) (1)

11. Haga die en "Show" (Mostrar) para generar el informe.
12. Haga die en "Save As" (Guardar como) para guardar una versión

electrónica.
13. Repita el procedimienta para "Cycling A. Yellow (Page 11" (Cidado A.

Amarillo [página llJ.
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Análisis de la muestra

Si los controles de la serie de valoración de muestras de AON son válidos, se
puede continuar con el análisis. El valor de Cr de control de una muestra debe
encontrarse dentro del.intervalo 23,70-31,10 del canal verde IFAM). Si el valor
de Cr de la muestra se encuentra fuera de este intervalo, proceda como se
indica a continuación para cada caso.

• Valor de Cr del ensayo de control de la muestra < 23,70

las muestras con un valor de Cr de control < 23,70 (concentración elevada
de ADN) sobrecargarán los ensayos de mutación, por lo que deben diluirse.
Para detectar cada mutación a un nivel bajo, se diluyen las muestras
sobreconcentradas para que queden comprendidas en el intervalo de Cr de
23,70 a 31,10. Al diluir el ADN de la muestra, aumenta el Cr (una
dilución 1:1 aumenta el valor de Cr en aproximadamente 1,0). Diluya las
muestras con el agua suministrada con el kit (agua para la dilución [Dil:lJ.

• Valor de Cr del ensayo de control de la muestra> 31,10

Se recomienda volver a extraer las muestras con un Cr de control> 31,10
en el canal verde (FAM). El ADN molde inicial presente no es suficiente
para deteelar todas las mutaciones de EGFR con los valores de corte
indicados poro el ensayo.

Análisis de los dolos de la detección de mulociones del gen EGFR
Una muestro debe ser correcta según lo valoración de muestras de ADN para
poder analizarla y detectar mutaciones de EGFR (consulte el apartado "Análisis
de los dotas de valoración de los muestras", en la página 79). .

Una vez finalizada la serie de detección de mutaciones de EGFR, consulte el
aportado "Configuración del análisis del software", en la página 78, y analice
los datos tal como se indica a continuación. Consulte lo tabla 7, en la
página 32, para conocer el esquema de tubos.

Análisis de los dolos de valoración de las muestras

11. En la página de análisis, haga c1ic en "Cycling A. Green" (Ciclado A. Verde)
para ver el canal verde (FAM).

12. Seleccione "Named OnU (Con nombre).
13. Seleccione "Dynamic tube" (Tubo dinámicol.
14. Seleccione "Slope Correct" (Pendiente correcta).
15. Seleccione "linear scale" (Escala lineal).
16. Seleccione "Take off Adj." ¡Aj. de inicio) e introduzca los valores 15,01 en la

casilla superior rlf take off point was calculated beFare cycle" [Si el punto
de inicio se calculó antes que el ciclo]) y 20,01 en la casilla inferior ("then
use the following cycle and take off point" [ulilice el ciclo y el punto de inicio
siguientes]).

17. Configure el umbral en 0,075 y compruebe 105 valores de Cr del canal verde
(FAMI.

Una vez finalizado lo serie de valoración de muestras de ADN, consulte el
aportado "Configuración del análisis del software", en la página 78, y analice
los datos tal como se indica a continuación. Consulte la tabla 4, en la
pógina 21, para conocer el esquema de tubos.

Análisis de control de la serie

Control negalivo

Para garantizar que el molde no está contaminado, el NTC no debe generar
un valor de Cr inferior o 40 en el canal verde (FAMI.

Paro garantizar que la serie está configurada correctamente, el NTC debe
mostrar una amplificación dentro del intervalo de 29,85 a 35,84 en el canal
amarillo (HEX¡. los valores especificados son los comprendidos entre estos
valores (ambos incluidosj.

Control posilivo

El control positivo (pe¡ de EGFR debe generar un valor de Cr en el canal verde
¡FAMI dentro del intervalo de 28,13 a 34,59. La aparición de un valor fuera
de este intervalo indica un problema de configuración del ensayo. la serie ha
generado un error.

,Nota: no deben utilizarse los datos de las muestras si ha fallado el control

negativo o positivo. -",::::::;'~~~f::::=:;=~

\, ." -

-MARISOL. M SINO
BloaUIMICA' N.9493
DT. TECNOL B S.A
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Tabla 15. Intervalos de eT aceptables para los controles positivos de reacción
¡ensayo de detección de mulaciones de EGFRI

Control positivo

En cada ensayo de mutación de EGFR, el control positivo (PC) de EGFR debe
generor un volor de eT en el canal verde IFAfv\1dentro del intervalo como se
indica en la tabla 15. La aparición de un volor fuera de este intervalo indica
un problema de configuración del ensayo. La serie ha generado un error.

Nota: no deben utilizarse los dotos de los muestras si el conlrol de análisis
negativo o positivo da error.

Análisis de control de la serie
Consulte el organigrama del análisis de control de lo serie en la ¡lustración 39.

~_.
110_""..,.•..•.•_ .. ............_ .•.

~ '~ Mezcla de reacción Muestra Canal Inlervolo de C,""")01,,,"1 ..........""

~ ~ ~ Control PC Verde 28,13-34,59

~ ~ r-7:n ,
T790M PC Verde.,~ ..~ .~ 30,22-34,98

~ ~ ~
I Deleciones PC Verde 28,90-34,90~ l~_. ~_. .- - -- .

~~o.,~~_ l858R PC Verde 29,97.34,81UlotO •••• _ ••• >Q •••• _ Gyt ••••••• _

'\) $~'~"~,,~,M~"

l861Q PC Yerde 28,49-34,02.~ ,-
G719X PC Yerde 29,42-34,19

ltO ,,,._ ••
Col\lrol pcnItlvo ~( ___ or""'va )~ c. •••••••••••••••....--...•. c.ofrfito l \.. ••b_ • 57681 PC Verde 28,98-35,19l'J.tI-JOPlI

------- ---
Inserciones PC Verde 27,92.34,09

Ilustración 39. Organigrama del anát.sisde control de la serie para la detección de mutaciones
d. EGfR

Control negativo
Paro garantizor que el molde no estó contaminado, el NTC de coda ensayo
de mutación de EGfR no debe generar un volor de el inferior o 40 en el canol
verde ¡fAMJ.

Pora garantizar que lo serie esló configurado correctamente, el NTC debe
mostrar una ampli~coción dentro del inlervalo de 29,85 o 35,84 en el canal
amarillo (HEX). los valores especificados son los comprendidos entre estos
volores (ambos incluidos).

'., ")
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Análisis ele la muestra - Valor ele C, elel canal vercle (FAM) poro el control ele
la muestro

Si los controles positivo y negativo de lo serie de detección de mutaciones de
EGFR son vólidos, se puede continuar con lo detección de mutaciones de EGFR
en las muestras.

El valor de C, de control poro uno muestra en el canal verde (FAM) debe
figurar en el intervalo de 23,70 a 31,10. Consulte la labia 7, en lo página 32,
poro conocer el esquema de tubos.

Si el volar de Cl de control poro la muestra se encuentra fuero de este intervalo
procedo como se indiCO a continuación poro cada coso. ~~

• Valor de Cl del ensayo de control de la muestra < 23,70 (f.'Jr. :
s muestras con un volar de Cl de control < 23,70 {concentración (e d

-;\SINOaeADNjsoorecorgorán los eñsayos e muto i6' -por to-que debe~~ ! s

.N.~483 ~~A .
MARISOL
BJOOUIMICDT.
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Para detectar cada mutación' a un nivel bajo, se diluyen las muestras
sobreconcentradas para que queden comprendidas en el intervalo de Cl
de 23,70 a 31,10. Al diluir el ADN de la muestra, aumenta el Cl (una
dilución 1: 1 aumenta el valor de Cl en aproximadamente 1,Oj. Diluya las
muestras con el agua suministrada con el kit (agua para la dilución [Dil.)).

11 Valor de Cl del ensayo de control de la muestra> 31,10

Se recomienda volver a extraer las muestras con un Cl de control> 31 ,10
en el canal verde (FAMJ. El ADN molde inicial presente no es suficiente
para detectar todas las mutaciones de EGFR con los valores de corte
indicados para el ensayo.

Consulte el organigrama del análisis de la muestra para la detección de
mutaciones de EGFR en la ilustración 40.

Análisis de la muestra - Valor de Cr del canal amarillo (HEX)del control inlemo
de la muestra

Consulte el organigrama del análisis de la muestra para la detección de
mutaciones de EGFR en la ilustración 40.

Es necesario analizar todos los tubos de cada muestra. Compruebe que cada
tubo genere una señal HEX comprendida en el intervalo de 29,85 a 35,84 del
control interno en el canal amarillo (HEXJ.Existen 2 resultados posibles.

11 Si el Cl del control interno se incluye dentro del intervalo especificado
{de 29,85 a 35,84L el resultado es positivo para la amplificación de
canal amarilla (HEXI.

La amplificación de canal amarillo (HEX¡de ese tubo es válida.

11 Si el Cl del control interno está por encima del intervalo especificado
(> 35,84), el resultado es negativo paro la amplificación de canal amarillo
(HEXI.

Si existe amplificación en el canal verde (FAM) para ese tubo, la
amplificación del canal amarillo (HEX¡es vólida. Si no existe amplificación
en el canol verde (FAMI para el tubo, la amplificación del canal amarillo
(HEX) na es válida.

La amplificación del control interno en el canal amarillo (HEX)puede generar
un error provocado por una inhibición de la PCR. Si se diluye la muestro, se
pueden reducir los efectos de los inhibidores. Cabe destacar que esta acción
también dHuye el ADN diana de la muestra. Diluya las muestras con el agua
suministrada con el kit (agua para la dilución [Dil.]).

Análisis de la muestra - Valor de Cr del canal verde (FAM) de los ensayos de
mutaciones de la muestra

Es necesario comparar los valores del canal verde IFAM) de las 7 mezclas
para reacción de mutación de EGFR con los valores de la tabla 16. Losvalores
especificados son los comprendidos entre los valores mostrados ¡que también
se incluyen). Consulte la tabla 7, en la pógina 32, para conocer el esquema
de tubos.

1

Ilustración40.Organigramadelanálisisde lamuestrade la seriepara la delecció"n~d:e~~~~~~;;;;:::::
mutacionesde EGFR .••

MARISOL ASINO
BIOOUIMICA. .N.9483
OT•TECNO B S.A.
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Tabla 16. Valores aceptables para las reacciones de mutaciones de EGFRde las
muestras en el canol verde (FAM) (ensayo de detección de mutaciones de EGFR)

Ensayo Intervalo de C, Valor de corte (L1CT)

T790M 0,00-40,00 ~ 7,40

[D~l~i~~e~
~_.~

0,00-40,00 ~ 8,00
- --~-----

L858R 0,00-40,00 ~ 8,90

~61Q 0,00-40,00 ~ 8,90 I
- --- -~~-~~~ ---_. - -_._-- --~,

G719X 0,00-40,00 ~ 8,90

~6~1 0,00-40,00 ~ 8,90
- .. - ~---~----_ ..- .~---- -- - -

Inserciones 0,00-40,00 ~ 8,00

• Si el eT del ccnal verde IFAMJ de la muestro se incluye denlro del intervalo
especificado, lo amplificación del canol verde es positiva.

• Si el CTdel canal verde IFAM.1de la muestro esté por encima del intervalo
especificado o si no existe amplificación, lo amplificación de FAM es
negativo.

Calcule el volor de 6C1 de todos los lubos de delección de mutaciones de EGFR
que presenten amplificación de FAM.positivo tal y como se indico o continuo.
ción. Es importante utilizar los valores de CI de mutación y de control de uno
mismo muestro. Consulte la tabla 7, en lo pógina 32, para conocer el esquema
de tubos.

El estado de los reacciones de mutación de codo muestra puede ser uno de
los siguientes:

• Mutación detectado

• Mutación no detectado

• No válido

Mutación detectada

La amplificación del canal verde (FAMJ es positiva y el valor de D.CI es igual,
o inferior, 01 valor de corte. Si se detectan varias mutaciones paro una muestro,
pueden notificarse todas.

Mutación no detectada

lo amplificación del canal verde IFAMI es positiva y el valor de D.Cr está por
encima del valor de corte.

La amplificación del canal verde IFAMI es negativa y lo amplificación del canal
amarillo (HEX, control intemol es positiva.

Na vó/ida
lo amplificación del canal amarillo (HEX, control internol no es válida.

lo amplificación del canal verde IFAMI es negativo y lo amplificación del canal
amarillo (HEX, control internoJ es negativa.

Noto: uno muestro puede ser negativa poro lo amplificación del canal amarillo
(HEXIen un tubo, pero positivo para lo amplificación del canal verde IFAM) en
un segundo tubo. En este coso, un resultado HMutotion detectedH ¡Mutación
detectado) en un segundo tubo se puede considerar válido, si bien la mutación
específico identificado podría no ser la único presente en la muestro.

,-

_____________________________ --' __ MARISO -MASING
'". BIOOUIMIC .• M.N. 9483

DT - TEC LAB S.A.

D.CI c [volar de Cl del ensayo de mutación]
- [valor de eT del ensaya de control)

Compare el valor de D.C, de lo muestro con el punto de corte del ensayo en
cuestión (tabla 161. Asegúrese de que se aplico el punto de corte correcto.

El punto de corte es el punto a partir del que uno señal positiva de un ensayo
podría ser la respuesto o uno señal de fondo del primer ARMS en AON nativo.
Si el valor de D.C, de la muestra es superior al punto de corte de un ensayo,
ésto se considera negativo o fuera de los límites de detección del kit de dicho
ensayo.
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4. Se abre el asistente paro lo configuración de therascreen EGFRCE Assay
Package. Haga die en "Next" (Siguiente) paro continuar [Ilustración 41).
-£JI Setllp. Robr-Gene Q thennCrN:O EGfR CE An~r P/lCb9., l'9:J.;.~..J_ •

1.. _j

Nffl) ¡ ~ t'

Welcome to the Rotor-Gene Q
therascreen EGFR CE Assay
Package Setup Wizard

""""'-f'l!:.ll..,,.,lld~fo~~irl,,,,,".d:,,,,,¡'¿OfP~

Ilustración 41. Cuadro de diálogo "Setup Wizard" (Asistente para la configuración)
(1 = botón "Next" [SiguienteD

5. Leo el Acuerdo de licencia del cuadro de diálogo y marque la casilla
"1 accept the agreement" IAcepto el acuerdo) para aceptar el acuerdo.
Haga die en "Next" (Siguiente) para continuar jilustración 421.
JW

Procedimiento

1. Solicilll el CD #herascreen EGFRCE Assay Package (referencia 902353n.
2. Introduzca el CD en la unidad correspondiente del ordenador conectado al

equipo Rotor-Gene Q MDx.
3. Si el CD se carga automáticamente, haga doble die en el archivo

therascreen_EGFR_CE_Assay_Package_3.0.5.exe para iniciar la instalación.
También puede localizar e iniciar este archivo ejecutable mediante el
explorador de archivos del ordenador conectado.

Apéndice B: instalación del saftware therascreen EGFRCE
Assay Package
El kit therascreen EGFR RGQ PCR se ha diseñado para su uso con el equipo
Rotor-Gene Q MDx y con un rotor de 72 pocillos. El software therascreen
EGFR CE Assay Package se encuentra disponible por separado en CD
¡referencia 90235371. El poquete de ensayo incluye "therascreen EGFR CE
Control Run Locked Templete" y "lherascreen EGFR CE locked Templete".

Nota: el software therascreen EGFR CE Assay Package solamente es compatible
con el software Rotor-Gene Q, versión 2.3. Compruebe que se hayo instalado
la versión correcta del software Rofor-Gene Q antes de proceder a instalar
therascreen EGFRCE Assoy Package. Si utiliza un equipo Rotor-Gene Q MOx
con una versión de software anterior, actualícelo descargándose la versión 2.3
del software Rotor-Gene Q de la página de producto de Rotor-Gene Q MDx, en
el apartado "Product Resources" (Recursos de productol de la pestaña
"Operating Software" {Software operativol en www.qiagen.com/p/rgq-mdx.

P'.e-a..,lmd:t>e~l.i=lle~.YOO"'ll$l~1hllI~dlí"o$
~bot_~wth1he~:OO

~~
1,Inthe-f~ 'Uo:<l~' refe<!'to~ C<tbH«4ltollffhte4 ~ andf~
"Sdt"'~.Il'e_ll1eprogtll<'!\:l¥lddllt4~on:tú~~íes:_CJ)..
ROM'¡ orovorllle heme! wh these CCIIdb:os. (l'}'tIIJ "'" ~ d l!IIl'fMPect d
, ~<>rhil\'eM1!~t">eyW.Ad~etI'-*'<ll"
~~CQIllJ The SdtwnandNff!IC~~\lllC>rlhw,

Ól!~er(íre!y\llp&lll ••-,",_ ~,"delY~ 1ll>IÍ~al'
.~~,*,wil<e~.

,""""
,ji;~~-¡¡;;;iC;::cl
l)IIiO~ae!:~the~

1
2

~ ~>' r~~l!

,,~~~~~~~~~lustración 42. Cuadro de diálogo NLicenseAgreementN (Acuerdo de licencia) (1 = NIaccept
<: M.ARISOL MASrn~reement" [Acepto el acuerdol,2 = Botón NNext" [Siguiente]}

BIOQU1MIC • M.N. 9483
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Termociclador para PCR en tiempo real y
analizador de melting de alta resolución
(HRMJ con 5 conoles lverde, omorillo,
naranja, roio y carmesij más un canal
HRM, ordenador port6til, software,
accesorios, 1 año de garantía en piezas
y mano de obro, instalación y formación

Termociclador poro PCR en tiempo reol y
analizador de melting de alto resolución
IHRMI con 5 canales (verde, amarillo,
naranja, rojo y carmesij mós un canal
HRM, ordenador port6til, software,
accesorios: incluye 1 año de garantía en
piezas y mano de obra, instalación y
formación no incluidos

Para 50 extracciones: 50 columnas
QIAomp MinElute~, proteinaso K,
lompones y tubos de recogido (2 mil

Contenido

Poro 24 reacciones: ensayo de control,
7 ensayos de mutación, control positivo,
Taq ADN polimerosa, agua paro control
sin molde INTC) y oguo poro lo dilución
de lo muestra

Looding Block
72 x 0.1 mi Tubes

Bloque de aluminio paro lo configuración
de reacción manual con pipeta de un solo
canal en tubos de 72 x 0,1 mi

Strip Tubes and Caps, 250 tiros de 4 tubos y tapones poro
0.1 mi 12501 1.000 reocciones

Accesorios de Rotor-Gene Q

Strip Tubes ond Cops, 10 x 250 tiros de 41ubos
0.1 mq25001~---IO'ÓOO reocciones --

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Plotform

Rotor-Gene Q

Rolor-Gene Q MDx
5plex HRM System

QIAomp DNA FFPE
Tissue Kit 1501

Información para pedidos

QIAomp DNA FFPl:Ti"ue Kit

Producto
theroscreen EGFR
RGQ PCR Kit 1241

MARIS L %ASINO 90
BIOaUI CA. M.N. 9483
DT. TE NOLAB S.A.

1l_~

•,t••.' ,...t.-t lo".~.~
therasaeen EGFRCE

Locked Template

Complcting Ihe Rotor-Gene Q
thCI'"8SCreen EGFR Assay Package
5etup Wizard

SN>hnlriRd~ Rl:torGlne Q~ £l:;fR
~~;pl!VI)(U'~et. The:~-rbe
~brae&ecth:le.e~~

Or:krrd"o~ 5etI4t.

__ o • ~ __ ~~ _

.,....,,..~.~
th!raS(r!~n EGFRCE

Control Run lod.ed
Template
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Ilustración 43. Finatlzación del asistente para la configuración (1 = Botón "Finish" (Finalizar»

7. Reinicie e( ordenador.
El asistente genera automáticamente accesos directos a los moldes
Ntherascreen EGFR CE Control Run locked Templaten y Ntherascreen
EGFR CE locked TemplateN y los coloca en el escritorio.

Información de contacto

6. la configuración se inicio Qutomátkamente. Una vez finalizada lo insta-
lación, se abre el último cuadro de diálogo de "Setup Wizardn (Asistente
pora la configuración). Haga die en "Finishn (Finalizar) para salir del
asistente ~lu5tración 43}.

Poro recibir asistencia técnica y solicitar más información, visite nuestro
Centro de servicio técnico en el sitio www Qiº'ílen com/Support llame
0100800-22-44-6000, póngase en contacto con el servicio técnico de
QIAGEN o con los distribuidores locales ¡consulte lo contraportada o

-------------,visite-www-gjogeo.CQm).
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Para obtener información actualizada sobre licencias y exenciones de
responsabilidad específicos del producto, consulte el manual de uso o la guía
del usuario del kit de QIAGEN correspondiente. Losmanuales y las guías
del usuario de los kits de QIAGEN están disponibles en www.qiagen.com
o pueden solicitarse o los servicios técnicos de QIAGEN o a su distribuidor
local. .

Esta página se ha dejado en blanco intencionadamente.

< •

{

MARISOL SINO
BlOQUIMICA- ~ .N.9483
OT. TECNOl B s.~.
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QIAGEN: tecnologías para la preparación de muestras
y ensayos de biología molecular
QIAGEN es el proveedor líder de tecnologías innovadoras para la preparación
de muestras y ensayos d~ biología molecular que permiten el aislamiento y la
defección del contenido de ~ualquier muestra biológica. Nuestros productos
y servicios de vanguardia y máxima calidad garantizan el éxito, desde la
muestra hasta el resultado.

QIAGEN define los estándares en 105 siguientes campos:

• Purificación de ADN, ARN Yproteínas

11 Ensayos de ácidos nucleicos y proteínas

11 Investigación con microARN y ARNi

• Automatización de tecnologías de preparación de muestras y ensayos
de biología molecular

Nuestra misión es ayudarle a superar sus retos y a alcanzar un éxito
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Uso previsto
El kit therascreen EGfR Plasma RGQ PCR es una prueba de diagnóstico in vitro
para la detección de deleciones del exón 19, sustituciones de los exones 20
y 21 (T790M y L858R, respectivamente) en el gen que codifica el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y para la obtención de una valoración
cualitativa del estado de mutación. Los resultados tienen como objetivo ayudar
al personal médico a identificar pacientes con NSCLC que puedan beneficiarse
de un tratamiento con IRESSA1gefitinib), cuando no es posible realizar la
evaluación con una muestra de tejido.

El kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR está concebido para el uso por parte
de personal cualificado en entornos profesionales de laboratorio con muestras
de ADN extraídas de plasma obtenido de sangre de pacientes con cáncer de
pulmón no microcítico INSCLC).

El kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR está diseñado para el uso de
diagnóstico in vitro.

Resumen y explicación
El kit fherascreen EGFR Plasma RGQ PCR es un equipo listo para utilizar que se
ha diseñado para la detección de mutaciones en el gen EGFR relacionado con
el cáncer, mediante una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en equipos
Rofor-Gene Q MDx.

Con ayuda de las tecnologías Scorpions@ y ARMS, el kit theroscreen EGFR
Plasma RGQ PCR permite detectar las siguientes mutaciones del gen EGFR
en un fondo de ADN genómico nativo.

• Deleciones en el exón 19

• T790M

• l858R
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 nativo. Los límites de selectividad y detección
son superiores a los de otras tecnologías como la de secuenciación mediante
terminadores fluorescentes.
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Principio del procedimiento
El kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR combino los tecnologías ARMS
y Scorpions para detectar mutaciones de PCR en tiempo real.

ARMS
La lecnologío ARMS permite llevar a cabo una amplificación específica de los
alelas o las mutaciones ¡amplificación refractaria de sistemas de mutacionesj.
la enzima Taq ADN polimerasa (Taql resulta eficaz para diferenciar entre una
coincidencia y un error de coincidencia en el extremo 31 de un primer o primer
de peRo Algunas secuencias mutadas se amplifican de forma selectiva, incluso
en muestras cuya mayoría de secuencias no presentan la mutación, por
ejemplo: cuando la coincidencia con el primer es completa, la amplificación
se produce con total eficacia. Cuando no hay coincidencia con la base 3',
únicamente tiene lugar una amplificación de fondo de nivel bajo.

Scorpions
La delección de la amplificación se realiza mediante la tecnología Scorpions.
La tecnología Scorpions utiliza moléculas bifuncionales que contienen un primer
de PCR unido covalentemente a una sonda. El f1uoróforo de esta sonda inter-
actúa con un quencher o silenciador, también incorporado en la sonda, lo que
reduce la fluorescencia. Durante la reacción de la PCR, cuando la sonda se une
al amplicón, se separan el f1uoróforo y el silenciador. Esto provoca un aumento
de la fluorescencia en el tubo de reacción.

Ensayos:
Ensayo de control
El ensayo de control, marcado con FAM, sirve paro yalorar el ADN total de
la muestra. Este ensayo amplifica una región del exón 2 del gen EGFR. Los
primers y la sonda están diseñados para evitar cualquier polimorfismo
conocido del gen EGFR.

Ensayos de mutación
Cada ensayo de mutación contiene una sonda Scorpions marcada con FAM
y un primer ARMS para discriminar entre el ADN nativo y el ADN mutanle
específico.

Controles
Nota: todas las series experimentales deben utilizar los controles que se indican
a continuación.

Control positivo
Cada serie debe contener un control positivo en los tubos del 1 al 4. El kW
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR contiene control positivo ¡PCJ 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.

'~M:ARISOL MA INU
BlóOUtMIC M.N.9483
DT. TECN LAS S.A.

Formato del kit

El kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR se suministra con 4 ensayos:

• 1 ensayo de control (ClrI)

• 3 ensayos de mutación

Todas las mezclas de reacción contienen reactivos para la detección de
objetivos marcados con FAMTM y un control interno marcado con HEXTM.
El ensayo de control inlerno permite detectar la existencia de inhibidores que
puedan conducir a resultados de falsos negativos. La amplificación de FAM
puede dejar fuera de competencia a la amplificación del control interno y el
propósito del control interno es simplemente mostrar que, si no hay amplifi.
cación de FAM, el resultado es un negativo auténtico y no una reocciq,.oA

--- ,P-'C•.o>-Rerrónea.

Manual de uso del kit ,her screen EGFR Plasma RGQ PCR 12/20146

Control negativo
Cada serie debe contener un control negativo ("no template control", NTC -
control sin molde) en los tubos del 9 al 12. El NTC está formado por agua
exenta de nucleasas (H20¡' que se utiliza como "molde" para el control sin
molde. El control sin molde se utiliza para evaluar las posibles contaminaciones
durante la configuración de la serie y para evaluar el rendimiento de la
reacción de control interna.

5MonlJol de uso del kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR 12/2014



Materiales suministrados
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Contenido del kit

Evaluación de la reacción de control interna

Cada mezcla de reacción contiene un control interno, además de la reacción
objetivo. Un error indica que pueden existir inhibidores que podrían derivar
en resultados de falsos negativos o bien que se ha producido un error de
configuración del usuario poro ese fubo,

Si el error del confrol interno se debe o uno inhibición de PCR, diluir lo muestra
podría reducir el efecto de los inhibidores, pero debe tenerse en cuenta que eslo
también diluiría el ADN objetivo. la amplificación de FAM puede desplazar a
la amplificación del control interno, por lo que el valor de CT (HEXjdel control
interno generado podría estor fuero del intervalo especificado. Los resultados
de FAM siguen siendo válidos poro estos muestras.

..-_ ...••.

Materiales requeridos pero no suministrados
Siempre que trabaje con productos químicos, utilice uno boto de laboratorio
adecuado, guantes desechables y gafos protectoras. Poro obtener más
información, consulte las hojas de datos correspondientes sobre seguridad
SDS gue puede solicitar al proveedor del producto.

MARIS6
BloaUIMIC

MASINO
• M.N, 9483
LAR S o
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Precauciones generales
El usuario debe proceder siempre de acuerdo a las siguientes
recomendaciones:

Nota: extreme [a precaución para evitar la contaminación de [as reacciones de
PCR con material de control sintético. Es recomendable usar pipetas específicas
independientes para preparar las mezclas de reacción y añadir ADN molde.
La preparación y dispensación de las mezclas de reacción deben realizarse
en una zona distinta a la utilizada para añadir el molde. los tubos de Rotor-
Gene Q no se deben abrir después de haber finalizado la serie PCR. ~g !lo
se evita la contaminación del laboratorio con productos posteriores C

Nota: [os reactivos están validados para [a configuración manual Ji: y ti ¡z
un método automatizado, podría reducirse e[ número de posible ci~
debido-a--i OSTeactfvos -necesorios-para-rel-le r~v-e1úmeAes--muer.t :
equipos.

Advertencias y precauciones
Para uso en diagnóstico in vitro

Para uso profesional

Información de seguridad
Siempre que trabaje con productos químicos, utilice una bata de laboratorio
adecuada, guantes desechables y gafas protectoras. Para obtener más
información, consulte las hojas de datos correspondientes sobre seguridad
(SDS). Puede obtenerlas en linea en el práctico y compacto formato PDF en
www.qiagen.comlsafely. desde donde también podrá buscar, ver e imprimir
las hojas de datos SOS de todos los kits y componentes de [os kits QIAGEN.

• Utilice puntas de pipeta exentas de DNAsa, RNAsa y ADN con filtros"
y asegúrese de gue las pipetas se han calibrado según las instruccione\
del fabricante.

11 A[macene y extraiga el material positivo (muestras y controles positivosl
por separado del resto de reactivos y añáda[o a la mezcla de reacción
en una zona separada físicamente.

• Descongele bien todos los componenfes a temperatura ambiente
(15-25 oC) antes de iniciar un ensayo.

• Cuando se hayan descongelado, mezcle los componentes invirtiendo cada
tubo 10 veces y centrifúgue[os brevemente.

• Kit para el aislamiento de AON ¡consulte "Procedimiento", en la
página 131

• Pipetas exclusivas* (ajustables) para la preparación de muestras

• Pipetas exclusivas* (ajustables) para la prepara~ión de la mezcla maestra
para PCR

• Pipetas exclusivas* (ajustables) para la dispensación de AON moldel

• Puntas de pipeta exentas de DNAsa, RNAsa y AON con filtros (para evitar
la contaminación cruzada, recomendamos puntas de pipeta con barreras
para aerosolesl

• Agua de baño o dispositivo similar que permita incluir tubos para
centrífuga de 50 mI a una temperatura de 60 oC

• Blogue térmico o dispositivo similar que permita [a incubación a una
temperatura de 56 DC*

11 Hielo picado

11 Centrifuga de mesa* con rotor para tubos de reacción de 2 mi

11 Vórtex

• Eguipo Rotor-Gene Q MDx*t con canales de fluorescencia para Cyeling
Green y Cycling Yellow (detección de FAM y HEX, respectivamente)

11 Software Rotor-Gene a, versión 2.3

11 0.1 mi Strip Tubes and Caps (tubos y tapones de tiras de 0,1 mI) para uso
con un rotor de 72 pocillos ¡referencia 981103 ó 981106)

• Tubos de microcentrifuga exentos de DNAsa, RNAsa y ADN para [a
preparación de las mezclas maestras

• laading Block 72 x 0.1 mi Tubes ¡tubos de 72 x 0,1 mi de bloque de
carga), blogue de aluminio para la configuración de reacción manual con
pipeta de un solo canal (QIAGEN, referencia 901 B9011

Compruebe que los equipos se han revisado y calibrado según las recomendaciones del fabricante.
Esta no es una lista de proveedores completa.
No utilice alcohol desnaturalizado, que contiene otras sustancias como metonor o metiletilcetona.
En otros países, si corresponde, se puede utilizar el equipo Rotor-Gene Q 5plex HRM con una fecha
de producción de maya de 2011 o posterior. La fecha de producción se puede obtener del número
de serie situado en le parte posterior del equipo. El número de serie presenta el formato

-~----~-- ",mmaannn:._donde..:m.m.:J_!1dlqLel mes d~...I~roducción en d¡g~s._ NaaN indica los dos últimos
dígitos del año de producción y "nnn" indica el identificador exclusíva del equipo.
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Manipulación y almacenamiento de muestras
Nota: todas las muestras deben manipularse como material potencialmenfe
infeccioso.

El material de las muestras debe ser ADN genómico humano obtenido de
plasma. Las muestras se deben transportar de acuerdo con la metodología
anatomopatológica estándar paro garantizar la calidad de las muestras.

previo al análisis después de configurar las reacciones de PCR no debería
superar:

• 7 horas si se almacenan a temperatura ambiente

Nota: este tiempo incluye tanto la configuración de la PCR como el
almacenamiento.

• 18 horas si se almacenan en un congelador (2-8°C)

Nota: este tiempo incluye tonto la configuración de la PCR como el
almacenamiento.

Nota: los primers Scorpions (como todas las moléculas marcadas con fluores-
cencia) incluidos en los reactivos de la mezcla de reacción son muy sensibles
a la luz. Proteja los reactivos de control y de la mezcla de reacción de la luz
para evitar el blanqueamiento.

Los reactivos del kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR ofrecen una dilución
óptima, por lo que no es necesario realizar más purificaciones ni ningún otro
tratamiento antes de utilizarlos para el análisis según las indicaciones de las
Instrucciones de uso (Manual) del kit therascreen EGFR Plasma RGO peRo

Debe prestar especial atención a las fechas de caducidad y condiciones de
almacenamiento impresas en las cajas y etiquetas de todos los componentes.
No utilice componentes caducados o mal almacenados.

Para mantener un rendimiento óptimo de los reactivos del kit, no los sustituya.

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

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

Manual de uso del kil therascreen EGFR Plasma RGQ PCR 12/2014

Nota: todos los reactivos del kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR se han
formulado específicamente para su uso con las pruebas mencionadas. Todos
los reactivos suministrados con el kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR se
suministran para su uso exclusivo con otros reactivos del mismo kit therascreen
EGFR Plosma RGQ peRo

Almacenamiento y manipulación de reactivos
El kit therascreen EGFR Plasmo RGQ PCR se suministra en hielo seco. Si alguno
de los componentes del kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR no está
congelado a la llegada, si el embalaje externo se ha abierto durante el
transporte o si el envío no incluye la nota de embalaje, las instrucciones de uso
o los reactivos, póngase en contacto con los departamentos del servicio técnico
de Q1AGEN (visite www.qiogen.com).

Una vez recibido, almacene inmediatamente el kit therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR en un congelador o una temperatura conslante de entre -15 y
-30 oC y protéjalo de la luz. Si se almacena en las condiciones especificadas,
el kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR se mantiene estable hasta la fecha
de caducidad indicada.

Una vez abiertos, los reactivos deben almacenarse en el embalaje original a
una temperatura comprendida entre -15 oC y -30 oC durante 90 días o hasta
la fecha de caducidad indicada en el embalaje, el periodo que transcurra
primero. No es aconsejable descongelarlo y volver luego a congelarlo. No
exceda el máximo de 8 ciclos de congelación-descongelación.

Los reactivos deben descongelarse a temperatura ambiente durante un mínimo
de 1 hora y un máximo de 4,5 horas. Cuando los reactivos están listos para
ser utilizados, pueden configurarse las reacciones de PCR. Los tubos de Rotor-
Gene Q, que contienen las mezclas maestras y la muestra de ADN, pueden

cargarse en el equipo Rotor-Gene Q MDx inmediatamen~!,! ..El~i~\7\~0tt~o~to~..I~~~~~f..:_===='"':
MARISOL MASINO
c'OC' "\Ale. N.9483
DTnTEC L~
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Procedimiento Protocolo 1: detección de mutaciones de EGFR
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• Para cada muestra de ADN, los ensayos de control y de mutación deben
analizarse en la mismo serie de PCR, a fin de evitar variaciones entre'
series analíticas.

Antes de comenzar

• Antes de cada uso, descongele todos los reoctivos durante un mínimo de
1 hora y un máximo de 4,5 horas a temperatura ambiente (15-25 oC),
mézclelos invirtiendo cada tubo 10 veces y centrifúguelos brevemente
poro depositar el contenido en el fondo del tubo.

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

Procedimiento

1. Descongele totalmente todas las mezclas de reacción, el agua exenta de
nudeosos poro el control sin molde (NTC)y el control positiva (PC)de EGFR
a temperatura ambiente (de 15 oC a 25 oC) durante al menas 1 hora.
Cuando se hayan descongelado los reactivos, mézclelos invirtiendo cada
tubo 10 veces para evitar concentraciones localizadas de sales. A ccnti.

• Pueden analizarse hasta 16 muestras en una placa.

• Pipetee la enzima Taq. Para ello, introduzca la punta de la pipeta justo
debo jo de la superficie del líquido para evitar que la punta se cubra de
enzima en exceso.

Cuestiones importantes antes de comenzar

• Antes de iniciar el procedimiento, consulte el apartado "Precauciones
generales", .en .10página 10.

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

• No mezcle en vórtex lo enzima Taq ADN polimerasa ITaqj ni ninguna
otra mezcla que contenga Taq ADN polimerasa, ya que esto inactivaría
la enzima.

"A-SINO
.N.9483
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BIOOU,MIC
DT-TEC

13

Extracción de ADN

las características de rendimiento de este kit se han determinado mediante
ADN extraído con el kit QIAamp@Circulating Nudeic Acid (n.o de-refe-
rencia 55114). Si se utiliza el kit QIAamp Circulating Nucleic Acid, lleve
a cabo la extracción del ADN de acuerdo con las instrucciones del manual
y tenga en cuenta las recomendaciones siguientes:

11 El volumen inicial de plasma es de 2 mI.

11 Antes de realizar la extracción, es necesario centrifugar 2 mi de plasma a
3.000 rpm durante 2 minutos y transferir el sobrenadante a un tubo limpio.

11 El volumen de proteinasa K debe ser de 250 1-'1.

11 la digestión de la proteinasa K debe realizarse durante 1 hora a una
temperatura de 60 oc.

11 El ADN genómico purificado debe eluirse en 55 !JI de tampón AVE
(suministrado en el kit QIAamp Circulaling Nucleic AcidJ.

• Almacene el ADN genómico purificado o una temperatura de entre -15
y -30 oc.

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

Manual de uso del kit therascreen EGFRPlasmaRGQ PCR 12/2014



Tabla 1. Tiempos de descongelación, configuraciones de la PCR y temperaturas
de almacenamiento

Tiempo de descongelación

Mínimo Máximo
Control CTRL 19,50 ~I x (n+11 0,50 ~I x (n+11

T790M T790M 19,50 ~I x (n+11 0,50 ~I x (n+11

Deleciones Del 19,50 ~I x (n+11 0,50 ~I x (n+11

L858R L858R 19,50 ~I x (n+1) 0,50 pi x (n+11

1 hora

1 hora

4,5 horas

4,5 horas

Temp. almac.
posterior a config.
de PCR

Tiempo máximo
conlig. de PCR
y almacenamiento

7 horas

18 horas

Tabla 2. Preparación de las mezclas maestras.

Ensayo Tubo poro Volumen de mezcla
mezcla de de reacción
reacción

Volumen de Taq AON
polimeraso (tubo para Taq)

..•.

Nota: la configuración de la PCR debe realizarse a temperatura ambiente.
Por "Almacenamiento" se entiende el tiempo transcurrido entre la finalización
de la configuración de la PCR y el inicio de la serie de PCR en el equipo Rotor-
Gene Q MDx.
Nota: descongele la enzima Toq ADN polimerasa (tubo paro Taq) a tempe-
ratura ambiente (15-25 oC) a la vez que otros reactivos (consulte el apartado
"Almacenamiento y manipulación de reactivos", en la página 111. Centrifugue
el tubo brevemente para que la enzima se deposite en el fondo del tubo.

2. Etiquete 4 tubos para microcentrífuga (no suministrados) de acuerdo con
cada una de las mezclas de reacción correspondientes que se muestran en
la tabla 2. Prepare suficientes mezclas maestras (mezcla de reacción para
controlo mutación [tubo pora CTRL,T790M, deleciones y L858R] más Taq
ADN polimerasa [Taql) poro las muestras de ADN, una reacción para
control positivo (tubo poro PCI de EGFRyagua exenta de nucleasas como
reacción para control sin molde {tubo para NTCj, según 105 volúmenes
indicados en la tabla 2. Incluya reactivos para una muestra adicional a fin
de que exista excedente suficiente poro la configuración de la PCR. Las
mezclas maestras contienen todos 105 componentes necesarios para la PCR
excepto la muestra.

* Cuando realice la mezcla maestra, no olvide preparar la cantidad suficiente para 1 muestra
adicional a fin de que exista excedente suficiente para la configuración de la PCR.

Nota: cuando prepare la mezcla maestra, añada al tubo correspondiente
primero el volumen necesario de mezcla de reacción para controlo
mutación y, por último, la enzima Toq ADN polimerasa.

3. Coloque el número adecuado de tiras.de 4 tubos para PCR (cada tira consta
de 4 tubos) en el bloque de carga según la disposición de la tabla 3. No
tape los tubos.
Nota: deposite los tapones en el contenedor de plástico hasta que los
necesite.

4. Tape el tubo de la mezcla maestra e inviértalo 10 veces para mezclar la
mezcla maestra. A continuación, centrifúguelo brevemente para asegurarse
de que la muestra se encuentre en el fondo del tubo. Añada inmediatamente
20 ¡JIde la mezcla maestra en cada una de las tiras de tubos para PCR
correspondiente.

s. Añada inmediatamente S ¡JIde agua exenta de nucleasas (H:zO) a 105 tubos
de tiras de PCRde control sin molde ¡números de los tubos de PCR:del 9
al 121y tápelos. .

6. Añada 5 pi de cada muestra a los tubos de muestra (tubos pora PCRdel 5
al 8, del 13 al 16 y del 17 al 72) y tápelos .

7. Añoda 5 pi de control positivo ¡Pe}de EGFRa los tubos de control positivo
(números de los tubos de PCR:del 1 al 41 y tápelos. Cado muestra de AON ~\ .
se debe analizar con el ensayo de control y con todos los ensayos de
mutación. La disposición se muestran en la tabla 3.

Manual de uso del kit therascreen EGFRPlasma RGQ PCR 12/2014
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Tabla 3. Disposición de los ensayos de control y mutación

12/2014

Temperatura TIempo Obtención de data,

95.C 15 minutos Ninguno

95.C 30 segundos Ninguno

60.C 60 segundos Verde y amarillo

Tabla 4. Paró metro' de ciclo

Ciclos

Protocolo 2: configuración del equipo Rotor.Gene Q EGFR
En resumen, los parámetros de ciclo son los siguientes.

1, Haga doble dic en el icono del software Rotor-Gene Q, versión 2.3, situado
en el escritorio del pe conectado al equipo Rotor-Gene Q MDx. Seleccione la
pe,taña "Advanced" (Avanzadol dentro del cuadro de diálogo "New Run"
(Nueva serie) que se muestra.

2. Para crear un nuevo molde, seleccione "Empty Run" (Serie vacíal y haga
dic en uNew" (Nueva) para acceder al "New Run Wizord" (Asistente poro
series nuevas).

3. Seleccione N72-Well Rolar" (Rolar de 72 pocillo,) coma tipo de rotar.
Confirme que el anillo de Fijación esté sujeto y morque la casilla ULocking
Ring Attached" (Anillo de fijación ,uieta). Haga clic en "Next" (Siguientel
(con,ulte la ilu,tración 11.

40

. ij~-16rr-":=-Coadi'O"-de -d¡6iogO--"New-Run-wrw~r~stente.pora-leries.

MASINO

LÁ~8S.Á.

ARISO
BlO&tJl91'
OT .fVEC

'.' ,

Controles Número de muestras

Ensayo PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

ClrI 1 9 17 25 33 41 49 57 65

T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66

Deleciones 3 11 19 27 35 43 51 59 67

l858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68

Número de muestras

Ensayo 8 9 10 11 12 13 14 15 16

ClrI 5 13 21 29 37 45 53 61 69

T790M 6 14 22 30 38 46 54 62 70

Deleciones 7 15 23 31 39 47 55 63 71

l858R 8 16 24 32 40 48 56 64 72

Manual de uso del kit therOJcreen EGFRPlasma RGQ PCR 12/2014

8. Con un rotulador permanente, marque 105 tapones de 105 primeros tubos de
coda tira de 4 tubo, poro PCR (p. ej., po,icione, 1,5 Y9, etc.1 poro marcar
la orientación de carga de 105 tubos en el rotar de 72 pocillos del equipo
Rolor-Gene Q MOx.

9. Coloque lodo, la, tira, de 4 tubo, pora PCRen la, po,icione, apropiada,
del rotar de 72 pocillo, y compruebe vi,ualmente que lodo, lo, tubo,
contienen un volumen idéntico.
Nota: asegúrese de que los tiros de los tubos no están al revés cuando
los transfiero 01 rotor,

10. Si el rotar no está lleno, rellene los espacios restantes (on tubos vacíos
tapodo,.

11. Coloque inmediatamente el rotor en el equipo Rotor-Gene Q MDx.
Asegúrese de que el anillo de fijación (accesorio del equipo Rotor-Gene Q
MOJe) se encuentra en la parte superior del rotor para proteger los tubos
durante la serie.

12. Con,ulte la configura<Íón del equipo Rolar-Gene Q MOx ("Protocolo 2:
configuración del equipo Rotor-Gene Q EGFR", en la página 181 poro
crear el perfil de temperatura e iniciar lo serie.

--_._-----_.- --~---------_.



Ilustración 2. Introducción del nombre del usuario y los volúmenes de reacción.

VedeNew •. I
Edil- [

EdtGan. .. I
R~ I

RWllDl'lldt I

OwnelSet\cI:

NM'Ie SCUQ'l O~eQor G••••.•
G,~ 470rrn 510Yn 5
Yebo 5J)wn 555rTn 5
O,1If'ge $Srrn 6l0Yn 5
Red G'25-rn 6tilh'n 5
cm-. Gllnnnlh 7
HRIot 4Qh-n 51[t-m 7

G ••••.•OP!iM4iion. .. l

Ilustración 3. Edición del perfil.

5. Haga e1ieen el botón "Edil Pralile" IEditar perfil} situada en el cuadra de
diálogo hNew Run Wizord" IAsistente poro series nuevos) !consulte la
ilustración 3) y programe los parámetros de la serie analítica a partir
de los pasos siguientes.

1

5

- -- - - ---- - --

~New Aun Willlrd

T~Kteen~~~lorlheM\~It.:IO:lds. Imbol<~
c/icl<Í"9Ne-t.....,.,JIC'JlIIe~to...,.,..,lglM,..",¡p.age. ~ on ......-u •..

ltoe••••urd Forheb

O~~or. "'lE ~ i:::; ~CIII..tnYer
1T'CiU<~_1he

N"",,: 'em fo'heb.You
'ClI/'Im cid. on.
:CGl'bobco<10~
I-cbtlboU: b
lavalable~

~~~.., ""1

S-*~: .2.3_ ..oH

S~""-.l1 Hin
Iu~»

-~

4. Introduzca el nombre del usuario. Añada las notas que desee e introduzco
el volumen de reacción como 25. Asegúrese de que "Sample Layout"
(Disposición de muestras) indica "1, 2, 3 ... ". Haga dic en "Next" (Siguientel
(consulte lo ilustración 2).

3
4

2

1

6. Haga dic en el botón "Insert after" (Insertar después) y seleccione
"New Hold at Temperoture" INueva fase de temperatural (consulte
la ilustración 4).

J'.fJW.g
_ Q;oor>Sfo4" 1<0\'>

¡h,,¿,, •••••• _flID-.dIllio_ l""".,.~ __ h"""bo~-

I
I
"""'~"'."'-"'..•..=._~.---I--,-..l:!!-;;;:;;.:I.- •••,•••••---.,....¡-....:..--+12

., -"'*
'_""U''''Il I
CCol'ftlOnto'Ofl;""

Ilustración 4. Inserción de un paso de incubación inicial.

I;;!~~~.
-."" .MhRIS MASINO

BloaUIMI A..M.~. 9.\&3
QI 665 A
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9. Seleccione el segundo poso y establezca el valor en uóO°C for 60 secs"
(60 oC paro 60 s). Para activar la obtención de datos durante este paso,
seleccione el botón "Not Acquiring" (No adquirir) (consulte la ilustración 7).

7. Cambie el valor de "Hold Temperature" (Mantener temperatural a 95 'C
y "Hold Time" ¡Mantener tiempo) en "1 S mios O secs" (15 min O si. Haga
e1icen el balón "Insert Alter" (Insertar despuésl y seleccione "New Cyeling"
(Ciclos nuevas) (consulte la ilustración S).
~ f 611P'ofllo IX!
;..~. tl ••• ~- ~~ •.• ~

T""•.••••••••.e~16".".",¡'IIo....-clolo,1""'1~_~.,." ••••••~~:

2

3

Ilustración 5. Paso de incubación inicial a 95 oC.

8. Cambie el número de repeticiones de ciclo a 40. Seleccione el primer paso
y establezca el valor en "9S'C for 30 secs" (95 'C poro 30 s) (consulte la
ilustración 61.
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Ilustración 7. Paso de ciclado a 60 oC•
.•~ • f;J lrI .;_ o.-o.s.... .•. _
'''''_~Wlr--'''."""",,'''''~ 1"""••• '•..•••.•10110,.-...

12/2014Moouol de uro del klt/osaeeo EGfR Plo,mo RGQ PCR

.-INo--------J,O ~
.'¿83 ~
S.A,

2221

MARIS
BIOOUIMICA.
DT-TCCNO

2

..•..• l.:? :.

, .'. "

"~;."1"'11'••.•••.-.t __ •.••••••
:;¡

a.:. ••••••• _"'~ •.

f
'M","
O<l",_<lihil.l""

t'_S'oc>.~"'--.r l.-IIM'QOr,_

1

3

Manual de uso del kit fheroscreen EGFRPlasmo RGQ PCR 12/20 lA



2

1

'" 3

I

I
I

I

\
I_Sfoo> .:J

"".....•.
.........., .•~,.-r",,_
r"t._

,••••.•••.-.!tl.-..ttl
ti<o- •••••.•• _ •.•• _blO>o •• .....t. •.•. _ ..•..• ~w __ •••.••«lo'

_~ . t.. '" .-.- (t,on s..... _
1•••_ ••"'•.....,.;.:.,..¡I~~oI••_I"".--.¡;,,;,,_ •....•...•k_

O<Io•••a~_ ••-.I:

f

Ilustración 9. Eliminadón del paso de extensi6n.

12. En el cuadro de diálogo siguiente, haga die en el botón IJGain Optimisation"
IOptimización de ganancial Iconsulte la ilustración 101.

11. Seleccione el tercer paso y elimínelo mediante el botón u.". Haga die en
"OK" (Aceptarl (consulte la ilustración 9).
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Acquisltlon

10. Establezca "Green" (Verde) y "Yellow" IAmarillo) como canales de
obtención. Para ello, seleccione el botón 1t>11 poro transferirlos de la lista
"Available Channels"ICanales disponiblesl. Haga elic en "OK" (Aceptar)
(consulte la ilustración 8).

CR 12/2014

l1ustraci6n 8 Adquisici6n en el paso de ciclado o 60 oC
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13. Haga die en el botón II'Optlmise Acquiringll' (Adquirir optlmización). Para
codo canal, se muestra la configuración de canal. Acepte los valores
predeterminados haciendo die en HOK" (Aceptar) para ambos canales
(consulte lo iluslroción 11).

14. Active lo casilla "Perform Optlmisatlon befare 1st Acquisitlon" (Ejecutar la
optimización antes de la primera adquisición) y, a continuación, haga die
en el botón "Clase" (Cerrar) para volver al asistente (consulte lo
iluslroción 12).
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Ilustración 11. Optimización de la ganancia automótica para el canal verde.
Ilustración 12. Selección de los canales verde y amarillo.

1S. Haga die en IINext" (Siguientel paro guardar el molde en una ubicación
apropiado. Para ello, seleccione NSave Template" (Guardar molde).

Análisis de los datos de valoración de las mutaciones
Una vez completada lo serie, debe analizar los datos con el siguiente
procedimiento.

el
Moo,ol d, "'" d,1 k¡¡7°"".0 EGFR Plo,mo RGQ peR

Configuración del análisis del software

1. Utilice el software Rotor-Gene Q (2.3) poro obrir el archivo odecuodo.
2. Si no se ha introducido el nombre de las muestras antes de realizar la serie,

hago die en "Edit Samples" (Editar muestras).
3. Introduzca los nombres de las muestras en lo columna IIName" (No

,...deje ..en.blonco-Ios-nombres...de .. , .. ocillos_vac:íos. __ .__
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T.•I:~Off Point Adju~mtnt

4. Haga dic en 11Analysis" (Análisis). En la página de análisis, haga dic en
"Cycling A, Yellow" (Ciclado A, amarillo) para comprobar el canal HEX.

5. Compruebe que la opción IIDynamic Tube" (Tubo dinámicol está resaltada.
Hago clic en "Slope Correcto IPendiente correcta) y "lineor Seole" IEscolo
lineoll.

6. Hago clic en "Toke Off Adj." (Ajuste de inicial e introduzco los volares
1115.01" y ""20.01" tal como se indica en la ilustración 13.

123

Aq..l$llhecyc:lelo be ~ed M lake 011poR.

If lok" off por,¡ wat c*tkled p5.01
befOlecyde

Then I./telhe I~ cycIeM 121101
lakeolf oon

OK DoHolMutt I CMcd

1---4

Análisis de control de la serie

Uno vez finalizada la serie, debe analizar los dotas tal como se indica a
continuación.

• Control negotivo: poro garantizar que el molde no está contaminado, el
NTC no debe generar un volar de Cl en el canal verde (FAMJ por debajo
de 40. Para garantizar que la serie está configurada correctamente, el
NTC debe mostrar una amplificación de 29,85 a 35,84 en el canal
amarilla (HEXllcantral inlernal,

La serie no es válida si existe amplificación positiva en el canal verde
y/o una amplificación fuera del intervalo de 29,85 o 35,84 en el canal
amarillo.

• Control positivo: el control positivo {PC¡de EGFR debe generar un valor de
Cr paro cado muestra de reacción dentro del intervalo que se indica en
la tabla 5 {incluidos los valores especificadosJ. Uno serie con un valor de
control positivo fuera de este intervalo indico un problema de configura-
ción en el ensayo, por lo que lo serie debe señalarse como erróneo. Si el
control positivo genero un volar de CI dentro del intervalo IFAMI, pero el
volar de Cl del control interno (HEXI se encuentra fuera del intervalo de
29,85 a 35,84, puede continuar con el análisis.

Nota: no deben utilizarse los dalas de las muestras si folla el conlrol
negativo o positivo.

Ilustración 13. Configuración de normalización del anólisis de EGFR. I •• Botón ~Dynomic
Tube~ (Tubo dinámico), 2 - Bolón ~Slope Corred. (Pendiente corredol, 3 - Botón '"Take Off
Adj.~ (Aj. de inicio). 4 _ Ventana de diálogo .Take Off Point Adjustment'"IAiuste del punto
de inicial con los valores de los parómetros.

7. Configure el umbral en 0,02 y compruebe los volares de C, de HEX.
8. En lo página de análisis, haga dic en ""Cyding A, Green" (Cidado A, verde)

para ver el canal FAM. Configure los parámetros tal como se indica en la
ilustración 13 (orribal.

9. El tubo dinámico debe aparecer morcado. Haga dic en "Slape Corred'"
IPendiente correctal y "lineor Scale" IEscalo lineon,

10. Configure el umbral en 0,07S y compruebe los valores de CTde FAM.

Tobla 5. Intervalo de el aceptable para los controles de series

Control de reacción Ensayo Canal Intervalo de CT

Control positivo Control Verde (FAMI 28,13.34,59
- , -

T790M Verde (FAMI 30,22.34,98
. ,
Deleciones Verde (FAMI 28,90-34,90

Verde {FAMI
- - -

l858R 29.97-34,81.
Control sin molde Las 8 mezclas Verde (FAMI ~ 40.00

de reacción Amarilla (HEX) 29,85,35,84

Manual de uso del kit theroscreen EGFR Plasmo RGQ PCR 12/2014

" "'",'-

MARISOL
BIOOVIM'CA'
01- TECNO

27

SINO
.N.9_83
8 S,A,

28 Manual de uro del kit theroscreen EGFRPlasmo RGO PCR 12/2014



Si la muestra se encuentra fuera de esle intervalo, se proporciona la guía
siguiente.

• Valor de Cl del ensayo de control de la muestra < 23,70: las muestras con
un valor de Cl de conlrol < 23,70 sobrecargarán los ensayos de mutación
y deben diluirse. Para detectar cada mulación en un nivel bajo, las
muestras sobreconcentradas se deben diluir para que se encuentren en el
intervalo mencionado anteriormente, partiendo de la base de que diluir a
la mitad aumentará el valor de Cl en 1.

• Valor de Cl del ensayo de control de la muestra> 31,10: la mueslra no
contiene una cantidad suficiente de ADN para realizar el análisis.

¿•• lnduv<~Ci

d.H"""".' ""•••.•10
2g."S.3S.ll4¡

Siempre que ambos controles de series sean válidos y el ensayo de control esté
comprendido en el intervalo indicado en la tabla 6, cada valor de Cl de la
mutación de muestras debe encontrarse dentro del intervalo detallado en la
tabla 7 en el canal verde IFAMJ. Si la muestra se encuentro fuera de este
intervalo, se proporciona lo guía siguiente.

Tabla 7. Valores de reacción de mutación de muestras aceptables

Valores de reacción de mutación de muestras aceptables

Reacciones Mezcla de reacción Canal Intervalo de Cl

Intervalo de Cl de FAMaceptable para la reacción de control de la muestra

Mezcla de reacción Canal Intervalo de Cl aceptable

Control Verde IFAM) 23,70-31,10

T790M Verde (FAMI 0,00.40,00
~-- ""-

Reacción de ;Deleciones Verde (FAMI 0,00-40,00

mutación L858R Verde (FAMI 0,00-40,00

las 3 mutaciones Amarillo (HEXJ 29,85-35,84

~

(~

~

~
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Nota: si una muestra no genera un valor de Cl (es decir, Cl> 401, puede
deberse a la presencio de un inhibidor, a un error en la configuración del
ensayo o a que no hay ADN amplificable de EGFR.

• El valor de Cl del control interno se encuentra dentro del intervalo 29,85-
35,84: no hay ADN amplificable de EGFR.

• Valor de CT del control interno fuera del intervalo de 29,85 a 35,84: podria
indicar un error de configuración del ensayo o la presencia de un
inhibidor. El efecto del inhibidor se puede reducir diluyendo lo mue ~
aunque esto también diluirá el ADN. ¡; .

rtj :.
"1J :.

JO
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Ilustración 14. Flujo de trabajo del análisis de control de la serie.

Tabla 6. Intervalo de Cl de FAMaceptable para la reacción de control de la
muestra

Siempre que ambos controles de series sean válidos, cada valor de Cl del
ensayo de control de la muestra debe estar comprendido en el inteJValo de
23,70 a 31,10 en el canal verde (FAMJ. Consulte la tabla 6.



Ilustración 1S. Organigrama del análisis de mutación.

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

Es necesario comparar los valores de FAM de las tres mezclas para reacción
de mutación con los valores que se muestran en la tabla 7.

Calcule el valor de ó.Cr para todas las muestras de mutación que presenten
amplificación positiva tal y como se indica a continuación. Es imporlante
utilizar los valores de Cl de mutación y de control de una misma muestra.

Ó.CT= CTde mutación - CTde control

Compare el valor de ó.Cr de la muestra con el punto de carie del ensayo en
cuestión {consulte la tabla 81. Compruebe que se aplique el punto de carie
correcto para cada ensayo.

~ 7,40

~ 8,00

~ 8,90

T790M

L858R

¡Deleciones

El punto de carie es el punto a partir del cual una señal positiva podría ser la
respuesta a una señal de fondo del primer ARMS en ADN nativo, Si el valor de
Ó.Cl de la muestra es superior al punto de carie, ésta se considera de "mutación
no detectada" o fuera de los límites de detección del kit. Si el valor de la muestra
es el mismo que el del punto de carie o inferior, la muestra se considera positivo
para la mutación objetivo del ensayo.

Nota: poro los muestras que no presentan un valor de Cl de mutación de FAM,
es necesario realizar una evaluación del valor de CT de control interno (HEX)
paro determinar si la mutación no se detecta o si el ensayo no es válido. Si el
valor de Cl de HEXse encuentra entre 29,85 y 35,84, lo mutación no se
detecta. Si el volar de Cl de HEX se encuentro fuera de este intervalo, la
muestra no es válido.

En resumen, poro codo muestra, las reacciones de mutación recibirán un
estado de mutación detectada, mutación no detectada o no válido según los
siguientes criterios.

• Mutación detectada: la amplificación positivo de FAM y el volar de Ó.Cl
son iguales 01 valor de carie o están por debajo de él. Si se detectan
varias mutaciones, pueden notificarse todas.

11 Mutación no detectada: la amplificación positiva de FAM y el valor de óCT

están por encima del valor de corle y HEX (control interno) se encuentra
dentro del intervalo 29,85-35,84.

La amplificación de FAM es negativo y la amplificación de HEX (control
¡nternol se encuentra dentro del intervalo 29,85.35,84.

" No válido: la amplificación de FAM es negativa y la amplificación de HEX \ \
se encuentra fuera de las especificaciones. ~

Tabla 8. Valores de corte del ensayo de mutación

Ensayos de mutación Valores de corte de l1CT

\M_:"'~'
".•.•...._,.•..

•••••••••• c,'"'", ••O.;~,,_••""
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Comentarios y sugerencias

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

Repita la PCR con reactivos nuevos.

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

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

Limitaciones
Los resultados del producto deben interpretarse dentro del contexto de fados los
hallazgos clínicos o de laboratorio y no han de utilizarse independienfemente
para diagnóstico.

Solo el personal especialmente formado y cualificado en los procedimientos de
diagnóstico in vitro y el equipo Rotor-Gene Q MDx puede utilizar el producto.

Los estudios de validación analítica han utilizado ADN humano extraído de
muesfras de plasma.

El producto es para uso exclusivo en el termociclador para PCR en tiempo r
de Rotor-Gene Q MDx. ~ ..q

Para obtener unos resultados óptimos, es preciso que siga detenidam ~ a(;J ~~~;'
instrucciones indicadas en el manual de uso del kit therascreen EGFR md ~';I
RGG-PER:-No-se-recomienda-ia-dilución-de-reactivos-disttntos-o-tos ;% 'tos: o . ' ;
en este manual. De lo contrario, el rendimientó se verá disminuido. ~ \ . 'y

I '~~.

e) El kit therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR ha
caducado.

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

al Se ha producida
contaminación durante
la preparación de la
PCR.

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

Control de calidad

~'SINO
,BIOOUllAt ,M.~9483
. OT - TEC O~AB S,A.

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

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

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

Para el análisis de datos, debe seleccionar el
canal de fluorescencia Cycling Green para la
PCRde EGFRanalítica y el canal de
fluorescencia Cycling Yellow para la PCR de
control interno.

Manual de uso del kit fherQscreen EGFR PlasmaRGQ PCR 12/201 A

Comentarios y sugerencias

Sin señal pora el control positivo IPe) de EGFRen el canal de fluorescencia
Cycling Green

al El canal de
fluorescencia
seleccionado para
el análisis de dalas
de PCR na cumple
el protocolo.

b) La programación del
perfil de temperatura del
equipo Rotor-Gene Q no
es correcta.

di Las condiciones de
almacenamiento de uno
o varios componentes
no siguen las
instrucciones indicadas
en el apartado
"Almacenamiento y
manipulación de
reactivos" (página 111.

cJ La configuración de la
PCR no es correcta.

Guía de resolución de problemas
Esta guía de resolución de problemas puede ayudarle a resolver cualquier
problema que pueda surgir. Para obtener más información, también puede
consultar la página de preguntas frecuentes (Frequently Asked Questions) de
nuestro Centro de servicio técnico: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
Los científicos del selYicio 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 para la preparación de muestras y
ensayos de biología molecular (encontrará la información de contaclo en la
contraportada o en www.qiagen.coml.

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


Tabla 9. lOO de codo una de los ensayos de mutación de EGFR

Exón Mutación 10 COSMIC' Volares de lOO (%)

20 T790M 6240 17,5'

.6223 6,4.

13551 4,24*

12728 2,431

12419 16,87'

12422 3,241

6218 9,831

6210 7,441

6254 10,2*

12370 8,1*

19 Oeleciones 12678 10,401

12367 4,391

12384 7,541

'6225 6,5*

6220 2,7*

6255 0,81'

12382 1,45* ,
12383 4,58'

~12387 4,9]1

12369 4,94'

21 l858R 6224 5,94'

,~:....

limite de detección IlOOI

El volor del LOO es el porcentaje mínimo de ADN mutado que se puede
detectar en un fondo de ADN nativo cuando el ADN ompljficable total (dentro
del intervalo de introducción) identifica mutociones correctamente al 95% para
coda muestra positivo pera mutación IC951. El intervalo de funcionamiento de
lo introducción del ADN establecido pora el ensayo viene definido por el
intervalo especificado previamente para el volor de Cr comprendido entre
23,70 y 31,10.

EllOD se determinó con niveles bajos de ADN introducido ¡valor de er de
control de aproximadamente 30,1010 partir de ADN derivado de muestras
de tejido fijadas en formolino e impregnados en parafina (FFPEIpara el kit
therascreen EGFR RGQ peRo El LOO se determinó mediante muestras clínicos
de FFPEy lineas celulares FFPEcon nivetes bajos de AON introducido paro
estos mutaciones del gen EGFR.

Se verificaron los volares del LOO establecidos mediante tejido FFPE poro el kit
theroscreen EGFR Plasmo RGQ PCR con AON obtenido de muestras artificiales
de plasmo positivos poro lo mutación. Valoresde LODverificadosen plasmo como porte del estudiode confirmaci6ndellOD del
En lo tabla 9 que aparece o continuación, se presentan los volares del LOD kit rherascreenEGFRPlasmoRGQ PCR.
finales, que indican el porcentaje de mutación con el que se obtiene una 1 Estosmutacionesno se confirmaronen plasmo.

probabilidad predicho de identificaciones correctos del 95% para"c:a:d~a~;~~11¡;;;;¡;;;;==~
de los mutaciones. ..:

MARISO MASINO
BtOOUIMI • M.N. 9483
Dl -lEC O~Ae S.A.

Características de rendimiento
Sensibilidad analítico - limite de blanco Il081

Poro valorar el rendimiento del kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR en
ausencia de molde y para garantizar que una mueslra blanco o una muestra
con ADN nativo no genere uno señal analítico que pueda indicar una
concentración boia de lo mutación, se evaluó el ADN nativo de EGFR obtenido
de plasma NSClC de 59 muestras diferentes. Se cumplió el criferio de
aceptación del estudio ¡como mínimo el 95% de los muestras nativos debe
presentar un valor de 6CT por encima del valor de corte respectivo).

Debe prestar especial atención o los fechas de caducidad y condiciones de
almacenamiento impresos en tos cojos y etiquetas de todos los componentes.
No utilice componentes caducados o mol almacenados.

, _.
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Repe~bilidad y reproducibilidad
la repetibilidad y la reproducibilidad se evaluaron mediante el análisis del nivel
de mutación con 3 x lOO en un entorno de ADN genómico nativo en tres
centros de análisis, utilizando varios lotes de kits, usuarios y series durante
distintos días, con dos réplicas de cada muestra. En los tres ensayos de
mutación, el 100% de las muestras de ADN mutantes obtuvieron resultados
positivos para lo mutación. las muestras nativos obtuvieron resultados negativos
paro lo mutación en todos los ensayos de todos los centros.

"~
@
c:;;;,~:::j(

12/2014

150 mg/dl

2 g/di

3 g/di

Bilirrubina no conjugada

Hemogl;bina (humana)

Trig[icéridos

38

Sustancias interferentes

Sustancias interferentes endógenas

las posibles sustancias interferentes se añadieron a las muestras artificiales de
plasma positivas para la mutación 3 x lOO. A continuación, las muestras se
analizaron con el kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR. Las muestras que
contenían posibles sustancias interferentes se compararon con las muestras
artificiales de plasma positivas para la mutación 3 x LOD que no contenían
ninguna sustancia interferente añadida. Cada sustancia interferente se analizó
con 4 réplicas.

Se consideró gue una diferencia de > 2x desviaciones estándar ¡SD) (tomada
del estudio de la precisión) entre los valores de Ó.Cr del"análisis" y el "control"
les decir, sin sustancia interferente) indicaba una posible interferencia. En -estos
casos, se proporciona la diferencia observada entre los valores de tJ.CT.

las concentraciones de pruebas que se muestran en la tabla 11 se selecciq-
naron a partir de [os requerimientos EP07-A2 del CLSf y representan las
concentraciones máximas esperadas en una muestra clínica.

Nota: estos compuestos endógenos se añadieron a muestras artificiales de
pla'sma positivas para la mutación que contenían plasma de donantes sanos,
Por lo tanto, los compuestos endógenos habrían estado presentes de forma
natural en las muestras en concentraciones desconocidas antes de realizar
la adición. la concentración final de cada una de las posibles sustancias
interferentes endógenas analizadas posiblemente sea mayor que la
concentración de la prueba.

Estos datos indican que variar el nivel de ADN introducido (dentro del intervalo
de funcionamiento del ensayo) no afecta al valor de Ó.CTni a la mutación de
una muestra.

Tabla 11. Posibles sustancias endógenas interferentes

Posibles sustancias interferentes (SI) Concentración de la prueba

37

Valores de corte de (),CT

~ 7,40
.~~8,00

~ 8,90

Ensayo de mutación

T790M

Deleción '
4.-~,._~

L858R
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Efecto de la concentración de AON introducido

Este estudio se llevó a cabo a partir de ADN extraído de tejido FFPE. Para
determinar el efecto de cambiar la concentración de ADN introducido en los
resultados producidos por el kit therascreen EGFR Plasma RGQ PCR cercanos
al LOD, se desarrolló un conjunto de muestras para todas las mutaciones
mezclando ADN mutante sintético con ADN genómico nativo para producir
muestras con niveles bajos, medios y altos de ADN introducido.

los niveles altos y bajos de ADN introducido se utilizaron para representar
el intervala del valar de e,ide 23,70 a 31,101 del ensaya de cantraL

Uno valoración del conjunto de datos de AON introducido lean concentra-
ciones cercanas al lOO y tres niveles de ADN introducido diferentes) reveló
una tasa de mutación positivo del 95,44%.

Tabla 10. Valores de corte de /le, del kit /herascreen EGFRPlasma RGQ peR

Sensibilidad analítica - Valores de (),CT

Se aplicó un enfoque basado en los riesgos respecto a las tasas de falsos
positivos cuando se establecieron los valores de corte del ensayo, y se
utilizaron estimaciones de los valores del lOB como componente para
desarrollar los valores de corte. los respectivos valores de corte de !:J.Cr
para cada ensayo de mutación del kit therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR se muestran en la tabla 10.
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Ensaya T790M

Los siguientes compuestos endógenos con las concentraciones indicados en la
labio 11 resultaron tener un efecto> 2 x SO ¡6CT de 0,401 en el rendimiento
del ensaya T790M:

• Triglicéridos, diferencia de !J.CT de 1,37

Ensayo de deleciones

Los siguientes compuestos endógenos con los concentraciones indicados en lo
tabla 11 resultaron tener un efecto> 2 x SO 16CTde 0,711 en el rendimiento
del ensayo de deleciones:

• Hemoglobina, diferencia de L1C,de O,SO

Tabla 12. Posibles sustancias exógenas interferentes

Posibles sustancias interfcrentes (SI) Concentración de la pruebo (pg/mIJ

Hidrobromuro de citalopram 0,75
Fm¡hidr~i~ de hrdroclorurode ---- -1,14~'~---- _._- ._-----:
LE'~!oxetjna _ _ _ _ J

Hidrocloruro de sertralina 0,67
[0jJrod~r-u~0 _d~_f1u~;~f¡;~ --~_._- ~8i------ ---_~~-_
Acetaminofeno 200,7
IK2EDTA-.-.- ._- -- :]];60- .... _--

Ensayo laSaR

Los siguientes compuestos endógenos con los concentraciones indicadas en la
tabla 11 resultaron tener un efecto> 2 x SD {6CT de 0,561 en el rendimiento
del ensaya la5SR:

• Bilirrubina, diferencio de 6CT de 1,13

• Triglicéridos, diferencia de I1CTde 1,53

Ensaya T790M

Los siguientes compuestos exógenos con las concentraciones indicadas en lo
tabla 12 resultaron tener un efecto> 2 x SD (6Cr de 0,401 en el rendimiento
del ensaya T790M:

• Hidrobromura de citalapram, diferencia de 6Cr de 0,52
• Hidrocloruro de sertrolino, diferencia de I1CTde 0,47

• Hidrocloruro de f1uoxetino, diferencio de I1Cr de 0,.48
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Ensayo de deleciones

Los siguientes compuestos exógenos con los concentraciones indicados en lo
tabla 12 resultaron tener un efecto> 2 x SD (6Cr de 0,711 en el rendimiento
del ensayo de deleciones:

• fluoxetina, diferencia de 6Cr de 0,73

40

Ensayo laSaR

los siguientes compuestos exógenos con los concentraciones indicados en lo
tabla 12 resultaron tener un efecto> 2 x SO (6C1 de 0,561 en el rendimiento
del ensaya la5aR:

• Hidrobromuro de citolopram, diferencio de !J.CT de 0,72
• Hemih¡dralo de hidrocloruro de poroxetino, diferencia de 6CT de 0,92

• Hidrodoruro de sertralino, diferencio de D.CTde 0,82

• Hidrocloruro de Auoxetino, diferencio de 6C1 de 0,98

"",~6i;;;;;~tf.~~~aAcetominofeno, diferencia de 6CT de o,a 1
. O' ASINO

Wftll'l" .•'.S4S;}ll K2.EDTA, diferencia de L1C,de 0,57
.B,QOU,""CA' ~B S.A.
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Sustancias interferentes exógenas

Las posibles sustancias interferentes se añadieron o las muestras artificiales de
plasma positivos para la mutación 3 x LOO. A continuación, las muestras se
analizaron con el kit Iherascreen EGFR Plasma RGQ PCR. Las muestras que
contenían posibles sustancias interferentes se compararon con las muestras
artificiales de plasma positivos pora lo mutación 3 x LOO que no contenían
ninguna sustancia interferente añadido. Codo sustancia interferente se anolizó
con 4 réplicas.

Se consideró que una diferencia de > 2x desviaciones estándar (tomada del
estudio de lo precisión! entre el volor de I1CTdel HanálisisH y el volar de I1CT
del Hcontroln les decir, sin sustancio interferenteJ indicaba uno posible
interferencia. En estos casos, se proporciona lo diferencia observada entre
los valores de I1CT.

Las concentraciones de pruebas que se muestran en lo toblo 12 se seleccio-
naron o partir de los (equerim;enlos EP07.A2 del CLSf y exceden la canee".
troción terapéutico en todos los cosos.



Rendimiento clínico
El ensayo clínico NCT01203917 era un estudio abierto de fase IVy de grupo
único poro evaluar la eficacia y la seguridad/tolerabilidad del gefitinib como
tratamiento primario en pacientes caucásicos en fase IIlA/B/IV positivos poro
la mutación de EGFR con NSCLC.

Se determinó la idoneidad de los pacientes para someterse al ensayo clínico
NCl01203917 mediante la presencia de mutaciones sensibilizadas de EGFR.
Se evaluó el estado de la mutación de EGFR de los pacientes con NSCLC
a partir de un ensayo de pruebas clínicas (CTAI con ADN proveniente de
muestras de plasma y tejido emparejados. El estudio incluía un objetivo
exploratorio de biomarcador previamente planeado poro establecer si se
podrían utilizar muestras de plasma para realizar el análisis de mutación
en caso de que no existan muestras de te¡ido disponibles. los resultados
detectaron altas tasas de concordancia entre las muestras de plasma y tejido
emparejadas, un 94,3%, con una especificidad del ensayo del 99,8% y uno
sensibilidad del 65,7%.1

Se llevaron o cabo pruebas retrospectivas de muestras de plasmo obtenidos de
pacientes sometidos al cribado del ensayo clínico NCTO1203917 con el kit
theroscreen EGFR Plasmo RGQ PCR. Se realizó un estudio puente para evaluar
lo concordancia del kit therascreen EGFR Plasmo RGQ PCR con el ClA
utilizado en la selección de los pacientes del ensayo clínico NCT01203917.
Esto permitió demostrar la equivalencia entre el CTA y el kit therascreen EGFR
Plasma RGQ peRo
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Símbolos
Los símbolos siguientes pueden aparecer en el embalaje y las etiquetas:

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

~
Fecho de caducidad

~ Dispositivo médico para diagnóstico in vitro

[ill] Número de referencia ,
[@] Número de lote

I MAr I Número de material

ICOMPI Componentes

¡caNTI Contenido

INUMI Número

IGnN I Número mundial de artículo comercial

t limitación de temperatura

aMI Fabricante

CID Consultar los instrucciones de uso

& Precaución

MASIN
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Información de contacto
Poro recibir asistencia técnico y solicitar más información, visite nuestro Centro
de servicio técnico en el sitio www gjqgen com/SuP-,QQ[!,o bien póngase en
contacto con uno de los departamentos del servicio técnico de QIAGEN o con
los distribuidores locales (consulte la contraportada o visite www qiagen caml.

Apéndice A: detalles de mutación
Se utilizan los identificadores IIDJCOSMIC del catálogo de mutaciones
somáticas del cáncer ¡Catalogue of Somatic Mutations in Cancer,
www sanger oc uk/genetics/CGP/cosmjdo

Tabla 13. lista de mutaciones e identificadores COSM1C

Deleciones 19

IDCOSMIC
6240

.Cambio de base

2369C>T

2235_2249deI15 6223
r;;;;- --- --- ---- -----.-- ---- ------
e235_.2252~~~lcomplejo) ._13551_ ;
2236.2253dell 8 12728

12237.2251dell 5 m 12678
•.. - --- _.
2237.2254dell 8 12367

~2~ ._2~55>T{co~p'e~T-~ 1238~-=---i
2236_2250de115 6225

[2-238-=-!~.55dell~=-=- =_6~2~ -~
2238.2248>GC Icomplejo} 12422

~3~B~252>~C~lcom¡JIe~l.. 1241~ _
2239.2247deI9 6218

r~239::.2253~e115- _ 6354_ . _
2239.2256deI18 6255

r2239 2248TIAAGAGAAG>C12382 ¡
- !

l{C~Il1e1:ioJ__ ~ J
2239.2258>CA (complejo) 12387

[2240~2i51deI12--- 6210

2240.2257deI18 12370

[2240.2254deI15 12369

2239.2251>C Icomplejol 12383

Exón

20
Mutación
T790M

[l858_R

.0' .';:-_ •..

o. o"

.\ . "
" I ~••; o

" . ':",
0";':':',0
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Información para pedidos

981106

55114

9018901

981103

l ~

Contenido

Termociclador para PCR en tiempo real
y analizador de melting de alta
resolución IHRMJ con 5 canales (verde,
amarillo, naranja, rojo y carmesij más
un canal HRM, ordenador portátil,
software, accesorios, 1 año de garantía
en piezas y mano de obra, instalación y
formación

10 x 250 tiras de 4 tubos y tapones
poro 10.000 reocciones

Bloque de aluminio para la
configuración de reacción manual con
pipeta de un solo canal en tubos de
72 x 0,1 mi

250 tiras de 4 tubos y tapones paro
1.000 reacciones

Para 50 extracciones: columnas
Q1Aamp Mini, extensor de tubos
120 mil, proteinoso K de QIAGEN,
ARN transportador, tampones,
VacConnectors y tubos de recogida
1l,5 mly2 mil

Productos relacionados

Producto

Rotor-Gene Q Splex
HRM Plolform

Strip Tubes ond
Cops, 0.1 mi (2501

Strip Tubes and
Cops, 0.1 mi (2500)

looding Block
72 x 0.1 mi Tubes

QIAamp Circulating
Nucleic Acid Kit

9001650

9002032

Termociclador para PCR en tiempo real
y analizador de melling de alta
resolución IHRMI con S canales (verde,
amarillo, naranja, rojo y carmesij mós
un canal HRM, ordenador portátil,
software, accesorios, 1 año de garantía
en piezas y mono de obra, instalación y
formación no incluidas

Termociclodor poro PCR en tiempo real
y analizador de melting de alto
resolución IHRMj con 5 conales ¡verde,
amarillo, naranja, roio y cormesij más
un canal HRM, ordenador portátil,
software, accesorios, 1 año de garantía
en piezas y mano de obra, instalación y
formación

Termocidodor para PCR en tiempo real 9002033
y analizador de melting de alto
resolución (HRMI con 5 canales (verde,
amarillo, naranja, rojo y carmesij más
un canal HRM, ordenador portátil,
software, accesorios, 1 año de garantía
en piezas y mono de obra, instalación y
formación no incluidos

Rolor-Gene Q 5plex
HRM System

Contenido

Poro 24 reacciones: 1 ensayo de
conlrol, 7 ensayos de mutaciones,
. contról positivo, enzima Taq ADN
polimerasa

Rotor.Gene Q y accesorios

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Plotform

Rofor-Gene Q MOx
5plex HRM System

Produdo

theroscreen EGFR
Plosmo RGQ PCR Kit
1241
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PROYECTO DE RÓTULOS therascreen EGFR Plasma RGQ Kit 7
1. RÓTULOS EXTERNOS

CE
11111111111111111111111111111'1111111
108 3 O Q 8 1 8 1 2 3 1 I 1 5 , 2 3 4 i6 7

/herascreen(f!)
I EGFR lPlasma RGQ PCR KitW24, Vl
i I!REFI 870311 ¡CON! 110 tuhpsI . .

IIVDI

0000. 0. '.•... '10000•.••. !.
QIAGEN

Iherascreenl1J

EGFR Plasma RGQ PCR Kit W24, Vl

",

IV ..15°C

~o"C.J1

MARISOL M SINO
BloaU1MIC . M N. 9483
DT. TECN LPlS S,A.
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7 O ~ ~5J

,
1075058, ,
1067627!
10676301

.'

1073428.

2 xSO ¡JI

1 x 300 ¡JI

1xl.9ml
1 x L9 mI

fhen7sc~eri~ ¡
EGFR Plasmo RGQ PCRKitW24, Vl i
~ ~x~.~i

EGFR Control2x60o¡J1 1073405 l'
Rtloclion Mix
EGFR T790M 1 x.600 1I1 1073407,1
Reaclion Mi. ,
ECFR Del. 1 x600 1I1 1073410!
Rtlocljon Mix '
EGFR 185AR 1 .600 /JI 1073413:
Reaclion Mj1C
EGFR
Positive Control
Toq
ONA Polrmerase
WDler lor NTC
Water ror
sampledilulion

Para uso Diagnóstico In Vitro

IMPORTADOR: TECNOLABS.A. Estomba NQ964 - c1427cco.
CABA Teléfono: 54-11- 4-555-0010.

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

ORIGEN DE ELABORACiÓN: QIAGEN Manchester Ltd,
5kelton House, L10yd 5treet North, Manchester, M1S 65H,

Reino Unido.

AUTORIZADO POR ELMINISTERIO DESALUD - A.N.M.A.T.

I CERTIFICADON":
DISPOSICiÓN N°:

MARISOL I ASINO
BIOQUIMIC i M.N. 9S4~3
OT.TECNLAB ..
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2. RÓTULOSEXTERNOS

EGFR Conlrol
:g Reaction Mil(••~ 600 pi ILOTlxxxmooooc
o
- .'. O 2012~12-31 ¡y--1S"C

~ ::::: ••~ -3a'C4
QIIlG9f QIAGEN M.nch •• I •• Ud.

EGFR Oelelionso.• Reoction Mi"
~ 600 pi ILOTIXXXXXXXXXX
o

00
= : .~2012~.12-31 ¡y--1S"C

; 00000 -J:crcA
'.....••
QttGl'H I QIAGEN Manch •.,tu Ud.

EGFR
~ Posilive Conlrol••~ 300 pi ILOTllOCXXlOOCXXX
o= ., .. ~ 2012-12-31 ¡Y--15"C

Gl. ~ """"... -3crc41!.J .0.0.<:lIIlGEH QIAGEN M.n.h ••••• lid.

EGFRT790M
::; Reoction Mix••~ 600 pi ILoTlxxxxxxxxxx
O

~

: ,~2012-.12-31 ¡y--15"C
i _0000.. -J(J"CA
!1.~ QIAGEN M.n.h..t •• Ud.

EGFRL858R
Reoction Mi"••~ 600 pi hOTI XXlOOOOOOO(

o
: .',. .' ~ 2012-12-31 ¡y--1S"C
~ 000.. -Ja-c.4l!J .•••••••QIIlG9f QIAGEN M.n.h ••h. Ud,

•• Toq
:;: ONA Polymerose

'"~ 80 pi lto,llOOOOOOOOOC

@='_' .. ~2014-12-31 nr.1S"C
: ,0-0.000 .JO"CJ1•••••••QU'lG94 QIAC(N GmbHHild.n

Water for 'NTC

1
1 ~

N

~ r •.~..... r.,.." 1.9 mio ~ , ,,' .,- :::::~2012-12-Jl IV"1 S"C
~QIAGEN ,2S.CJ!
~ [@!J XXXXXXXXXX

Water fo,"somple
~ dilutlon~
~ (v.•." /~r,1.9 mi

: ::::: ~ 2012-12-31 ~ .. 1
~ QIAGEN ,2SOC JI

[@!] XXXXXXXXXX MARISO ,ASINO
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"2016 - Año del Bicentenario de la Dcclaración de la IndepenjnCia Nacional"

Ministerio de Salud
Secretaría de Políticas, Regulación

e Institutos
A.N.M.A.T

CERTIFICADO DE AUTORIZACIÓN DE VENTA DE

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Expediente nO 1-47-3110- 177/16-1

¡Se autoriza a la firma TECNOLAB S.A. a importar y comercializar los Productos

para diagnóstico de uso in vitro_ denominados 1) therasc~een EGFR RG1QPCR kit

versión 2 (V2) / ENSAYO DISENADO PARA LA DETECCION DE 29 MUrCIONES

SOMÁTICAS EN EL GEN EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico),
I

MEDIANTE LA REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR EN EL

INSTRUMENTO Rotor-Gene Q JUNTO AL SOFTWARE therascreen EGRF CE Assay

, '¡
1) therascreen EGFR RGQ PCR kit 2) therascreen EGFR Plasma RGQ PCR

¡ versión 2

Control ' ,
2 viales x 600 ~I 2 viales x 600 ~I ' .

Reaction Mix
T790M 600 ~I 600 ~I
Reaction Mix

1

,

1

Package, A PARTIR DE MUESTRAS DE ADN OBTENIDAS DE TEJIDO D CANCER

~E PULMÓN NO MICRICÍTICO (NSCLC) FIJADO EN FORMALINA E INCJUIDO EN

PARAFINA (FFPE); ,2) therascreen EGFR Plasm,a RGQ PCR/ ENSAYO DjSEÑADO

PARA LA DETECCION DE DELECIONES DEL EXON 19 Y SUSTITUCIONE EN LOS

ExONES 20 Y 21 EN EL GEN EGFR, COMO AYUDA EN LA IDENTIFICAbIÓN DE

~ACIENTES CON CANCER DE PULMÓN NO MICRICÍTICO (NSCLC), culNDO NO

ES POSIBLE REALIZAR LA EVALUACIÓN CON UNA MUESTRA DE TEJIDO,

MEDIANTE LA REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) EN EL

1NSTRUMENTO Rotor-Gene Q.---------- - ----- -- -- -- --- ----- -------- ------ __J¡ -----
I '

PRESENTACIÓN: 1) y 2) ENVASES POR 24 DETERMINACIONES CONTENIENDO



Deletions 600 ~I 600 ~lReaction mix
L858R

600 ~I 600 ~lReaction Mix
L861Q

600 ~I --Reaction Mix
G719X

600 ~lReaction Mix --
S768! Reaction

600 ~lMix --
Insertions

600 ~IReaction Mix --
EGFRPositive

300 ~I 300 ~lControl
Taq DNA 2 viaies x 80 ~I 2 viales x 80 ~lPolvmerase
Agua exenta
de nucleasas

1,9 mi 1,9 mipara el control
sin molde
Agua exenta
de,nucieasas 1,9 mi 1,9 mi

: na~a 'Ia dilución

•Vida útil: 1) SEIS (6) meses desde la fecha de elaboración conservado entre -15

y -30 oC; 2) DOCE (12) meses desde la fecha de elaboración conservado entre -
: ,:," '

15 .y-30 oC . Se le asigna la categoría: venta a Laboratorios de análisis clínicos

por hallarse en las condiciones establecidas en la Ley N° 16.463 Y Resolución

Ninisterial N° 145/98. Lugar de elaboración: 1) y 2) QIAGEN GmbH, QIAGEN

Strasse 1, 40724 Hilden, (ALEMANIA) para QIAGEN Manchester Ltd, Skelton

House, Uoyd Street North, Manchester, M15 6SH (REINO UNIDO) . En las

etiquetas de los envases, anuncios y prospectos deberá constar PRODUCTOPARA

DIAGNOSTICO USO IN VITRO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACIÓN

. NtW'1\L DE r-y:DgAUNTOS, ALIMENTOSy TECNOLOGIAMEDICA. Certificado

/ nU ..V..B..4 .t/ ..
cÍA

2
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