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Uso deseado

La prueba 12KRAS-NET es un ensayo basado en la amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP) que permite detfectar cuadlitativamente las
mutaciones: G12A, G12D, G12R, G12C, G12S y G12V del coddn 12 del gen
KRAS humano a partir de muestras de biopsia liquida.

Resumen

KRAS (Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog) es un gen humano que
codifica una proteina llamada KRAS, la cual desempeia un papel crucial en
la regulacién de la senalizacion celular y estd involucrada en la proliferacion,
diferenciacién 'y supervivencia celular, cualquier alteracién en su
funcionalidad puede derivar en el crecimiento descontrolado de las células
[1.2]. Se han asociado determinadas mutaciones en el codén 12 del gen
KRAS con algunos fipos de cdéncer en érganos como: colon, pulmon,
pdncreas entre otros [1]. La deteccién de mutaciones en el gen KRAS ha
demostrado ser Util en el diagnéstico y tratamiento contra el cdéncer
generado por este, ya que puede ayudar a identificar que pacientes
pueden responder o no a determinadas terapias dirigidas [2,3]. El empleo de
ADN libre de células (cfADN) para la deteccién de genes se estd posicionado
Ccomo una opcidn precisa para guiar la atencidn clinica de los pacientes con
cdancer debido a que es posible encontrar el ADN tfumoral circulando como
cfDNA en muestras sanguineas (biopsia liquida) lo que hace posible la
deteccidn por técnicas de biologia molecular teniendo una alta sensibilidad
y especificidad [4].

Principio

La prueba 12KRAS-NET se basa en la amplificaciéon isotérmica mediada por
bucle (LAMP) empleando sets de primers dirigidos a determinadas regiones
del coddn 12 del gen KRAS humano para la deteccion cualitativa de las
mutaciones: G12A, G12D, G12R, G12C, G12S y G12V. Una vez extraido el
cfADN de la muestra (plasma) se procede con el ensayo LAMP. La reaccion
LAMP se realiza mezclando la muestra de cfADN purificado con el reactivo
seco y se incuba a 65 °C en condiciones isotémicas, si la muestra contiene
alguna de las mutaciones antes mencionadas en el coddn 12 del gen KRAS
humano en una concentracién mayor al limite de deteccién se llevard a
cabo el proceso de amplificaciéon y al mismo tiempo se incorporardn
etiquetas biotina-FAM. En caso contrario, de no estar presente dichas
mutaciones o se encuentren por debajo del limite de deteccién no se
realizard el proceso de amplificacion ni tampoco el etiquetado. Para poder
revelar el resultado es necesario utilizar el producto BIONET MULTI (REF
DLBIOO01) producto vendido por separado.

Materiales
Incluidos (segUn presentacion):

Presentacion| 10 reacciones/ 20 reacciones/ 30 reacciones/
Material cantidad cantidad cantidad
Instructivo de uso 1 pieza 1 pieza 1 pieza
Reactivo seco 10 tubos 20 tubos 30 tubos
Reactivo diluyente 1 tubo/ 250 pL 1 tubo/ 500 pL 1 tubo/ 750 pL
Control negativo 1 tubo/ 25 pL 1 tubo/ 50 pL 1 tubo/ 75 pL
Control positivo 1 tubo/ 25 L 1 tubo/ 50 pL 1 tubo/ 75 pL

12KRAS-NET

‘Para muestras de plasma (Biopsia liquida)’
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No incluidos:
« Kit de purificacién de ADN circulante
» Cronémetro
« Contenedor de RPBI
* Micropipetas
e Puntas nuevas
micropipeta.

e Termobloque, bano seco o
incubador

» Guantes de nitrilo

» Equipo de proteccion personal

y estériles para * Material para toma de muestra

Almacenamiento y estabilidad de la prueba

e Aimacene la prueba de acuerdo con las indicaciones de cada
componente impresos en su etiqueta individual.

» La prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa.

» No ufilice la prueba después de la fecha de caducidad.

Recolecciéon de la muestra

Recolecte porvenopuncién de sangre periférica, en tubos con
anticoagulante (EDTA o heparina) o tubos especiales para obtener ADN
circulante, separe por centrifugacion a 3500 rom por 10 minutos para
proceder con el proceso de purificacion de ADN circulante.

Almacenamiento de la muestra

» Una vez colectada la muestra solo puede aimacenarse hasta por dos horas
a temperatura ambiente y hasta por 7 dias en refrigeracion (4 °C).

» Solo almacene la muestra a -20 °C si su amacenamiento serd a largo plazo
previamente separado el plasma de los eritrocitos.

» El ADN circulante purificado debe almacenarse a -20 °C para su uso a Iu}go
plazo.

» Para un mejor desempernio, analice las muestras inmediatamente después
de su recolecciéon, una manipulaciéon, almacenamiento o fransporte
incorrecto puede generar desviaciones en los resultados.

Preparacion de la muestra

Se recomienda realizar la purificacién de la muestra para obtener resultados
certeros.

« Purificacién de ADN circulante:

Purifique el ADN circulante de la muestra siguiendo las instrucciones del kit de
purificacion, al final eluya el ADN obtenido (preferentemente) en H2O grado
biologia molecular, libre:de nucleasas o Tris-HCI- 10 MM pH 8.

Instrucciones de uso
Permita que los componentes se atemperen o alcancen temperatura
ambiente (18-30 °C) antes de su uso. Prepare una superficie limpia y nivelada
para realizar el procedimiento.
1. Reconozca cada uno de los materiales y asegurese que cuenta con
todo lo necesario.
. Recolecte la muestra cémo se menciona en la seccién ‘recoleccién de
la muestra’.
. Prepare la muestra cémo se indica en la seccién ‘preparacién de la
muestra’.
Para la reaccién LAMP prepare de forma independiente cada tubo:
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e Control positivo (C+): Coloque 20 pL de reactivo diluyente a un
tubo de reactivo seco, luego 5 pL de control positivo y mezcle por
pipeteo, al finalizar cierre el tubo y rotule con C+.

¢ Control negativo (C-): Coloque 20 uL de reactivo diluyente a un
tubo de reactivo seco, luego 5 pL de control negativo y mezcle
por pipeteo, al finalizar cierre el tubo y rotule con C-.

e Muestra: Coloque 20 pL de reactivo diluyente a un tubo de
reactivo seco, luego 5 uL de muestra y mezcle por pipeteo, al
finalizar cierre el tubo y rotule con M1.

Nota: se recomienda realizar duplicados (dos tubos de cada uno) por
cada muestra a analizar. Cualquier cambio en el volumen de los
reactivos, muestras o confroles puede generar resultados erréneos.

5. Coloque los tubos generados a 65 °C por 30 minutos en alguno de los
siguientes equipos: termobloque, baho seco o incubador. Al finalizar
saque los tubos del equipo.

6. Siga las instrucciones descritas en el instructivo de uso de BIONET MULTI.
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ATENCION: Un esquema simplificado de las instrucciones de uso se
encuentran detallados e ilustrados en la pdgina 3 de 3 de este instructivo.

Interpretacién de resultados
« Identifique segun lo proporcionado por BIONET MULTI
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Positivo Invélido

Emita un dictamen en funcién de la siguiente tabla:
Control Resultado: Se visualiza una linea de color en la regidn de control
positivo (C) y ofra linea de color en la regidon de prueba (T). Un resultado
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positivo indica que se sigui® de manera correcta el
procedimiento.

Resultado: Unicamente se visudliza una linea de color en la
regién de control (C). Un resultado negativo indica que se siguid
de manera correcta el procedimiento.

Positivo: Se visualiza una linea de color en la regiéon de control (C)
y otfra linea de color en la regién de prueba (T). Un resultado
positivo indica que alguna(s) de la(s) mutaciones G12A, G12D,
GI12R, G12C, G12S o G12V del coddn 12 del gen KRAS estd
presente en la muestra.

Negativo: Se visualiza una linea de color en la regién de control
(C). No se observa ninguna linea de color en la regién de prueba
(T). Un resultado negativo indica que se no detectaron las
mutaciones G12A, G12D, G12R, G12C, G12S o G12V del coddn
12 del gen KRAS.

No se visualiza la linea de color en la regién control (C).

Control
negativo

Muestra

Invdlido

Control de calidad

Un confrol interno estd incluido en el producto BIONET MULTI. Una linea de
color aparece en la regidon control (C), este es el control interno del
procedimiento, su funcidén es confirmar que hubo suficiente cantidad de
muestra y el procedimiento fue correcto. Esta prueba incluye controles, por
lo que, se recomienda emplearlos en cada andlisis de muestra como buena
practica de laboratorio.

Limitaciones

« Los resultados deben ser interpretados por personal calificado.

» Esta prueba depende completamente del producto BIONET MULTI, por lo
que solo con se obtendrd el mejor desempeiio.

e La prueba es solo para uso profesional in vitro. Esta prueba cudlitativa no
puede determinar el valor cuantitativo ni la tasa de aumento en la
concentracion de ADN circulante proveniente de las mutaciones del gen
KRAS.

e La prueba 12KRAS-NET solo proporciona un resultado cudlitativo a la
presencia de las mutaciones G12A, G12D, G12R, G12C, G125 y G12V del
gen KRAS en ADN circulante.

e La fonalidad que adquiera la membrana no interfiere en el resultado,
mientras la linea en la regién control (C) se visualice el resultado es vdlido.
e Los resultados negativos no descartan la presencia de alguna mutacién en
el coddn 12 del gen KRAS ya que la prueba estd dirigida solo a la detecciéon
de las mutaciones G12A, G12D, G12R, G12C, G12S y G12V del gen KRAS en

ADN circulante.

e El desempeno de la prueba se ha evaluado bagjo las condiciones y
caracteristicas mencionadas en este instructivo. Se recomienda seguir las
instrucciones para asegurar la precision de los resultados.

Caracteristicas de presentacidn
Precisién
Intra-ensayo

La repetibilidad de la prueba se determind realizando 20 réplicas con
diferentes concentraciones de un confrol positivo a las mutaciones G12A,
G12D, GI2R, G12C, G125 y G12V del gen KRAS incluyendo uno negativo a
estos, se utilizd reactivo diluyente como muestra. Las muestras fueron
correctamente identificadas el 99% de las veces.

Inter-Ensayo
La reproducibilidad de la prueba se determiné realizando 20 réplicas de 3
lotes diferentes en dos dias diferentes por cada concentracion de un control
positivo a las mutaciones G12A, G12D, G12R, G12C, G12S y G12V del gen
KRAS incluyendo uno negativo a estos, se utilizd reactivo diluyente como
muestra. Las muestras fueron correctamente identificadas el 99% de las
veces.

Sustancias interferentes

La prueba 12KRAS-NET fue evaluada con diferentes sustancias a las
concentraciones indicadas en la siguiente tabla, se realizaron 10 réplicas por
cada sustancia utilizando plasma. Ninguna presento interferencia.

« Acido ascérbico (20 mg/dL)
» Acido oxdlico (600 mg/dlL)

» Creatina (200 mg/dL)

« Triglicéridos: (1,600 mg/dL)

« Acido gentisico (20 mg/dlL)
» Urea (103 mg/dL)

» Acetaminofén (20 mg/dL)

» Cafeina (20 mg/dL)

» Hemoglobina (1000'mg/dL)

« Bilirubina (1000 mg/dL)

« Acido aeetilsalicilico (20 mg/dL)
» Albumina 10,500 (10,500 mg/dlL)
» Colesterol (800 mg/dL)

Desempeno

Se utilizé la prueba 12KRAS-NET para procesar un fotal de 237 muestras de las
cuales solo 68 provenian de pacientes con sospecha de cdncer colorrectal
y el resto (169) pertenecian a individuos sanos. Los resultados obtenidos por
la prueba 12KRAS-NET fueron comparados con secuenciacion.

Método Secuenciacién Resultados
Resultado Positivo Negativo totales
Prueba "
12KRAS-NET Positivo e ! 66
Negativo 3 168 171
Resultados totales 68 169 237

Sensibilidad Relativa: 95.59% (95% IC: 92.17% - 97.55%)
Especificidad Relativa: 99.41% (95% IC: 97.37% - 99.87%)
Precision Global: 98.31% (95% IC: 95.74% - 99.34%)

IC: Intervalo.de confianza

Consideraciones adicionales

» AseguUrese de utilizar la cantidad- indicada de muestra para la prueba, ya
que demasiada o muy poca muestra puede conducir a una desviacion de
los resultados.

e Es necesaria la purificacion de ADN circulante previo al andlisis para
obtener mejores resultados.

o La reaccién LAMP es sensible al fiempo y temperatura. Para evitar
resultados incorrectos, se recomienda seguir tal cual los pasos enunciados
en el presente documento.

« No intfercambie reactivos de diferentes lotes ni use reactivos de otras
pruebas disponibles comercialmente. Los componentes de esta prueba se
combinan con precisién para un rendimiento éptimo.

o Las micropipetas y consumibles deben ser estériles. Se recomienda irradiar
con luz UV por 15 minutos antes de su uso, las micropipetas previomente
limpiadas con cloro y etanol asegirese de no dejar residuos.

» Se recomienda el uso de gabinetes de bioseguridad para la preparacién
de la reaccién LAMP.

» Se recomienda el uso de equipo de proteccién al analizar las muestras.
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« PRECAUCION: Pemita que los reactivos y las muestras se descongelen
completamente antes de su uso. Mezcle cada reactivo suavemente antes
de usar feniendo la precaucién de no generar espuma. Regrese a su
temperatura de aimacenamiento después de su uso.

« PRECAUCION: No deje abierto el contenedor de las pruebas 12KRAS-NET,
solo dbrala hasta su uso, la presencia de humedad puede afectar su
desempeno.

« Evite interrupciones prolongadas de los pasos del ensayo. Asegure las
mismas condiciones de trabajo para todos los tubos.

» Calibre las micropipetas con frecuencia para asegurar la precision de la
distribucién de muestras/reactivos. Use puntas diferentes de micropipeta en
cada muestra y reactivo para evitar contaminacion cruzada.

e La prueba podria verse afectada por el polvo, reactivos quimicos y/o
sustancias como hipoclorito de sodio, dcidos, dlcalis, etanol, etc. No realice
el ensayo en presencia de estas sustancias y utilice puntas nuevas de
preferencia con filtro.

» Todas las muestras de origen humano deben considerarse potencialmente
infecciosas. El cumplimiento estricto de las Buenas Précticas de Laboratorio
(BPL) puede garantizar la seguridad del personal.

« Todos los productos de desecho generados por este Kit deben disponerse
de acuerdo a la NOM-087 vigente sobre el manejo de Residuos Bioldgico
infecciosos.
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C+ C-
Muestra por duplicado

VU

- 20 L de reactivo diluyente

Micropipeta

Tubo con reactivo

seco control

o Identifique cada Preparacion de muestra:

material y « Tome un tubo con reactivo seco.

asegurese de * Agregue 20 uL de reactivo diluyente al fubo.
tener todo lo e Agregue 5 puL de muestra (se recomienda
necesario. hacer duplicado por cada muestra a

analizar).
Preparacién de controles:

« Tome un tubo con reactivo seco y agregue 5
uL del control positivo (C+).

« Tome un tubo con reactivo seco y agregue 5
uL del control negativo (C-).

Prueba 12KRAS-NET

Tubo generado

- 5 uL de: control positivo (C+),
negativo (C-) o
muestra segUn corresponda.

Esquema de instrucciones de uso

U_.

65 °C por 30 minutos
(Reaccion LAMP)

« Tome cada tubo generado (C+, C-
y muestra) y coléquelos en
cualquiera de los siguientes
equipos: fermobloque, bano seco
o incubador.

e Programe el equipo para que
alcance una temperatura de 65 °C
y déjelos por 30 minutos.

®

Tubo con
10yl reactivo de
T corrimiento
' Mezcle

Tubo generado

eTome uno de los tubos generados (C+, C- o
muestra) y con ayuda de una micropipeta
recolecte 10 pL después transfiéralos'a un tubo con
reactivo de corrimiento, cierre perfectamente y
rotule.

* Mezcle por medio de pipeteo o agite q_l tubo por 5
segundos.

e Repita este paso para cada uno de los tubos
generados restantes.

©®

- 5 minutlos
después

Prueba Bionet multi

Tome una prueba Bionet multi (tira)

y rotllela segun el tubo con

reactivo de corrimiento

correspondiente elaborado en el

paso anterior:

o Tira LFM para el fubo con reactivo
de corrimienfo con muestra.

e Tira LFC+ en el tubo con reactivo
de corrimiento con C+.

e Tira LFC- en el tubo con reactivo
de corrimiento con C-.

Inicie un cronémetro.
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| _LFC-
-0
|

-0

LFC+

Ejemplificacion del revelado
de los controles C+y C-
usando BIONET MULTI

eUna vez hayan pasado 8
minufos saque la prueba del
fubo, coléquela sobre una
superficie plana y limpia

BIONET MULTI

\ J \

‘ l[ ] CQCD

Positivo

Negativo Invdlido

« Interprete los resultados conforme a la
imagen superior.
Nota: No interprete los resultados
después de 5 minutos.



