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Uso deseado

12KRAS-NET incluye lo necesario para extraer cfDNA a partir de muestras de biopsia
liquida (plasma) usando el kit de exiraccion de cfDNA, detectar la presencia de
mutaciones G12A, G12D, G12R, G12C, G12S y G12V del coddn 12 del gen KRAS humano
y su posterior visualizacién de los resultados mediante las tiras de Bionet multi.

Introduccién

KRAS (Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog) es un gen humano que codifica una
proteina llamada KRAS, la cual desempena un papel crucial en la regulacion de la
sefalizacion celular y estd involucrada en la proliferacién, diferenciaciéon y supervivencia
celular. Cualquier alteracion en su funcionalidad puede derivar en el crecimiento
descontrolado de las células [1,2]. Se han asociado determinadas mutaciones en el
coddn 12 del gen KRAS con algunos tipos de cdncer en érganos como: colon, pulmén,
pdncreas entre otros [1]. La deteccidon de mutaciones en el gen KRAS ha demostrado ser
Util en el diagnéstico y tratamiento contra el cdncer 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 (cfDNA) para la deteccién de genes se
estd posicionado como una opcidn precisa para guiar la atencién clinica de los
pacientes con cdncer debido a que es posible encontrar el ADN tumoral circulando
como cfDNA en muestras sanguineas (biopsia liquida) lo que hace posible la deteccién
por técnicas de biologia molecular teniendo una alta sensibilidad y especificidad [4].

Principio

Extracciéon de cfDNA: El producto kit de extraccién de cfDNA (REF KXCFDO1) tiene la
funcion de obtener ADN libre de células (cfDNA) aprovechando la carga de este, una
propiedad quimica de los dcidos nucleicos, ya que estos poseen una carga negativa
debido a los grupos fosfato presentes en su estructura, lo que permite capturar dicho
material utilizando moléculas cargadas positivamente [5]. Las perlas magnéticas
consisten en un centro de hierro recubierto por resina que confiere una carga positiva en
su superficie, éstas se encuentran suspendidas en un buffer con cierto pH para mantener
las cargas tanto de la superficie de las perlas magnéticas como la de los dcidos
nucleicos, con ayuda del buffer de lisis celular (contiene agentes desnaturalizantes de
proteinas y lipidos) tendrd la funcion de facilitar a las perlas magnéticas capturar los
dcidos nucleicos, una vez realizado dicho proceso con ayuda de unimdn o magneto se
atraerdn los nicleos de hierro permitiendo la separacién de las perlas del resto de
componentes de la muestra (proteinas, lipidos entre otros) para luego eliminar dichos
componentes por pipeteo. Mientras las perlas son retenidas en la pared del microtubo
por el imdn/magneto se realizard un proceso de lavado con el buffer de lavado, el cual,
tiene la funcidon de eliminar todos los componentes no deseados posteriormente se
elimina todo el buffer de lavado para finalmente eluir las perlas magnéticas en una
solucién acuosa con pH bdsico con el fin de neutralizar el pH de las perlas liberando los
dcidos nucleicos capturados [4].

Deteccion de mutaciones en gen KRAS: El 12KRAS-NET (REF DLSANOI1), es un ensayo
basado en la amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP por sus siglas en inglés)
que permite detectar la presencia de las mutaciones G12A, G12D, G12R, G12C, G125 y
G12V del coddn 12 del gen KRAS humano. La reaccidn de LAMP se realiza mezclando la
muestra (cfDNA) en un tubo con reactivo seco, luego se incuba a 65 °C en condiciones
isotérmicas, si la muestra de cfDNA contiene alguna de las mutaciones (G12A, G12D,
G12R, G12C, G12S 0 G12V) del coddn 12 del gen KRAS humano en una concentracion
mayor al limite de deteccién se llevard a cabo el proceso de amplificaciéon durante el
cual se incorporan las marcas biotina-FAM. En caso contrario, de no estar presente o se
encuentre por debajo del limite de deteccién no se realizard el proceso de amplificacion
ni tampoco el marcaje (etiquetado).

Visualizacién del resultado: Una vez concluido la deteccion, se utiliza el producto BIONET
MULTI (REF DLBIOO1). Para ello el producto de la amplificacién es diluido en reactivo de
corrimiento en el cual se colocard la prueba para que la muestra migre a través de ésta
por accidn capilar. Sila muestra contenia alguna de las mutaciones (G12A, G12D, GI12R,
G12C, G12S o G12V) del coddn 12 del gen KRAS humano las marcas biotina-FAM
reaccionardn con las particulas recubiertas de anticuerpos anti-fluoresceina presentes
en el conjugado, luego continuard migrando hasta encontrarse con los anticuerpos anti-
biotina en la regidn de prueba (T), estos reaccionardn formando una linea de color en
dicha regién T, esto indica un resultado positivo debido a que fue detectado alguna de
las mutaciones del coddén 12 del gen KRAS humano. Por el contrario, si no hay alguna de
las mutaciones del coddn 12 del gen KRAS humano no habrd marcas de biotina-FAM y
por lo tanto no se formard la linea de color en la regidn T, esto indica un resultado
negativo. La prueba posee un control (C) que indica que se ha agregado la cantidad
de muestra correcta y el procedimiento se ha realizado con éxito.

INSTRUCCIONES DE USO
PASO UNO: OBTENCION DE MUESTRA
Recolecte por venopuncion sangre periférica siguiendo la metodologia estandar,
para ello puede emplear tubos con anticoagulante (EDTA/heparina) o tubos
especiales para obtener cfDNA, posteriormente separe por centrifugacién a 3500
rom (revoluciones por minuto) durante 10 minutos para continuar con el proceso
de purificacion.
Nota: Es posible que para obtener los 4 mL (mililitros) de plasma requeridos para
el ensayo sea necesario 2-3 fubos de 4 mL de sangre total.

PASO DOS: EXTRACCION DE cfDNA DE LA MUESTRA

PRECAUCION: Previo a la redlizacion de este procedimiento es fundamental que si el
ensayo no serd readlizado inmediatamente después de obtener el plasma, este sea
almacenado a 2-8°C y no debe exceder las 24 horas para su utilizaciéon, de lo contario los
resultados obtenidos pueden no ser certeros. Alimacene a -20°C para su uso a largo plazo
y evite varios ciclos de congelacion-descongelacion.

Nota: Si el plasma ha sido congelado durante su almacenamiento serd necesario volver
a centrifugar la muestra como se indicé en el PASO UNO.

A continuacién, siga cada uno de los pasos que se describen, recuerde no modificar y/o
alterar ninguno de los pasos o cantidades que se indican.

I. Identifique cada uno de los materiales provistos por el kit de extraccion de cfDNA y
asegurese de contar con todo lo necesario.

Il. Tome un tubo falcdn con una capacidad de 15 mL y coloque 4 mL de muestra
(plasmal), 400 microlitros (L) de proteinasa K, 6 mL de buffer de lisis y 80 pL de perlas
magnéticas (agite el contenedor por 10 segundos previo a su recoleccién). Al
finalizar cierre perfectamente.

Muestra
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lIl. Mezcle por vortex durante 10 segundos hasta que la preparacidon se vea
completamente homogénea, deje reposar el tubo por 20 minutos a temperatura
ambiente y durante ese periodo mezcle con ayuda del vortex de 4 a 5 veces o
mantenga en agitacién continua.

Nota: No permita que se sedimenten las perlas magnéticas.

IV. Coloque el tubo en una gradilla magnética, déjelo en esa posicidon hasta que la
mezcla se aclare (aproximadamente 5 minutos), posteriormente retire
completamente el sobrenadante sin quitar el tubo de la gradilla y sin llevarse las
perlas magnéticas.

Gradilla magnética

V. Agregue 1 mL de buffer de lavado y mezcle por vortex durante 1 minuto hasta que
se haya resuspendido el pellet de perlas magnéticas luego tfransfiera toda la solucion
a un fubo de 1.5-2 mL (nuevo), posteriormente coloque el tubo en la gradila
magnética y déjelo hasta que la mezcla se aclare (aproximadamente 1-2 minutos),
proceda a remover el sobrenadante sin retirar el tubo de la gradilla y sin llevarse las
perlas magnéticas. Evite dejar residuos.

Buffer de
lavado

VI. A continuacién, agregue 1 mL de etanol al 80% al tubo y mezcle por vortex/pipeteo
por 30 segundos luego regrese el tubo a la gradilla magnética y déjelo hasta que
la mezcla se aclare (aproximadamente 1-2 minutos), proceda a remover el
sobrenadante sin retirar el tubo de la gradilla y sin llevarse las perlas magnéticas.
Evite dejar residuos.

Etanol al 80%

i

VIl. Repita nuevamente el paso anterior (paso VI).

VIIl. Deje el tubo en la gradilla magnética con la tapa abierta en un drea bien ventilada
por 5 minutos para eliminar por completo los residuos de etanol.
Nota: Los residuos de etanol pueden inhibir la reaccidon LAMP y llevar a falsos
negativos.

IX. Agregue 50 uL del buffer de elucidn al tubo y mezcle perfectamente por
vortex/pipeteo, luego mantenga en agitacién durante 5 minutos a temperatura
ambiente con algun equipo agitador o de forma manual.

Nota: Para una mejor extraccién se recomienda precalentar el buffer de eluciéon o
agua libre de nucleasas a 55 °C.

X. Coloque el tubo en la gradilla magnética y deje que las perlas magnéticas se
separen del buffer de elucién, esto durante un 1 minuto. Finalmente recolecte el
buffer de elucidn y transfiéralo a un tubo nuevo de un tamano de su preferencia,
rotUlelo y almacénelo a -20 °C para su posterior uso.

IFelicidades ha obtenido su cfDNA!
=

cfDNA E

PASO TRES: DETECCION DE MUTACIONES EN GEN KRAS

PRECAUCION: El cfDNA purificado puede ser utilizado inmediatamente luego de su
obtencién, en caso contrario debe ser aimacenado a -20°C y luego permitir que alcance
temperatura ambiente antes de utilizarlo.

A continuacién, siga cada uno de los pasos que se describen, recuerde no modificar y/o
alterar ninguno de los pasos o cantidades que se indican.

I. Identifique cada uno de los materiales provistos por el producto 12KRAS-NET y
asegurese de contar con todo lo necesario.

Il. Prepare cada tubo por separado segun lo descrito.

« Control positivo (C+) del ensayo: Tome un fubo con reactivo seco y agregue 20
uL de reactivo diluyente, 5 uL de control positivo y mezcle por pipeteo hasta
obtener una consistencia homogénea. Al finalizar cierre el tubo y rotule con C+.

o Control negativo (C-) del ensayo: Tome un tubo con reactivo seco y agregue 20
uL de reactivo diluyente, 5 uL de control negativo y mezcle por pipeteo hasta
obtener una consistencia homogénea. Al finalizar cierre el tubo y rotule con C-.

e Muestra (S): Tome un ftubo con reactivo seco y agregue 20 uL de reactivo
diluyente, 5 uL de muestra (cfDNA) y mezcle por pipeteo hasta obtener una
consistencia homogénea. Al finalizar cierre el tubo vy rotule de tal forma que
pueda identificarla.

Nota: se recomienda realizar duplicados por cada muestra a analizar.



lll. Coloque cada uno de los tubos generados (C+, C-y S) a 65 °C por 45 minutos en
alguno de los siguientes equipos: termobloque, bano seco o incubador. Al finalizar

saque los tubos del equipo.

PASO CUATRO: VISUALIZACION DEL RESULTADO

PRECAUCION: Cada uno de los tubos generados del paso fres pueden ser utilizados
inmediatamente, en caso contrario deben ser almacenados a -20 °C y luego permitir que
alcance temperatura ambiente antes utilizarlos.

A continuacién, siga cada uno de los pasos que se describen, recuerde no modificar y/o
alterar ninguno de los pasos o cantidades que se indican.

I. Identifique cada uno de los materiales provistos por el producto Bionet multi y
asegurese de contar con todo lo necesario.

Il. Recolecte 10 L del tubo C+ después transfiéralos a un tubo con reactivo de
corrimiento y mezcle por pipeteo o agite el tubo por 5 segundos de forma lateral,
cierre perfectamente y rotule con RC+.

Tubo conreactivo de
corrimiento

Repita este mismo procedimiento para cada uno de los tubos generados restantes
segun corresponde.

IV. Tome una prueba Bionet multi y rotUlela segun el tubo con reactivo de corrimiento
en el que la colocard (tubo elaborado en el paso anterior):
¢ Tira S para el fubo con reactivo de corrimiento que fiene la muestra.
e Tira C+ para el tubo con reactivo de corrimiento que tiene el control positivo.
e Tira C- para el tubo con reactivo de corrimiento que fiene el control negativo.
Programe un temporizador por 3 minutos.

- Regién control (C)

Regién de prueba (T)
Prueba Bionet -

multi <+—— Conjugado

<+—— Almohadilla que debe entrar en contacto
con el reactivo de corrimiento
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V. Una vez hayan pasado los 3 minutos, saque la prueba del tubo y coldquela sobre
una superficie plana y limpia (limpie el excedente si es necesario), interprete los

resultados.
| |
Positivo Negativo Invdlido
Resultados
Control Resultado: Se visualiza una linea de color en la regién de control (C) y
positivo ofra linea de color en la regién de prueba (T). Un resultado positivo
(C+) indica que se siguié de manera correcta el procedimiento.
Control Resultado: Unicamente se visualiza una linea de color en la regién de
negativo | control (C). Un resultado negativo indica que se siguié de manera
(C-) correcta el procedimiento.
Positivo: Se visualiza una linea de color en la regidn de control (C) y otra
linea de color en la regidn de prueba (T). Este resultado indica que se
detectd alguna de las mutaciones (G12A, G12D, G12R, G12C, G12S o
G12V) del coddn 12 del gen KRAS humano.
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). Este
resultado indica que no se detectd ninguna de las mutaciones (G12A,
G12D, G12R, G12C, G125 0 G12V) del coddn 12 del gen KRAS humano.
Invdlido | No se visualiza la linea de color en la regién control (C).
Contenido

Esta prueba proporciona los reactivos en las cantidades necesarias para procesar un
total de 10 muestras con extraccion, reaccién y revelado. A continuacion, se presenta el
contenido por separado de los productos:

INCLUIDOS REQUERIDOS PERO NO INCLUIDOS

e Kit de extraccion de cfDNA
- Buffer de lisis
- Perlas magnéticas

- Micropipetas
- Puntas para micropipetas
- Guantes de nitrilo

- Buffer de lavado - Vortex
- Buffer de elucién - Soporte magnético o imdn de alta
potencia

e  12KRAS-NET
- Reactivo seco
- Reactivo diluyente
- Control negativo (C-)
- Control positivo (C+)

- Tubo falcdn de 15 mL

- Tubos de 1.5-2 mL

- Tubos de 200 pL

- Contenedor de RPBI

- Termobloque, bano seco o
incubadora

- Equipo agitador

- Material para toma de muestra

° Bionet multi
- Prueba en fira
- Tubos con reactivo de corrimiento




NOTA: Algunos de los reactivos/equipos pueden ser adquiridos en conjunto o por
separado, para ello visite www.amunet.com.mx

Estabilidad y almacenamiento de los reactivos
- Almacene cada componente segun lo indicado en su etiqueta impresa.
- La prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa.
- No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad.

Control de calidad

Un control interno estd incluido en cada prueba de Bionet multi. Una linea de color
aparece en la regién control (C), este es el control interno del procedimiento, su funcién
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 prdctica de laboratorio.

Limitaciones

- Los resultados deben ser interpretados por personal calificado.

- La prueba es solo para uso profesional in vitro. Esta prueba cualitativa no puede
determinar el valor cuantitativo nila tasa de aumento en la concentracion de cfDNA
proveniente de las mutaciones del gen KRAS.

- La tonalidad que adquiera la membrana no interfiere en el resultado, mientras la linea
en la region control (C) se visudlice el resultado es vdlido.

- Los resultados negativos no descartan la presencia de alguna mutaciéon en el codén
12 del gen KRAS ya que la prueba estd dirigida solo a la deteccidn de las mutaciones
G12A, G12D, G12R, G12C, G125 y G12V del gen KRAS en cfDNA.

- El desempeno de la prueba se ha evaluado bajo las condiciones y caracteristicas
mencionadas en este instructivo. Siga las instrucciones para asegurar la precisién de
los resultados.

Caracteristicas de presentacion
Precision
Intra-ensayo
La repetibilidad se determind empleando un lote de 12KRAS-NET usando reactivo de
corrimiento como muestra con diferentes concentraciones de un control positivo. Se
realizaron 20 réplicas por cada concentraciéon preparada, las muestras fueron
correctamente identificadas el 99.99% de las veces.

Inter-Ensayo
La reproducibilidad se determiné con tres lotes de 12KRAS-NET empleando reactivo de
corrimiento como muestra con diferentes concentraciones de un control positivo. Se
realizaron 20 réplicas en dos dias diferentes por cada concentracién, las muestras fueron
correctamente identificadas el 99.99% de las veces.

Sustancias interferentes
Los siguientes compuestos han sido probados usando 12KRAS-NET con muestras positivas
y negativas, no se observé interferencia.

o Acetaminofén (20 mg/dL)

« Cafeina (20 mg/dL)
 Hemoglobina (1000 mg/dL)

e Bilirrubina (1000 mg/dL)

 Acido acetilsalicilico (20 mg/dL)
e AlbUmina 10,500 (10,500 mg/dL)

» Colesterol (800 mg/dL)

» Acido oxdlico (600 mg/dL)
e Creatina (200 mg/dL)

o Triglicéridos (1,600 mg/dL)
» Acido gentisico (20 mg/dlL)
e Urea (103 mg/dL)

Desempeino
Se utilizd 12KRAS-NET para procesar un total 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 fueron confirmados por medio de
secuenciacién y posteriormente se compararon:

METODO Secuenciacién
Resultados Positivo Negativo Total
Positivo 65 1 66
Negativo 3 168 171
Total 68 169 237

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

IC: Intervalo de confianza

Beneficios

e  Rapidez: Mayor ahorro de tiempo con una alta reproducibilidad.

e Simple: Facil operacidon con procesos cortos y escalable.

. Eficiencia: Una sola metodologia que engloba el procesamiento, deteccién y
visualizacién de los resultados.

e Seguridad: NingUn producto quimico de este kit es toxico.

e Versatilidad: El cfDNA purificado con este kit es funcional no solo para su propio
ensayo (LAMP) sino también para una gran variedad de aplicaciones como: PCR
convencional y variantes, RPA, NGS, secuenciacidén con bisulfito entre otros.

Consideraciones adicionales

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

-Es necesaria la purificacion de cfDNA previo al andlisis para obtener mejores
resultados.

- No infercambie reactivos de diferentes lotes ni use reactivos de otras pruebas
disponibles comercialmente. Los componentes de esta prueba se combinan con
precision para un rendimiento dptimo.

- Las micropipetas y consumibles deben ser nuevas. Se recomienda irradiar con luz UV
por 15 minutos antes de su uso, las micropipetas previamente limpiadas con cloro y
etanol asegurese de no dejar residuos.

- Se recomienda el uso de equipo de proteccidn al trabajar muestras.

- PRECAUCION: Permita que los reactivos y las muestras se descongelen
completamente antes de su uso. Mezcle el reactivo suavemente antes de usar
teniendo la precaucién de no generar espuma. Regrese a su temperatura de
almacenamiento después de su uso.

- PRECAUCION: No deje abierto la bolsa de las pruebas Bionet multi, solo dbrala hasta
suU Uso, la presencia de humedad puede afectar el desempeno de la prueba.

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

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

- La prueba podria verse afectada por el polvo, reactivos quimicos y/o sustancias
como hipoclorito de sodio, dcidos, dicalis, etanol, etc. No realice el ensayo en
presencia de estas sustancias y utilice puntas nuevas de preferencia con filtro.
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-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 esta prueba deben disponerse de
acuerdo d la NOM-087 vigente sobre el manejo de Residuos Bioldgico infecciosos.

Dudas, preguntas y consejos

- ¢ Puedo utilizar muestras de cfDNA purificado con ofros kits? R: No, el ensayo LAMP
puede verse inhibido por determinadas sustancias presentes en algunos buffers de
eluciéon incluidos en dichos kits, solo si puede eluir el cfDNA en el paso final en agua
grado biologia molecular o Tris-HCI 10 mM pH 8 es que serd posible usar ese cfDNA
independientemente del método utilizado.

- ¢Cudnto tiempo es viable si guardo a -20°C el cfDNA purificado con el producto kit de
extraccion de cfDNA? R: Puede ser viable hasta dos ailos como méximo, si desea que
sea viable por tiempo indefinido debe almacenarlo a -80°C. Evite realizar muchos
ciclos de congelamiento y descongelamiento.

- ¢Por qué no debo llevarme las perlas magnéticas? R: Las perlas magnéticas
mantienen la unién de forma directa con el cfDNA que se desea extraer, si durante
el proceso se llevan dichas perlas causard que el cfDNA obtenido sea muy poco y
puede no ser funcional para el ensayo.

- ¢Cudndo puedo retirar el tubo de la gradilla magnética durante el proceso de
extraccion de cfDNA? R: El imdn de la gradilla magnética tiene la funcidon de
aglomerar todas las perlas magnéticas para hacer mds sencilla la tarea de retirar el
sobrenadante en cada uno de los pasos, por lo tanto, puede retirar el fubo una vez
que haya retirado el sobrenadante indicado para agregar el siguiente reactivo.

- ¢Debo incluir controles cada vez que analizé una muestra? R: Si, los controles
aseguran que el proceso llevado a cabo fue el correcto. Es por ello que puede
esperar hasta obtener mdas muestras e ir extrayendo su cfDNA para su posterior uso en
el ensayo LAMP.

- ¢Coémo puedo ser mds eficiente al momento de realizar los ensayos? R: Puede colocar
los reactivos que comparten todos en vez de uno por uno como sucede con el
reactivo diluyente del paso tres, pero no mezcle ya que eso lo hard al final cuando
coloque la muestra o control con su respectivo cambio de punta de micropipeta
para evitar reactividad cruzada.

- {Qué pasa si dejo mis tubos por mds tiempo o temperatura indicada en el
termobloque, banho seco o incubador? R: El ensayo LAMP es sensible, en caso de que
esto ocurra, los resultados obtenidos pueden verse afectados y serd necesario repetir
el ensayo y descartar esos fubos.
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