Caracteristicas de rendimiento

Kit QIAamp® DSP DNA FFPE Tissue, version 1 60404

Administracién de versiones

Este documento es la versién 1, R3 de las Caracteristicas del rendimiento del kit QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue.

ce A Compruebe la disponibilidad de nuevas versiones de la

documentacién electrénica en www.qiagen.com/HB-0414 antes

de realizar el ensayo. El estado de revisién actual viene indicado

por la fecha de publicacién (formato: mes/afio).

Andlisis posteriores

El ADN gendmico eluido estd listo para su uso en distintos ensayos posteriores, incluidos varios
tipos de ensayos posteriores de diagnéstico in vitro. Consulte el manual del kit QIAGEN

correspondiente para obtener més informacién sobre el rendimiento de un sistema determinado.
Rendimiento del ADN purificado

Las muestras fijadas en formalina e incorporadas en parafina (formalinfixed paraffin-embedded, FFPE)
pueden mostrar un alto grado de heterogeneidad tisular. Ademés, el drea superficial del tejido puede
variar en gran medida en las muestras FFPE, lo que puede originar una cantidad variable de ADN
extraido. Por consiguiente, el usuario deberd optimizar el nimero de corfes, su grosor y drea

superficial en sus muestras de interés y en los procedimientos empleados en su laboratorio.

Si se utiliza el kit junto con una aplicacién QIAGEN posterior, consulte el correspondiente

manual para obtener instrucciones.

Una deshidratacién tisular insuficiente durante la preparacién de tejido FFPE, la adicién de un
exceso de parafina con la muestra en el tubo de extraccién, el uso de etanol de menor pureza
(en lugar de etanol de calidad apta para biologia molecular) que la recomendada o la
conservacién del xileno o el etanol en la muestra pueden llevar a que la exiraccién no sea

éptima y la cantidad de ADN sea baja.
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Repetibilidad

La repetibilidad se evalué utilizando seis lineas celulares FFPE generadas a partir de células
humanas fijadas en formalina e incorporadas en parafina. Las muestras se analizaron con
mezcla maestra QuantiTect® SYBR® Green y cebadores de B-actina especificos del gen junto con
el termociclador de PCR en tiempo real Rotor-Gene® Q. Las reacciones de PCR se llevaron a

cabo con un fragmento de 174 bp y un fragmento de 218 bp del gen B-actina humano.

Para los andlisis estadisticos, se utilizaron 72 puntos de datos con cada tamafio de fragmento.
Los andlisis estadisticos incluyeron el cdlculo de la desviacién estandar (SD) y los limites superior
e inferior del intervalo de confianza del 95 %. La variacién se calculé utilizando el andlisis de
componentes de varianza como la desviacién estédndar para el fragmento de 218 bp (SD:
0,342 Cy; limite inferior del intervalo de confianza del 95 %: 0,291; limite superior del intervalo
de confianza del 95 %: 0,413). Esto puede emplearse como célculo de repetibilidad para el
proceso de extraccién. La variacién calculada para el fragmento de 174 bp fue de 0,258 Cr;
limite inferior del intervalo de confianza del 95 %: 0,220; limite superior del intervalo de
confianza del 95 %: 0,312.

Reproducibilidad

La evaluacién de reproducibilidad se llevé a cabo en tres laboratorios, utilizando tres muestras
FFPE clinicas que contenian tejido de cdncer de pulmén no microcitico (non-small cell lung
cancer, NSCLC): una muestra con una mutacién por delecién 6223, una con mutacién L858R y
una de tipo silvestre (wild type, WT). Las muestras FFPE clinicas se seleccionaron basdndose en el

estado de mutacién conocido segin la secuenciacién de Sanger.

Para cada una de las muestras FFPE clinicas mutantes, se asignaron aleatoriamente 48 secciones
FFPE secuenciales en parejas para su uso en una extraccién y se dividieron en tres lotes, uno por

cada centro de ensayo.

Las extracciones se llevaron a cabo por duplicado en cada centro de ensayo. Cada centro utilizé
un lote exclusivo de kits QlAamp FFPE DNA DSP para la extraccién. Se llevé a cabo la
evaluacién de muestras y de mutaciones utilizando el kit therascreen EGFR RGQ PCR en los tres
centros. Las muestras se analizaron en tres dias no consecutivos durante un periodo de seis dias.
Cada muestra fue analizada seis veces en cada centro, lo que dio lugar a un total de 18 puntos

de datos para cada muestra.

Para todas las muestras, en los tres centros, se observé un 100% de identificaciones de

mutaciones correctas.
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Linealidad

El kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue se puede utilizar para el aislamiento de ADN procedente de
diferentes tipos de tejido. Debe establecerse un intervalo lineal segin los requisitos del cliente y
validarse para cada uso particular. Se prevén diferentes rangos lineales en los diferentes tipos de

tejidos, en funcién de la carga tisular en el sistema, asi como de las caracteristicas del tejido.

Sustancias interferentes

El kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue se puede utilizar para el aislamiento de ADN procedente de
diferentes tipos de tejido. Las sustancias potencialmente interferentes pueden proceder de
diferentes origenes, como metabolitos naturales especificos del tipo de tejido y érgano,
metabolitos producidos durante estados patolégicos, sustancias introducidas durante tratamientos
del paciente o sustancias ingeridas por el paciente. Debido a la complejidad de las sustancias
potencialmente interferentes y de la diferente sensibilidad de las aplicaciones posteriores
especificas, recomendamos que los usuarios evalien el efecto de las sustancias interferentes para
sus propios sistemas y validen el método de control de interferencias en su aplicacién posterior

de diagnéstico especifica.

Consulte los manuales del kit para obtener més informacién sobre las sustancias interferentes en

aplicaciones posteriores de QIAGEN especificas.
Contaminacién cruzada

Para evaluar el nivel de contaminacién cruzada, se utilizaron dos muestras NSCLC de la linea
celular FFPE: la de tipo silvestre y la muestra de la linea celular FFPE con la mutacién L858R del
ex6n 21. El estudio tenia como fin simular las condiciones en las que muestras con un elevado
nivel de mutacién pueden realizar una contaminacién cruzada de ofras muestras dentro del
procedimiento de extraccién. Se llevé a cabo una purificacién del ADN para cuestionar el
procedimiento purificando ADN de las muestras mutantes L858R situadas junto a muestras del
tipo silvestre, utilizando un lote de reactivos. La contaminacién cruzada se evalué con el kit
therascreen® EGFR RGQ PCR. Los resultados mostraron ausencia de contaminacién cruzada en

todo el sistema.
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Rendimiento del eluido de ADN QlAamp DSP DNA FFPE en

Pyrosequencing®

El ADN aislado del tejido FFPE se diluyé hasta una concentracién de ADN de 2 ng/pl para su
andlisis utilizando el ensayo therascreen EGFR Pyro. En todos los andlisis empleados para la
determinacién de las caracteristicas de rendimiento, la sefial fue de mds de 30 RLU (unidades de
luz relativas) para todos los codones y todas las muestras presentaron un resultado médico

correcto en el andlisis de mutacién.
Estabilidad del eluido

Lla estabilidad del eluvido dependerd del contenido y del tipo de impurezas copurificadas
(relacionadas con el tipo de tejido), del tipo de elucién y de las condiciones de almacenamiento.
Recomendamos que los usuarios determinen la estabilidad del eluido segin sus requisitos

particulares.

Si se utiliza el kit junto con una aplicacién QIAGEN posterior, consulte el correspondiente

manual del kit para obtener instrucciones.

Si desea obtener informacién actualizada sobre la licencia y las exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual o la guia del usuario del kit de QIAGEN®
correspondiente. Los manuales y los manuales del usuario de los kits de QIAGEN estdn
disponibles en www.qgiagen.com o pueden solicitarse al Servicio Técnico de QIAGEN o al

distribuidor local.
Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, QuantiTect®, Pyrosequencing®, Rotor-Gene®, therascreen® (QIAGEN Group); SYBR® (Thermo Fisher Scientific Inc).
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