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Tujuan Penggunaan 

therascreen® KRAS RGQ PCR Kit adalah uji kadar PCR kualitatif waktu nyata untuk deteksi 7 

mutasi somatis dalam kodon 12 dan 13 onkogen KRAS manusia menggunakan instrumen 

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Kit ini dimaksudkan untuk digunakan dengan DNA yang 

diekstrak dari sampel formalin-tetap parafin-tertanam (Formalin-Fixed Paraffin Embedded, 

FFPE) pada kanker kolorektum (Colorectal Cancer, CRC) atau sampel kanker paru bukan-sel 

kecil (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) yang diperoleh dari reseksi, biopsi jarum inti 

(Core Needle Biopsy, CNB), atau aspirasi jarum halus (Fine Needle Aspiration, FNA). 

Mutasi somatis dalam gen KRAS merupakan biomarker prediktif potensial atas resistensi 

terhadap terapi yang diarahkan-reseptor faktor pertumbuhan epidermal (Epidermal Growth 

Factor Receptor, EGFR) manusia seperti panitumumab dan cetuximab untuk perawatan CRC. 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit juga dimaksudkan untuk membantu identifikasi pasien NSCLC 

untuk perawatan dengan sotorasib (LUMYKRAS®) berdasarkan hasil mutasi terdeteksi 

KRAS G12C. 

Mutasi somatis dalam gen KRAS juga dapat diindikasikan sebagai biomarker prediktif 

potensial untuk membuat keputusan perawatan untuk terapi NSCLC lain. 

Status mutasi pasien akan dipertimbangkan oleh dokter bersama dengan faktor penyakit lain 

dalam membuat keputusan terapi. Keputusan perawatan untuk pasien kanker tidak boleh 

didasarkan hanya dari status mutasi KRAS.  

therascreen KRAS RGQ PCR Kit tidak ditujukan untuk mendiagnosis CRC, NSCLC, atau 

penyakit lain apa pun.  

therascreen KRAS RGQ PCR Kit ada dalam perangkat medis diagnostik in vitro. 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit digunakan oleh personel terlatih dalam lingkungan 

laboratorium profesional. 
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Ringkasan dan Penjelasan 

Mutasi dalam onkogen KRAS sering ditemukan dalam kanker manusia (1–4). Dengan 

teknologi ARMS® (Sistem Mutasi Refraktori Alel) dan Scorpions® (5, 6), therascreen 

KRAS RGQ PCR Kit memungkinkan deteksi 7 mutasi dalam kodon 12 dan 13 pada onkogen 

KRAS terhadap latar belakang DNA genomik tipe liar (Tabel 1). Berdasarkan data dalam 

basis data COSMIC (2015 v72), 7 mutasi yang dideteksi oleh therascreen KRAS RGQ PCR 

Kit menyumbang >95% dari semua mutasi KRAS yang dilaporkan dari pasien CRC dan >88% 

dari semua mutasi yang dilaporkan dari pasien NSCLC (7). 

Tabel 1. Daftar mutasi dan identitas COSMIC 

 Mutasi Perubahan dasar ID COSMIC*  

GLY12ALA (G12A) GGT>GCT 522 

GLY12ASP (G12D) GGT>GAT 521 

 GLY12ARG (G12R) GGT>CGT 518  

 GLY12CYS (G12C) GGT>TGT 516  

 GLY12SER (G12S) GGT>AGT 517  

 GLY12VAL (G12V) GGT>GTT 520  

 GLY13ASP (G13D) GGC>GAC 532  

     
* ID COSMIC diambil dari Katalog Mutasi Somatik dalam Kanker (7) (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic). 

 

Pengujian ini sangat sensitif dan spesifik, sehingga memungkinkan deteksi dalam persentase 

rendah DNA mutan terhadap latar belakang DNA tipe liar. Apabila terdapat salinan DNA 

dalam jumlah memadai, deteksi 0,8% mutan dalam latar belakang DNA genomik tipe liar 

dapat terjadi. 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit digunakan dalam prosedur reaksi rantai polimerase 

(Polymerase Chain Reaction, PCR). Manfaat kit ini adalah kit ini sangat spesifik terhadap 

target serta cepat dan efisien tanpa subjektivitas dalam menentukan hasil. 

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic
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Prinsip Prosedur 

therascreen KRAS RGQ PCR kit menggunakan 2 teknologi — ARMS dan Scorpions — untuk 

deteksi mutasi dalam real-time PCR. 

Campuran reaksi mutasi 

Setiap campuran reaksi menggunakan primer ARMS yang spesifik-mutasi untuk memperkuat 

secara selektif DNA yang termutasi, kemudian primer Scorpions untuk mendeteksi produk 

amplifikasi. 

ARMS 

Amplifikasi spesifik-alel dicapai oleh ARMS yang mengeksploitasi kemampuan polimerase 

DNA Taq untuk membedakan antara dasar cocok dan tidak cocok di 3' ujung primer PCR. 

Jika primer sepenuhnya cocok, amplifikasi akan memproses dengan efisiensi penuh. Jika 

dasar 3’ tidak cocok, hanya amplifikasi latar belakang tingkat rendah yang dapat terjadi. 

Sehingga, sekuens termutasi secara selektif diperkuat bahkan dalam sampel di mana 

sebagian besar DNA tidak membawa mutasi. 

Scorpions 

Deteksi amplifikasi dilakukan dengan menggunakan Scorpions. Scorpions adalah molekul 

dwi-fungsi yang mengandung primer PCR yang secara kovalen terkait dengan kuar. Kuar 

menggabungkan fluorofor karboksifluoresin (FAM™) dan pemadam. Yang terakhir 

memadamkan fluoresens dari fluorofor. Saat kuar terikat pada amplikon ARMS selama PCR, 

fluorofor dan pemadam menjadi terpisah, menyebabkan peningkatan yang dapat dideteksi 

dalam fluoresens. 
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Format kit 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit berisi 8 uji kadar: 

 1 uji kadar kontrol (Campuran Reaksi Kontrol [CTRL]) 

 7 uji kadar mutasi (12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL, 12ASP) 

Campuran reaksi adalah dupleks, yang berisi reagen berlabel FAM untuk mendeteksi target 

dan reagen berlabel HEX™ untuk mendeteksi kontrol internal. Campuran reaksi dan reagen 

kontrol positif mengandung dapar EDTA Tris, dan kontrol positif berisi Poly A RNA pembawa. 

Uji Kadar 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit terdiri dari prosedur dengan 2 tahap. Di tahap pertama, uji 

kadar kontrol dilakukan untuk menilai total kemampuan DNA KRAS yang dapat diperkuat 

dalam sampel. Di tahap kedua, uji kadar kontrol dan mutasi dilakukan untuk menentukan ada 

atau tidak adanya DNA mutan. 

Reaksi kontrol 

CTRL menggunakan primer Scorpions dan primer tanpa label untuk memperkuat sekuens 

pendek ekson 4 dari gen KRAS. Reaksi kontrol digunakan untuk menentukan apakah tingkat 

DNA yang dapat diperkuat yang sesuai ada dalam sampel dan merupakan faktor yang 

digunakan dalam perhitungan analisis yang digunakan untuk menentukan status mutasi. 

Uji kadar kontrol 

Uji kadar kontrol yang berlabel FAM, digunakan untuk menilai total DNA KRAS yang dapat 

diperkuat dalam sampel. Uji kadar kontrol memperkuat wilayah ekson 4 dari gen KRAS. 

Primer dan kuar Scorpions dirancang untuk memperkuat setiap polimorfisme KRAS yang 

dikenali secara independen. 
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Uji kadar mutasi 

Setiap uji kadar mutasi mengandung kuar Scorpion berlabel FAM dan primer ARMS, untuk 

membedakan antara DNA tipe liar dan DNA mutan tertentu. 

Kontrol 

Catatan: Semua proses eksperimen harus mengandung kontrol positif dan negatif. 

Kontrol internal 

Tiap campuran reaksi mengandung kontrol internal selain reaksi target. Kegagalan 

menunjukkan bahwa mungkin terdapat inhibitor yang dapat menyebabkan hasil tidak akurat 

atau kesalahan pengaturan operator yang terjadi untuk tabung tersebut. Jika kegagalan 

kontrol internal disebabkan karena inhibisi PCR, pengenceran sampel dapat mengurangi 

pengaruh inhibitor. Akan tetapi, perlu dicatat bahwa ini juga berarti mengencerkan DNA 

target. Satu tabung air untuk pengenceran sampel (Dil.) disertakan bersama kit. Pengenceran 

sampel harus dilakukan menggunakan air untuk pengenceran sampel (Dil.). 

Kontrol positif 

Setiap proses harus mengandung kontrol positif dalam tabung 1–5. therascreen KRAS RGQ 

Kit berisi Kontrol Positif (Positive Control, PC) KRAS untuk digunakan sebagai templat dalam 

reaksi kontrol positif. Hasil positif dinilai untuk memastikan bahwa kit berkinerja dalam kriteria 

penerimaan yang ditetapkan. 

Kontrol negatif 

Setiap proses harus mengandung kontrol negatif dalam tabung (Kontrol Tanpa Templat) dalam 

tabung 9–13. therascreen KRAS RGQ PCR Kit mengandung Air untuk NTC (No Template 

Control, NTC) untuk digunakan sebagai templat untuk Kontrol Tanpa Templat. Kontrol Tanpa 

Templat digunakan untuk menilai adanya potensi kontaminasi selama penyiapan proses dan 

untuk menilai kinerja reaksi kontrol internal. 
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Penilaian sampel 

Campuran Reaksi Kontrol (CTRL) yang disertakan dengan therascreen KRAS RGQ PCR Kit 

digunakan untuk menilai total DNA KRAS yang dapat diperkuat dalam sampel. Uji kadar 

kontrol memperkuat wilayah ekson 4 dari gen KRAS. Disarankan untuk menyiapkan sampel 

hanya dengan uji kadar kontrol menggunakan Kontrol Positif (Positive Control, PC) KRAS 

sebagai kontrol positif dan Air untuk NTC sebagai Kontrol Tanpa Templat. 

Platform dan perangkat lunak 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit secara spesifik dirancang untuk digunakan dengan instrumen 

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Perangkat Lunak Rotor-Gene Q dan therascreen KRAS Assay 

Package tersedia untuk diunduh di web di www.qiagen.com atau secara terpisah di CD. 

 Lihat Bahan yang Diperlukan tetapi Tidak Tersedia, halaman 12, untuk versi perangkat 

lunak RGQ dan therascreen KRAS Assay Package yang kompatibel. 

 Baca panduan pengguna instrumen untuk informasi terkait instrumen. 

 Untuk meminimalkan tanda untuk kontrol dan sampel, kepatuhan ketat terhadap panduan 

Petunjuk Penggunaan therascreen KRAS RGQ PCR Kit harus diikuti sehubungan dengan 

penempatan instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM sesuai dengan Prosedur Instalasi 

dan persyaratan lokasi. 

 Lihat Lampiran 2: Pemasangan therascreen KRAS Assay Package, halaman 133, untuk 

petunjuk instalasi Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package. 

Instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM harus dipelihara sesuai dengan persyaratan dalam 

panduan pengguna instrumen. Baca panduan pengguna untuk informasi terkait instrumen. 

Lihat Lampiran 2: Pemasangan therascreen KRAS Assay Package untuk petunjuk pemasangan. 

https://www.qiagen.com/
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Bahan yang Disediakan 

Isi kit 

 therascreen KRAS RGQ PCR Kit 

No. katalog  

Jumlah penyiapan 

Warna Identitas 

 

 

Identifikasi tabung 

(24) 

874011 

24 

Volume 

 

 

Merah Control Reaction Mix  
(Campuran Reaksi Kontrol)  1 CTRL 

2 x 600 µl 

 Ungu 12ALA Reaction Mix  
(Campuran Reaksi 12ALA)  2 12ALA 

600 µl  

 Jingga 12ASP Reaction Mix  
(Campuran Reaksi 12ASP) 

3 12ASP 
600 µl  

 Merah 
Muda 

12ARG Reaction Mix  
(Campuran Reaksi 12ARG) 

4 12ARG 600 µl  

 Hijau 12CYS Reaction Mix  
(Campuran Reaksi 12CYS) 

5 12CYS 600 µl  

 Kuning 12SER Reaction Mix  
(Campuran Reaksi 12SER) 6 12SER 

600 µl  

 Abu-abu 12VAL Reaction Mix  
(Campuran Reaksi 12VAL) 7 12VAL 

600 µl  

 Biru 13ASP Reaction Mix  
(Campuran Reaksi 13ASP) 8 13ASP 

600 µl  

 Krem KRAS Positive Control  
(Kontrol Positif KRAS) 9 PC 

250 µl  

 Mint Taq DNA Polymerase  
(Polimerase DNA Taq) Taq 

80 µl  

 Putih Water for NTC (Air untuk NTC) NTC 1,9 ml  

 Putih Water for Sample Dilution  
(Air untuk Pengenceran Sampel) Dil. 

1,9 ml  

 Buku Pegangan therascreen KRAS RGQ PCR Kit (Bahasa Inggris) 1  
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Bahan yang Diperlukan tetapi Tidak Tersedia 

Saat bekerja dengan bahan kimia, selalu kenakan jas lab yang sesuai, sarung tangan sekali 

pakai, dan kacamata pelindung. Untuk informasi selengkapnya, baca lembar data 

keselamatan (Safety Data Sheets, SDS) yang sesuai, tersedia dari pemasok produk. 

Reagen 

 QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (no. kat. 56404) 

 Xilena 

 Etanol (96–100%)* 

Bahan Habis Pakai 

 Sterilkan ujung pipet dengan filter (untuk menghindari kontaminasi silang, kami 

merekomendasikan ujung pipet dengan penghalang aerosol) 

 Sterilkan tabung mikrosentrifugasi untuk menyiapkan campuran master 

 0.1 ml Strip Tubes and Caps, untuk digunakan dengan 72-well rotor (no. kat. 981103 

atau 981106) 

Peralatan 

 Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM dengan saluran fluoresens untuk Cycling Green dan 

Cycling Yellow (masing-masing deteksi FAM dan HEX)  

 Perangkat lunak Rotor-Gene Q versi 2.3.1 dengan KRAS Assay Package (versi 3.0.3) 

yang diinstal untuk deteksi mutasi otomatis) 

Catatan: Perangkat lunak Rotor-Gene Q dapat digunakan tanpa KRAS Assay Package 

untuk deteksi mutasi manual. Lihat Lampiran 1: Protokol Panduan therascreen KRAS RGQ 

PCR Kit. 

 
* Jangan gunakan alkohol denaturasi, yang mengandung bahan lain seperti metanol atau metiletilketon. 
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 Thermomixer*, inkubator orbital berpemanas, blok pemanas atau penangas air yang 

mampu melakukan inkubasi pada suhu 56 ºC dan 90 ºC 

 Sentrifugasi atas meja† dengan rotor untuk tabung 1,5 ml 

 Vortexer atas meja† 

 Pipet khusus (dapat disesuaikan) untuk penyiapan sampel† 

 Pipet khusus (dapat disesuaikan) untuk penyiapan campuran master PCR* 

 Pipet khusus (dapat disesuaikan) untuk penyaluran DNA templat* 

 
* Pastikan bahwa instrumen telah diperiksa dan dikalibrasi sesuai dengan rekomendasi produsen. 
† Jangan gunakan alkohol denaturasi, yang mengandung bahan lain seperti metanol atau metiletilketon. 
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Peringatan dan Pencegahan 

Untuk penggunaan diagnostik in vitro 

Untuk digunakan dengan instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 

Untuk digunakan dengan QIAamp DNA FFPE Tissue Kit 

Informasi keselamatan 

Saat bekerja dengan bahan kimia, selalu kenakan jas lab yang sesuai, sarung tangan sekali 

pakai, dan kacamata pelindung. Untuk informasi lebih lanjut, periksalah lembar data 

keselamatan (Safety Data Sheets, SDS) yang sesuai. Panduan tersedia online dalam format 

PDF yang mudah dan praktis di www.qiagen.com/safety di mana Anda dapat menemukan, 

melihat, dan mencetak SDS untuk setiap kit dan komponen kit QIAGEN. 

Tindakan pencegahan umum 

Pengguna harus selalu memperhatikan hal-hal berikut saat menggunakan therascreen 

KRAS RGQ PCR Kit: 

 Alat uji ini ditujukan untuk digunakan dengan spesimen jaringan terfiksasi formalin dan 

tertanam dalam parafin. 

 Semua bahan biologis dan kimia berpotensi bahaya. Spesimen dan sampel berpotensi 

menginfeksi dan wajib diperlakukan sebagai bahan bahaya biologi. 

 Buang limbah sampel dan uji kadar sesuai dengan prosedur keselamatan setempat. 

 Reagen untuk therascreen KRAS RGQ PCR Kit diencerkan secara optimal. Jangan 

mengencerkan reagen lebih lanjut karena hal ini dapat menyebabkan hilangnya kinerja. 

Jangan gunakan volume reaksi (campuran reaksi plus sampel) kurang dari 25 µl. 

http://www.qiagen.com/safety
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 Semua reagen dalam therascreen KRAS RGQ PCR Kit diformulasikan khusus untuk 

digunakan dengan pengujian yang tersedia dalam kit. 

 Semua reagen yang disediakan dalam therascreen KRAS RGQ PCR Kit ditujukan untuk 

digunakan hanya dengan reagen lain dalam therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Jangan 

ganti reagen dalam therascreen KRAS RGQ PCR Kit karena hal ini dapat memengaruhi 

kinerja. 

 Hanya gunakan polimerase DNA Taq (tabung Taq) yang disediakan dalam therascreen 

KRAS RGQ PCR Kit. Jangan melakukan substitusi dengan polimerase DNA Taq dari kit 

lain pada tipe yang sama atau yang lain, atau dengan polimerase DNA Taq dari pemasok 

lain. 

 Jangan gunakan komponen yang disimpan dengan tidak benar atau kedaluwarsa. 

 Untuk meminimalkan tanda untuk kontrol dan sampel, kepatuhan ketat terhadap panduan 

Petunjuk Penggunaan therascreen KRAS RGQ PCR Kit harus diikuti, termasuk namun tidak 

terbatas pada: 

 Diperlukan pencampuran reagen yang benar dan harus dipastikan di setiap tahap 

pencampuran selama pengaturan uji kadar. 

 Penempatan instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM sesuai dengan Prosedur 

Instalasi dan persyaratan lokasi. 

Catatan: Perhatikan dengan sangat cermat untuk mencegah kontaminasi reagen campuran 

reaksi dan kontrol dengan bahan sintetis yang terkandung di dalam reagen kontrol positif. 

Catatan: Gunakan pipet khusus yang terpisah untuk menyiapkan campuran reaksi dan 

menambahkan reagen kontrol positif. 

Catatan: Siapkan dan keluarkan campuran reaksi di area yang terpisah dari tempat yang 

digunakan untuk menambahkan kontrol positif. 

Catatan: Jangan buka instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM sampai proses telah selesai. 
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Catatan: Jangan buka tabung Rotor-Gene Q setelah proses telah selesai. 

Catatan: Perhatikan dengan cermat untuk memastikan pengujian sampel yang tepat dengan 

penekanan pada kesalahan entri sampel, kesalahan pemuatan, dan kesalahan pemipetan. 

Penyimpanan dan Penanganan Reagen 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit dikirimkan dengan es kering. Jika terdapat komponen 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit yang tidak beku saat kedatangan, kemasan luar telah terbuka 

selama transit, atau pengiriman tidak berisi nota pengemasan, buku pegangan, atau reagen 

lain, silakan hubungi salah satu Departemen Layanan Teknis QIAGEN atau distributor 

setempat (lihat sampul belakang atau kunjungi www.qiagen.com). 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit harus disimpan segera setelah diterima pada suhu –30 hingga 

–-15 °C dalam lemari pembeku dengan suhu konstan dan terlindung dari cahaya. Seperti 

dengan semua molekul berlabel fluoresens, Scorpions harus terlindung dari cahaya untuk 

menghindari pemutihan foto dan kehilangan kinerja. 

Jika disimpan dalam kondisi penyimpanan yang direkomendasikan dalam kemasan asli, 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit tetap stabil hingga tanggal kedaluwarsa yang tertera. Hindari 

pencairan dan pembekuan berulang. Jangan melebihi maksimal 6 siklus beku-cair. 

https://www.qiagen.com/
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Pengumpulan Spesimen, Persiapan Analisis, dan 
Penyimpanan 

Catatan: Semua sampel harus diperlakukan sebagai bahan yang berpotensi menular. 

Bahan sampel harus berupa DNA genomik manusia yang diekstrak dari jaringan FFPE. 

Spesimen harus dipindahkan sesuai dengan metodologi patologi standar untuk menjamin 

kualitas spesimen. 

Sampel tumor bersifat heterogen dan data dari sampel tumor mungkin tidak sesuai dengan 

bagian lain dari tumor yang sama. Sampel tumor juga dapat mengandung jaringan non-

tumor. DNA dari jaringan non-tumor tidak akan diharapkan mengandung mutasi yang 

terdeteksi oleh therascreen KRAS RGQ PCR Kit. 

Penyiapan sampel jaringan 

Catatan: Gunakan pisau bedah kering. Jangan lakukan tahap ini dalam kap asap atau aliran 

laminar. 

 Kikis jaringan tumor dari bagian ke dalam tabung mikrosentrifugasi berlabel 

menggunakan pisau bedah baru untuk sampel masing-masing. 

Penyiapan sampel jaringan untuk ekstraksi DNA dari jaringan CRC 

 Dengan metode dan bahan standar, masukkan spesimen jaringan dalam 10% formalin 

berdapar netral (Neutral Buffered Formalin, NBF), dan lekatkan spesimen jaringan dalam 

parafin. Dengan mikrotom, potong 5 µm bagian serial dari blok parafin dan pasang pada 

kaca mikroskop. 

 Seorang individu terlatih (misalnya, ahli patologi) harus menilai bagian yang mengandung 

Hematoksilin & Eosin (H&E) untuk kandungan tumor dan penentuan luas. Tandai kaca 
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mikroskop bernoda untuk membedakan tumor dari jaringan normal. Gunakan bagian seri 

untuk ekstraksi DNA. 

 Gunakan bagian dengan >20% kandungan tumor menurut luas untuk memproses tanpa 

makrobedah (lihat di bawah). 

 Untuk bagian yang mengandung ≤20% kandungan tumor menurut luas, lakukan 

makrobedah pada satu atau beberapa bagian. Buang jaringan non-tumor. 

 Untuk bagian dengan luas <4 mm2, proses 2 atau beberapa bagian untuk meningkatkan 

luas total tumor hingga minimal 4 mm2 (berlaku untuk sampel dengan dan tanpa 

makrobedah). Buang jaringan non-tumor. 

 Kikis lebihan parafin dari jaringan dengan pisau bedah yang baru dan steril.  

Catatan: Gunakan pisau bedah kering. Jangan lakukan tahap ini dalam kap asap atau 

aliran laminar.  

 Kikis jaringan tumor dari bagian ke dalam tabung mikrosentrifugasi berlabel 

menggunakan pisau bedah baru untuk sampel masing-masing. 

Penyiapan sampel jaringan untuk ekstraksi DNA dari jaringan NSCLC 

 Dengan metode dan bahan standar, masukkan spesimen jaringan dalam NBF 10%, dan 

letakkan spesimen jaringan dalam parafin. Dengan mikrotom, potong 5 µm bagian serial 

dari blok parafin dan pasang pada kaca mikroskop. 

 Seorang individu terlatih (misalnya, ahli patologi) harus menilai bagian yang mengandung 

H&E untuk adanya tumor. Gunakan bagian seri untuk ekstraksi DNA. 

 Kikis lebihan parafin dari jaringan dengan pisau bedah yang baru dan steril.  

 Labeli, pegang, dan simpan sampel, kaca mikroskop, blok, spesimen tumor, dan tabung 

mikrosentrifugasi yang siap untuk diekstraksi dengan cara yang terkendali sesuai dengan 

prosedur setempat. 
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Penyimpanan spesimen 

Simpan blok FFPE dan kaca mikroskop pada suhu ruang. Kaca mikroskop dapat disimpan 

pada suhu sekitar hingga 4 minggu sebelum ekstraksi DNA. 

DNA genomik dapat disimpan pada suhu 2–8 °C selama 1 minggu pasca ekstraksi, dan 

pada suhu –25 hingga –15 °C sampai 8 minggu sebelum digunakan. 

Prosedur 

Ekstraksi DNA untuk sampel CRC 

Gunakan QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, no. kat. 56404) dengan perubahan 

terhadap protokol yang dijelaskan di bawah untuk memurnikan DNA genomik dari sampel 

yang disiapkan dari spesimen CRC FFPE. 

Catatan: therascreen KRAS RGQ PCR Kit telah divalidasi untuk menggunakan DNA yang 

diekstrak dengan QIAamp DNA FFPE Tissue Kit. Jangan gunakan produk ekstraksi DNA lain. 

Lakukan ekstraksi DNA sesuai dengan petunjuk dalam Buku Pegangan QIAamp DNA FFPE 

Tissue Kit (Versi 1) dengan memperhatikan hal-hal berikut: 

 Baca Buku Pegangan QIAamp DNA FFPE Tissue Kit untuk penyiapan spesimen sebelum 

ekstraksi DNA. 

 QIAamp DNA FFPE Tissue Kit hanya boleh digunakan secara manual.  

 Jangan gunakan tahap RNase yang dijelaskan dalam Buku Pegangan QIAamp DNA FFPE 

Tissue Kit. 

 Jangan gunakan QIAGEN Deparaffinization Solution yang disediakan dalam QIAamp 

DNA FFPE Tissue Kit. Hanya gunakan metode xilena/etanol untuk deparafinisasi, seperti 

yang dijelaskan dalam Buku Pegangan QIAamp DNA FFPE Tissue. 
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 Gunakan etanol tingkat biologi molekuler untuk semua tahapan yang diperlukan.* 

 Gunakan 1 kaca mikroskop per ekstraksi. 

 Pencernaan Proteinase K (tahap 11 dalam Buku Pegangan QIAamp DNA FFPE Tissue Kit) 

harus dilakukan selama 1 jam.  

 Sampel harus dielusi menggunakan 200 µl dapar elusi (Buffer ATE) dari QIAamp DNA 

FFPE Tissue Kit. 

Catatan: Simpan DNA genomik pada suhu 2–8 °C selama 1 minggu pasca ekstraksi, 

kemudian pada suhu –25 hingga –15 °C sampai 8 minggu sebelum digunakan. 

Ekstraksi DNA untuk sampel NSCLC 

Gunakan QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, no. kat. 56404) dengan perubahan 

terhadap protokol yang dijelaskan di bawah untuk memurnikan DNA genomik dari sampel 

yang disiapkan dari spesimen NSCLC FFPE.  

Catatan: therascreen KRAS RGQ PCR Kit telah divalidasi untuk menggunakan DNA yang 

diekstrak dengan QIAamp DNA FFPE Tissue Kit. Jangan gunakan produk ekstraksi DNA lain.  

Lakukan ekstraksi DNA sesuai dengan petunjuk dalam Buku Pegangan QIAamp DNA FFPE 

Tissue Kit dengan memperhatikan hal-hal berikut:  

 Jangan gunakan tahap RNase yang dijelaskan dalam Buku Pegangan QIAamp DNA FFPE 

Tissue Kit. 

 Jangan gunakan QIAGEN Deparaffinization Solution yang disediakan dalam QIAamp 

DNA FFPE Tissue Kit. Hanya gunakan metode xilena/etanol untuk deparafinisasi, seperti 

yang dijelaskan dalam Buku Pegangan QIAamp DNA FFPE Tissue. 

 Gunakan etanol tingkat biologi molekuler untuk semua tahapan yang diperlukan.† 

 
* Jangan gunakan alkohol denaturasi, yang mengandung bahan lain seperti metanol atau metiletilketon. 
† Jangan gunakan alkohol denaturasi, yang mengandung bahan lain seperti metanol atau metiletilketon. 
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 Gunakan bagian 2 x 5 µm per ekstraksi. 

 QIAamp DNA FFPE Tissue Kit hanya boleh digunakan secara manual.  

 Jangan gunakan tahap RNase dalam Buku Pegangan QIAamp DNA FFPE Tissue Kit. 

 Jangan gunakan QIAGEN Deparaffinization Solution yang disediakan dalam QIAamp 

DNA FFPE Tissue Kit. Hanya gunakan metode xilena/etanol untuk deparafinisasi yang 

dijelaskan dalam Buku Pegangan QIAamp DNA FFPE Tissue Kit. 

 Pencernaan Proteinase K (tahap 11 dalam Buku Pegangan QIAamp DNA FFPE Tissue Kit) 

harus dilakukan selama 1 jam.  

 Tambahkan 60 µl dapar elusi (ATE) dari QIAamp DNA FFPE Tissue Kit dan inkubasi 

selama 2,5 menit pada suhu ruang. 

 Sentrifugasi dengan kecepatan penuh selama 1 menit. 

 Tambahkan lagi 60 µl dapar elusi (ATE) dari QIAamp DNA FFPE Tissue Kit dan inkubasi 

selama 2,5 menit pada suhu ruang. 

 Sentrifugasi dengan kecepatan penuh selama 1 menit. 

Catatan: Simpan DNA genomik pada suhu 2–8 °C selama 1 minggu pasca ekstraksi, 

kemudian pada suhu –25 hingga –15 °C sampai 8 minggu sebelum digunakan. 

 



 

 

22  Petunjuk Penggunaan (Buku Pegangan) therascreen KRAS RGQ PCR Kit  04/2022 

Protokol: Penilaian sampel DNA 

Protokol ini digunakan untuk menilai total DNA yang dapat diperkuat dalam sampel 

menggunakan KRAS CE Sample Assessment Locked Template (Assay Package) untuk penilaian 

sampel otomatis. 

Catatan: Untuk penilaian sampel manual, lihat Lampiran 1: Protokol Panduan therascreen 

KRAS RGQ PCR Kit. 

Poin penting sebelum memulai 

Catatan: Penilaian sampel DNA tidak dirancang untuk mendeteksi adanya inhibitor PCR 

karena hanya total DNA yang diperkuat dalam sampel yang dinilai menggunakan reaksi 

kontrol. 

Catatan: Penting untuk menggunakan Campuran Reaksi Kontrol seperti yang dijelaskan di 

bawah untuk penilaian ini dan bukan spektrofotometri atau metode alternatif lain. DNA yang 

menurun drastis tidak dapat memperkuat meski primer menghasilkan fragmen DNA pendek. 

 Maksimal 24 sampel yang dapat dinilai menggunakan Campuran Reaksi Kontrol (tabung 

CTRL) yang tersedia. 

 Gunakan CTRL untuk menilai DNA sebelum menguji dengan uji kadar penilaian mutasi. 

 Untuk penggunaan reagen yang efisien dalam therascreen KRAS RGQ PCR Kit, tetapkan 

batch sampel DNA sejauh mungkin untuk menciptakan proses lengkap. Pengujian sampel 

secara individu atau dalam jumlah kecil menghabiskan lebih banyak reagen dan 

mengurangi jumlah keseluruhan sampel yang dapat diuji dengan satu therascreen KRAS 

RGQ PCR Kit. 

 Jangan melakukan proses vorteks polimerase DNA Taq (tabung Taq) atau campuran apa 

pun yang mengandung polimerase DNA Taq, karena hal ini dapat menonaktifkan enzim. 

 Masukkan polimerase DNA Taq menggunakan pipet dengan meletakkan ujung pipet 

secara hati-hati di bawah permukaan cairan agar ujungnya tidak terlapisi lebihan enzim. 



 

 

 Petunjuk Penggunaan (Buku Pegangan) therascreen KRAS RGQ PCR Kit  04/2022 23 

 Untuk meminimalkan tanda untuk kontrol, kepatuhan ketat terhadap panduan Petunjuk 

Penggunaan therascreen KRAS RGQ PCR Kit diperlukan sehubungan dengan 

pencampuran reagen yang benar dan harus dipastikan di setiap tahap pencampuran 

selama pengaturan uji kadar. 

Hal yang harus dilakukan sebelum memulai 

 Pastikan bahwa perangkat lunak Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package yang 

tepat yang berkaitan dengan versi perangkat lunak Rotor-Gene sebelum pertama kali 

menggunakan instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (lihat Lampiran 2: Pemasangan 

therascreen KRAS Assay Package). 

 Sebelum setiap penggunaan, semua reagen perlu dicairkan sepenuhnya selama minimal 

1 jam pada suhu ruang (15–25 °C), dicampurkan dengan membalikkan 10 kali, dan 

sentrifugasi sekejap untuk mengumpulkan isi di bagian dasar tabung. Pencampuran 

reagen yang benar harus dipastikan selama pengaturan uji kadar. 

 Pastikan bahwa polimerase DNA Taq (tabung Taq) pada suhu ruang (15–25 °C) sebelum 

setiap penggunaan. Sentrifugasi tabung sekejap untuk mengumpulkan enzim di bagian 

dasar tabung. 
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Prosedur 

1. Cairkan campuran reaksi kontrol (tabung CTRL), air bebas-nuklease untuk Kontrol Tanpa 

Templat (No Template Control, NTC), dan Kontrol Positif (Positive Control, PC) KRAS 

pada suhu ruang (15–25 °C) selama minimal 1 jam. 

Waktu pencairan reagen, pengaturan PCR, dan penyimpanan sebelum memulai proses 

ditunjukkan dalam Tabel 2. 

Tabel 2. Waktu pencairan, waktu pengaturan PCR, dan suhu penyimpanan 

 Waktu pencairan Suhu penyimpanan* 
setelah pengaturan PCR 

Maksimal waktu 
pengaturan PCR dan 
penyimpanan 

 

Minimum Maksimum 

1 jam 4,5 jam Suhu ruang 
(15–30 °C) 

7 jam 

1 jam 4,5 jam 2–8 °C 18 jam 

      
* Penyimpanan merujuk pada waktu antara selesainya pengaturan PCR dan dimulainya proses PCR pada instrumen 

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. 

Catatan: Pengaturan PCR harus dilakukan pada suhu ruang. 
 

2. Campurkan reagen yang dicairkan dengan membalik masing-masing tabung 10 kali 

untuk menghindari konsentrasi garam yang terlokal, lalu sentrifugasi sekejap untuk 

mengumpulkan isi pada bagian dasar tabung. 

Catatan: Jangan melakukan proses vorteks polimerase DNA Taq (Taq) atau campuran 

apa pun yang mengandung Taq, karena hal ini dapat menonaktifkan enzim. 

Catatan: Pencampuran reagen yang benar harus dipastikan selama pengaturan uji kadar. 

3. Siapkan campuran master secukupnya (Campuran Reaksi Kontrol [CTRL] dan DNA 

Polimerase Taq [Taq]) sesuai dengan volume dalam Tabel 3 untuk hal-hal berikut: 

 Semua sampel DNA 

 1 reaksi Kontrol Positif (Positive Control, PC) KRAS 

 1 reaksi air bebas-nuklease untuk Kontrol Tanpa Templat (No Template Control, NTC) 

 1 sampel tambahan untuk membiarkan lebihan yang memadai untuk pengaturan PCR 

Campuran master uji kadar kontrol mengandung semua komponen yang diperlukan untuk 

PCR, kecuali sampel. 
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Tabel 3. Penyiapan campuran master uji kadar Kontrol 

 Komponen Volume  

Campuran Reaksi Kontrol (CTRL) 19,76 µl x (n+1)* 

Polimerase DNA Taq (Taq) 0,24 µl x (n+1)* 

Total volume 20 µl/reaksi 

 
* n = Jumlah reaksi (sampel ditambah kontrol).  
Siapkan campuran master secukupnya untuk satu sampel tambahan (n+1) untuk membiarkan adanya lebihan yang 
memadai untuk pengaturan PCR. Nilai n tidak boleh melebihi 24 (ditambah kontrol) karena 24 adalah jumlah maksimal 
sampel yang dapat disertakan dalam satu proses. 

Catatan: Saat menyiapkan campuran master, Campuran Reaksi Kontrol (CTRL) 

ditambahkan ke tabung yang relevan terlebih dahulu kemudian polimerase DNA Taq 

(Taq) ditambahkan terakhir. 

Catatan: Masukkan polimerase DNA Taq menggunakan pipet dengan meletakkan ujung 

pipet secara hati-hati di bawah permukaan cairan agar ujungnya tidak terlapisi lebihan 

enzim. 

4. Letakkan sejumlah tabung 4-strip PCR (tiap strip memiliki 4 tabung) secukupnya dalam 

blok pemuatan sesuai dengan tata letak dalam Tabel 4. Jangan menutup tabung. 

Catatan: Letakkan penutup dalam wadah plastik hingga dibutuhkan. 

Tabel 4. Tata letak proses dalam blok pemuatan untuk penilaian sampel DNA 

 Uji Kadar           

 Kontrol 1 (PC) 9 17 25 – – – – –  

 Kontrol 2 (NTC) 10 18 26 – – – – –  

 Kontrol 3 11 19 – – – – – –  

 Kontrol 4 12 20 – – – – – –  

 Kontrol 5 13 21 – – – – – –  

 Kontrol 6 14 22 – – – – – –  

 Kontrol 7 15 23 – – – – – –  

 Kontrol 8 16 24 – – – – – –  

            
* Angka menunjukkan posisi dalam blok pemuatan dan menunjukkan posisi akhir rotor. 
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5. Atur pipet hingga volume di bawah total volume campuran master reaksi dan campurkan 

hingga rata dengan melakukan aspirasi penuh naik dan turun 10 kali. 

Catatan: Pencampuran reagen yang benar harus dipastikan selama pengaturan uji 

kadar. 

6. Segera tambahkan 20 µl campuran master ke setiap tabung strip PCR. 

Catatan: Lihat Tabel 4 untuk tata letak tabung. Untuk penilaian sampel DNA, campuran 

master uji kadar Kontrol harus ditambahkan ke satu tabung PC, satu tabung NTC, dan 

satu tabung untuk masing-masing sampel DNA. 

7. Segera tambahkan 5 µl air bebas-nuklease untuk Kontrol Tanpa Templat (No Template 

Control, NTC) ke tabung NTC (posisi tabung 2) lalu tutup tabungnya. 

8. Tambahkan 5 µl dari setiap sampel DNA ke tabung sampel (posisi tabung 3–26) lalu 

tutup tabungnya. 

9. Tambahkan 5 µl dari Kontrol Positif (Positive Control, PC) KRAS ke tabung PC 

(posisi tabung 1) lalu tutup tabungnya. 

Catatan: Tiap tabung harus berisi total volume reaksi sebanyak 25 µl (20 µl campuran 

master yang disiapkan dalam Tabel 3, ditambah 5 µl NTC/sampel/PC). 

10. Dengan spidol permanen, tandai penutup tabung pertama dalam posisi numerik terendah 

dalam tiap tabung 4-strip PCR (misalnya, posisi 1, 5, dan 9, dst.) untuk menunjukkan 

orientasi dalam memuat tabung ke dalam 72-well rotor instrumen Rotor Gene Q MDx 

5plex HRM. 

11. Balikkan tabung yang tertutup 4 kali untuk mencampurkan sampel dan campuran reaksi. 

Catatan: Pencampuran reagen yang benar harus dipastikan selama pengaturan uji 

kadar. 

12. Letakkan semua tabung 4 strip PCR ke posisi yang sesuai pada 72-well rotor sesuai 

dengan tata letak proses (Tabel 4) menggunakan tanda untuk orientasi. 

Catatan: Jika rotor tidak terisi penuh, semua posisi yang tidak digunakan pada rotor 

harus diisi dengan tabung kosong tertutup. Hal ini memastikan agar efisiensi termal 

instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM tetap terjaga. 
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13. Letakkan 72-well rotor ke dalam instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Pastikan ring 

penguncian (yang disediakan dengan instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM) 

diletakkan di atas rotor untuk mengamankan tabung selama proses berlangsung. 

14. Klik dua kali ikon therascreen KRAS QC Locked Template (Templat Terkunci QC 

therascreen KRAS) di desktop laptop yang terhubung pada instrumen Rotor-Gene Q MDx 

5plex HRM (Gambar 1) untuk memulai perangkat lunak Rotor Gene Q. 

 
Gambar 1. Ikon therascreen KRAS QC Locked Template (Templat Terkunci QC therascreen KRAS). 

Tab Setup (Pengaturan) muncul sebagai default (Gambar 2).  
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Gambar 2. Tab Setup (Pengaturan) dan kotak Locking Ring Attached (Ring Penguncian Terpasang).  
1 = Tab Setup (Pengaturan), 2 = Kotak Locking Ring Attached (Ring Penguncian Terpasang). 

15. Pastikan bahwa ring penguncian terpasang dengan benar lalu centang kotak Locking 

Ring Attached (Ring Penguncian Terpasang). Tutup penutup instrumen Rotor-Gene Q MDx 

5plex HRM. 

16. Masukkan ID proses dalam bidang Run ID (ID Proses) sesuai dengan konvensi penamaan 

lokal Anda. Masukkan nama sampel dalam bidang Sample Name (Nama Sampel) sesuai 

dengan konvensi penamaan lokal Anda lalu tekan tombol Return (Kembali).  

Ini akan menambahkan nama sampel ke daftar sampel di bawah dan menetapkan 

Sample ID (ID Sampel) untuk sampel (1, 2, 3, dst.). Selain itu, panel Layout of the pipetting 

adapter (Tata letak adaptor pipet) di sebelah kanan akan diperbarui untuk menyertakan 

nama sampel (Gambar 3). 
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Selain itu, nama sampel yang disimpan dalam format *.smp (file sampel Rotor-Gene Q) 

atau *.csv (comma separated values (nilai yang dipisahkan koma)) dapat diimpor 

menggunakan tombol Import Samples (Impor Sampel). Nama sampel akan terisi otomatis 

menggunakan metode ini. 

Catatan: Dalam panel Layout of the pipetting adapter (Tata letak adaptor pipet), periksa 

bahwa tambahan nama sampel telah disoroti dengan adanya perubahan warna dan 

bahwa nama sampel berada dalam posisi sampel (Gambar 3). 

Catatan: Nama sampel yang mengandung lebih dari 8 karakter mungkin tidak 

ditampilkan penuh dalam panel Layout of the pipetting adapter (Tata letak adaptor pipet). 

 
Gambar 3. Memasukkan Run ID (ID Proses) dan Sample Name (Nama Sampel). 1 = bidang dialog Run ID (ID Proses),  
2 = tombol Import Sample (Impor Sampel) 3 = bidang dialog Sample Name (Nama Sampel), 4 = Sample List (Daftar 
Sampel), 5 = panel Layout of the pipetting adapter (Tata letak adaptor pipet). 

17. Ulangi tahap 16 untuk memasukkan nama semua sampel tambahan (Gambar 4). 

Catatan: Untuk mengedit nama sampel, klik Sample Name (Nama Sampel) dalam daftar 

sampel lalu sampel yang terpilih akan muncul dalam bidang Sample Name (Nama 

Sampel) di atas. Edit nama sampel sesuai dengan konvensi penamaan lokal Anda lalu 

tekan tombol Return (Kembali) untuk memperbarui nama. 
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Gambar 4. Memasukkan nama sampel tambahan dalam bidang dialog Sample Name (Nama Sampel). *1 = tombol 
Import Sample (Impor Sampel), 2 = bidang dialog Sample Name (Nama Sampel) dan Sample List (Daftar Sampel), 
3 = panel Layout of the pipetting adapter (Tata letak adaptor pipet) dengan nama sampel tambahan. 

18. Jika semua nama sampel sudah dimasukkan, periksa apakah sudah benar. Tambahkan 

informasi lain dalam bidang Notes (Catatan) bila perlu, lalu klik Start Run (Mulai Proses) 

(Gambar 5). 

Catatan: Jika ada posisi rotor yang tidak digunakan, pesan peringatan akan muncul 

(Gambar 5 dan Gambar 6) untuk mengingatkan pengguna bahwa semua posisi yang 

tidak digunakan pada rotor harus diisi dengan tabung kosong tertutup. Periksa bahwa 

semua posisi rotor yang tidak digunakan terisi dengan tabung kosong tertutup lalu klik 

OK (Oke) untuk memproses. 
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Gambar 5. Bidang dialog Notes (Catatan), Start Run (Mulai Proses), dan Warning (Peringatan) posisi rotor yang tidak 
digunakan. 

 

 

Gambar 6. 1 = Warning (Peringatan) posisi rotor yang tidak digunakan.  
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19. Kotak dialog Save As (Simpan Sebagai) akan muncul. Pilih nama file yang sesuai lalu 

simpan proses PCR sebagai file proses *.rex pada lokasi yang dipilih. Klik Save (Simpan) 

(Gambar 7). 

 
Gambar 7. Menyimpan file proses. 1 = jendela Save As (Simpan Sebagai),  
2 = Nama file dan simpan sebagai tipe file *.rex, 3 = Save (Simpan). 
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Proses PCR dimulai. 

Catatan: Saat proses berjalan, tab Run Progress (Proses Operasi) akan otomatis terbuka 

untuk menampilkan jejak suhu dan sisa waktu proses (Gambar 8). 

 

Gambar 8. Tab Run Progress (Proses Operasi). 

Setelah proses selesai, tab Analysis (Analisis) akan otomatis terbuka. 

Catatan: Jika tab Analysis (Analisis) gagal terbuka, klik tab Analysis (Analisis) (Gambar 9). 

Catatan: Penjelasan metode perhitungan disajikan dalam Interpretasi Hasil. 
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Gambar 9. Tab Analysis (Analisis) dan pelaporan hasil. 1 = tab Analysis (Analisis),  
2 = Sample QC Result Table (Tabel Hasil QC Sampel). 

Catatan: Hasil kontrol akan dilaporkan sebagai berikut dalam Sample QC Result Table 

(Tabel Hasil QC Sampel) (2 dalam Gambar 9). 

 Kontrol proses (PC dan NTC, tabung posisi 1 dan 2, masing-masing): Valid akan 

ditampilkan jika hasil berada dalam rentang yang dapat diterima. Jika tidak, hasil 

Invalid (Tidak Valid) akan muncul. 

 CT reaksi kontrol sampel >32,00: Invalid (Tidak Valid) ditampilkan. Jumlah DNA 

tidak memadai untuk analisis mutasi. Uji ulang sampel. Jika jumlah DNA masih 

belum memadai, ekstrak beberapa jaringan tumor jika tersedia (lihat Interpretasi 

Hasil (Manual). 
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Interpretasi Hasil (Manual) 

Setelah proses penilaian sampel atau proses analisis mutasi selesai, analisis data sesuai 

dengan prosedur berikut. 

Pengaturan analisis perangkat lunak 

1. Buka file yang sesuai menggunakan perangkat lunak seri Rotor-Gene Q 2.3. 

2. Jika Anda belum memberi nama sampel Anda sebelum melakukan proses, klik 

Edit Samples (Edit Sampel). 

3. Masukkan nama sampel Anda dalam kolom Name (Nama). 

4. Klik Analysis (Analisis). Di halaman analisis, klik Cycling A. Yellow (Siklus A. Kuning) 

untuk menampilkan saluran HEX. 

5. Klik Named On (Beri Nama). 

Catatan: Ini dilakukan untuk memastikan agar sumuran yang kosong tidak disertakan 

dalam analisis. 

6. Pilih Dynamic Tube (Tabung Dinamis). 

7. Pilih Linear Scale (Skala Linear). 

8. Klik Outlier Removal (Penghapusan Pencilan) lalu masukkan 10% dalam bidang NTC 

Threshold (Ambang batas NTC). 

9. Atur Ambang batas menjadi 0.05 (0,05) lalu periksa nilai CT HEX. 

10. Di halaman analisis, klik Cycling A. Green (Siklus A. Hijau) untuk menampilkan saluran FAM. 

11. Periksa apakah Dynamic Tube (Tabung Dinamis) sudah disoroti. Klik Linear Scale 

(Skala Linear). 

12. Klik Outlier Removal (Penghapusan Pencilan) lalu masukkan 10% dalam bidang NTC 

Threshold (Ambang batas NTC). 

13. Atur Ambang batas menjadi 0.05 (0,05) lalu periksa nilai CT FAM. 
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Analisis data penilaian sampel 

Analisis kontrol proses 

Lihat bagan alir analisis kontrol Run (Proses) pada Gambar 42. 

 Kontrol negatif: Untuk memastikan bahwa tidak ada kontaminasi campuran reaksi, Kontrol 

Tanpa Templat tidak boleh menghasilkan nilai CT dalam saluran hijau di bawah 40. Untuk 

memastikan bahwa pelat telah diatur dengan benar, NTC harus menampilkan amplifikasi 

sebesar 31,91–35,16 dalam saluran kuning. Nilai yang ditentukan berada dalam dan 

termasuk nilai tersebut. 

 Kontrol positif: Kontrol Positif (Positive Control, PC) KRAS harus memberikan nilai CT 

sebesar 23,5–29,5 dalam saluran hijau pada masing-masing dari 8 uji kadar. Nilai yang 

ditentukan berada dalam dan termasuk nilai tersebut. Nilai di luar rentang ini 

menunjukkan adanya masalah pengaturan uji kadar sehingga proses gagal. 

Catatan: Data sampel tidak boleh digunakan jika kedua kontrol proses tersebut gagal. 

Dengan ketentuan bahwa kedua kontrol proses valid, setiap nilai CT sampel harus berada 

dalam rentang 21,92–32,00 dalam saluran hijau. Jika sampel berada di luar rentang ini, 

diberikan panduan berikut. 

Analisis sampel – uji kadar kontrol 

 CT uji kadar kontrol sampel sebesar <21,92: Sampel dengan CT kontrol <21,92 harus 

diencerkan karena sampel ini mewakili batas bawah rentang uji kadar yang divalidasi. 

Untuk mendeteksi tiap mutasi di tingkat bawah, sampel dengan konsentrasi-berlebih harus 

diencerkan agar berada dalam rentang atas dengan dasar bahwa pengenceran 

sebanyak setengah akan meningkatkan CT sebesar 1. Jika sampel dekat dengan 21,92, 

dianjurkan untuk melakukan pengenceran guna memastikan agar hasil diperoleh dari 

proses pengujian sampel (deteksi mutasi KRAS). Sampel harus diencerkan menggunakan 

air yang disediakan dalam kit (Air Bebas-Nuklease untuk Pengenceran [Dil.]). 
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 CT uji kadar kontrol sampel >32: Ekstraksi ulang sampel disarankan karena templat DNA 

awalan yang tidak memadai akan ada untuk mendeteksi semua mutasi pada nilai batas 

yang ditetapkan untuk uji kadar.  

Analisis deteksi mutasi KRAS 

Analisis kontrol proses 

Lihat bagan Analisis kontrol Run (Proses) (Gambar 10). 

 Kontrol negatif: Untuk memastikan tidak ada kontaminasi campuran reaksi, Kontrol Tanpa 

Templat tidak boleh menghasilkan nilai CT dalam saluran hijau di bawah 40. Untuk 

memastikan bahwa pelat telah diatur dengan benar, NTC harus menampilkan amplifikasi 

sebesar 31,91–35,16 dalam saluran kuning. Nilai yang ditentukan berada dalam dan 

termasuk nilai tersebut. 

 Kontrol positif: Kontrol Positif (Positive Control, PC) KRAS harus memberikan nilai CT 

sebesar 23,5–29,5 dalam saluran hijau pada masing-masing dari 8 uji kadar. Nilai yang 

ditentukan berada dalam dan termasuk nilai tersebut. Nilai di luar rentang ini 

menunjukkan adanya masalah pengaturan uji kadar sehingga proses gagal. 

 Catatan: Data sampel tidak boleh digunakan jika 2 kontrol proses tersebut gagal. 
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Gambar 10. Bagan alir analisis kontrol proses. 
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Analisis sampel 

Lihat bagan alir Analisis Sampel pada Gambar 11. 

Nilai CT FAM kontrol sampel 

Dengan ketentuan bahwa kedua kontrol proses valid untuk uji kadar kontrol, setiap Kontrol 

nilai CT kontrol sampel harus berada dalam rentang 21,92–32,00 dalam saluran hijau.  

Jika sampel berada di luar rentang ini, diberikan panduan berikut. 

 CT uji kadar kontrol sampel <21,92: Sampel dengan CT kontrol sebesar <21,92 akan 

melebihi muatan uji kadar mutasi dan harus diencerkan. Untuk mendeteksi tiap mutasi di 

tingkat bawah, sampel dengan - konsentrasi berlebih harus diencerkan agar berada 

dalam rentang atas dengan dasar bahwa pengenceran sebanyak setengah akan 

meningkatkan CT sebesar 1. Sampel harus diencerkan menggunakan air yang disediakan 

dalam kit (Air Bebas-Nuklease untuk Pengenceran [Dil.]). 

 CT uji kadar kontrol sampel >32: Interpretasikan secara cermat karena mutasi dengan 

tingkat sangat rendah mungkin tidak terdeteksi. 
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Gambar 11. Bagan alir analisis sampel. 
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Nilai CT HEX uji kadar mutasi kontrol internal sampel 

Lihat bagan alir Analisis Sampel pada Gambar 11.  

Semua sumuran dari tiap sampel harus dianalisis. Periksa bahwa setiap sumuran 

menghasilkan sinyal HEX dari kontrol internal. Terdapat 3 kemungkinan hasil. 

 Jika CT kontrol internal jatuh dalam rentang yang ditentukan (31,91–35,16), artinya positif 

amplifikasi HEX. 

 Jika CT kontrol internal jatuh di atas rentang yang ditentukan (>35,16), artinya negatif 

amplifikasi HEX.  

 Jika CT kontrol internal jatuh di bawah rentang yang ditentukan (<31,91), artinya tidak valid.  

 Jika kegagalan kontrol internal disebabkan oleh inhibisi PCR, pengenceran sampel dapat 

mengurangi pengaruh inhibitor, tetapi perlu dicatat bahwa hal ini juga akan 

mengencerkan DNA target. Satu tabung Air untuk Pengenceran Sampel (Dil.) disertakan 

bersama kit. 

Nilai CT FAM uji kadar mutasi sampel 

Nilai FAM untuk 7 campuran reaksi harus diperiksa dengan nilai yang tercantum dalam Tabel 5. 

Tabel 5. Nilai reaksi mutasi sampel yang dapat diterima (FAM)* 

 Uji Kadar Rentang CT yang dapat diterima Rentang ∆CT  

12ALA 0,00-40,00 ≤8,00 

12ASP 0,00-40,00 ≤6,60 

 12ARG 0,00-40,00 ≤8,00  

 12CYS 0,00-40,00 ≤8,00  

 12SER 0,00-40,00 ≤8,00  

 12VAL 0,00-40,00 ≤7,50  

 13ASP 0,00-40,00 ≤7,50  

     
* Nilai yang dapat diterima berada dalam dan termasuk nilai yang ditampilkan. 
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 Jika CT FAM jatuh dalam rentang yang ditentukan, artinya positif amplifikasi FAM. 

 Jika CT FAM jatuh di atas rentang yang ditentukan atau tidak ada amplifikasi, artinya 

negatif amplifikasi FAM. 

 Hitung nilai DCT untuk setiap tabung mutasi yang positif amplifikasi FAM seperti berikut ini, 

dengan memastikan bahwa nilai CT kontrol dan mutasi berasal dari sampel yang sama.  

∆CT = CT mutasi – CT kontrol 

Bandingkan nilai ∆CT untuk sampel dengan titik batas untuk uji kadar terkait (Tabel 22), 

dengan memastikan bahwa titik batas yang tepat diterapkan pada tiap uji kadar. 

Titik batas adalah titik di atas di mana sinyal positif kemungkinan dapat disebabkan karena 

sinyal latar belakang primer ARMS pada DNA tipe liar. Jika nilai ∆CT sampel lebih tinggi dari 

titik batas, maka digolongkan sebagai negatif atau di luar batas deteksi kit.  

Untuk setiap sampel, tiap reaksi mutasi akan diberi status mutasi terdeteksi, mutasi tidak 

terdeteksi, atau tidak valid menggunakan kriteria berikut: 

Mutasi terdeteksi:  

 Positif amplifikasi FAM dan DCT berada di atau di bawah nilai batas. Jika beberapa 

mutasi terdeteksi, mutasi yang dilaporkan adalah mutasi dengan nilai DCT terkecil. 

Mutasi tidak terdeteksi:  

 Positif amplifikasi FAM dan DCT berada di atas nilai batas. 

 Negatif amplifikasi FAM dan positif amplifikasi HEX (kontrol internal). 

Tidak Valid:  

 HEX (kontrol internal) tidak valid. 

 Negatif amplifikasi FAM dan negatif amplifikasi HEX. 

Jika sampel negatif amplifikasi HEX dalam tabung tetapi positif amplifikasi FAM di tabung 

yang lain, maka hasil mutasi terdeteksi di tabung yang lain masih dapat dianggap valid, 

tetapi mutasi tertentu yang teridentifikasi mungkin tidak dapat secara andal ditentukan. 
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 Jika sampel negatif amplifikasi HEX dan positif amplifikasi FAM dalam tabung yang sama, 

maka hasil mutasi terdeteksi harus dianggap valid. 

 Jika tabung HEX (kontrol internal) tidak valid, hasil tabung tersebut tidak boleh digunakan.  

Menetapkan status mutasi sampel 

Setelah semua tabung reaksi mutasi dinilai, status mutasi sampel ditetapkan sebagai berikut: 

 Mutasi terdeteksi: Satu atau beberapa dari 7 reaksi mutasi menunjukkan positif. Jika 

beberapa mutasi terdeteksi, mutasi yang dilaporkan adalah mutasi dengan nilai DCT 

terkecil. 

 Mutasi tidak terdeteksi: Sebanyak 7 reaksi mutasi menunjukkan negatif. 

 Tidak Valid: Tidak ada reaksi mutasi yang positif, dan satu atau beberapa reaksi mutasi 

tidak valid.  

Catatan: therascreen KRAS RGQ PCR Kit dimaksudkan untuk mendeteksi mutasi dalam gen 

KRAS pada sampel DNA. Jika sampel disebut mutasi KRAS terdeteksi, hanya satu mutasi 

spesifik yang harus dilaporkan. Jika beberapa mutasi terdeteksi, mutasi yang dilaporkan 

adalah mutasi dengan nilai ∆CT terkecil.  

Beberapa reaktivitas silang dapat terjadi di antara reaksi mutasi. Misalnya, jika mutasi 12ALA 

tingkat tinggi ditemukan, beberapa dari reaksi mutasi lain juga dapat menunjukkan hasil 

positif. Hal ini dikarenakan primer ARMS yang mendeteksi mutasi lain dari sekuens yang 

serupa ke yang lain. Jika uji kadar mutasi kedua memberikan hasil positif, hal ini merupakan 

kecenderungan reaktivitas silang. Mutan ganda telah ditemukan, meski jarang sekali terjadi. 

Jika satu atau beberapa reaksi mutasi tidak valid tetapi satu atau beberapa positif, sampel 

masih dapat disebut mutasi KRAS terdeteksi karena terdapat mutasi. Namun, mutasi spesifik 

yang dilaporkan mungkin tidak akurat dan kemungkinan adalah hasil reaktivitas-silang. 

Dengan demikian, sampel sebaiknya cukup disebut mutasi KRAS terdeteksi. 
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 CT reaksi kontrol sampel <21,92: Invalid (Tidak Valid) ditampilkan. Konsentrasi DNA 

terlalu tinggi untuk analisis mutasi. Encerkan dengan Air Bebas-Nuklease untuk 

Pengenceran (Dil.) lalu uji ulang. Encerkan menjadi CT sebesar 21,92–32,00. 

Pengenceran 1:1 meningkatkan nilai CT sebesar kurang lebih 1,0. 

 CT reaksi kontrol sampel sebesar 21,92–32,00 (21,92 ≤ CT kontrol ≥ 32,00): Valid 

akan ditampilkan jika konsentrasi DNA sesuai untuk analisis mutasi. 

Catatan: Jika diperlukan pengenceran atau ekstraksi ulang, ulangi reaksi kontrol untuk 

memastikan bahwa konsentrasi DNA sesuai untuk digunakan. 

14. Untuk membuat file laporan, klik Report (Laporan). Jendela Report Browser (Browser 

Laporan) akan muncul. Pilih KRAS Analysis Report (Laporan Analisis KRAS) pada 

Templates (Templat), lalu klik Show (Tampilkan) (Gambar 12).  

Catatan: Laporan dapat disimpan di lokasi alternatif dalam format Arsip Web dengan 

mengklik tombol Save As (Simpan Sebagai) di sudut kiri atas laporan masing-masing. 

 
Gambar 12. Memilih KRAS Analysis Report (Laporan Analisis KRAS). 1 = Report (Laporan), 2 = jendela Report Browser 
(Browser Laporan), 3 = pilihan KRAS Analysis Report (Laporan Analisis KRAS), 4 = Show (Tampilkan). 
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Protokol: Deteksi mutasi KRAS 

Protokol ini adalah untuk deteksi mutasi KRAS. 

Poin penting sebelum memulai 

 Sampel dapat diuji menggunakan uji kadar mutasi KRAS setelah lolos penilaian sampel. 

 Untuk penggunaan therascreen KRAS RGQ PCR Kit yang efisien, sampel harus 

dikelompokkan ke dalam batch yang terdiri dari 7 masing-masing (untuk mengisi 72-well 

rotor). Ukuran batch yang lebih kecil berarti sampel yang lebih sedikit dapat diuji dengan 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit. 

 Sampel harus diuji menggunakan semua campuran reaksi yang disediakan dalam 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit. 

 Jangan melakukan proses vorteks polimerase DNA Taq (tabung Taq) atau campuran apa 

pun yang mengandung polimerase DNA Taq, karena hal ini dapat menonaktifkan enzim. 

 Masukkan polimerase DNA Taq menggunakan pipet dengan meletakkan ujung pipet 

secara hati-hati di bawah permukaan cairan agar ujungnya tidak terlapisi lebihan enzim. 

 Untuk meminimalkan tanda untuk kontrol dan sampel, kepatuhan ketat terhadap panduan 

Petunjuk Penggunaan therascreen KRAS RGQ PCR Kit diperlukan sehubungan dengan 

pencampuran reagen yang benar dan harus dipastikan di setiap tahap pencampuran 

selama pengaturan uji kadar. 

 Pastikan bahwa perangkat lunak therascreen KRAS Assay Package yang tepat yang 

berkaitan dengan versi perangkat lunak Rotor-Gene Q terpasang sebelum pertama kali 

menggunakan instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. 

Hal yang harus dilakukan sebelum memulai 

 Sebelum setiap penggunaan, semua reagen perlu dicairkan sepenuhnya selama minimal 

1 jam pada suhu ruang (15–25 °C), dicampurkan dengan membalikkan 10 kali, dan 

sentrifugasi sekejap untuk mengumpulkan isi di bagian dasar tabung. 
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 Pastikan bahwa polimerase DNA Taq (tabung Taq) pada suhu ruang (15–25 °C) sebelum 

setiap penggunaan. Sentrifugasi tabung sekejap untuk mengumpulkan enzim di bagian dasar 

tabung. Pencampuran reagen yang benar harus dipastikan selama pengaturan uji kadar. 

Prosedur 

1. Cairkan semua tabung campuran reaksi, air bebas-nuklease untuk kontrol tanpa templat 

(No Template Control, NTC), dan Kontrol Positif (tabung PC) KRAS pada suhu ruang  

(15–25 °C) selama minimal 1 jam.  

Waktu pencairan reagen, pengaturan PCR, dan penyimpanan sebelum memulai proses 

ditunjukkan dalam tabel di bawah. 

Tabel 6. Waktu untuk pencairan reagen 

 Waktu pencairan    

Minimum Maksimum Suhu penyimpanan setelah 
pengaturan PCR 

Maksimal waktu pengaturan 
PCR dan penyimpanan 

1 jam 4,5 jam Suhu ruang (15–25 °C) 7 jam 

1 jam 4,5 jam 2–8 °C 18 jam 

  

Catatan: Pengaturan PCR harus dilakukan pada suhu ruang. Istilah “penyimpanan” 

merujuk pada waktu antara selesainya pengaturan PCR dan dimulainya proses PCR pada 

instrumen Rotor-Gene Q MDx. 

Catatan: Bawa polimerase DNA Taq (tabung Taq) pada suhu ruang (15–25 °C) di waktu 

yang sama seperti reagen lain (lihat Penyimpanan dan Penanganan Reagen). 

Sentrifugasi tabung sekejap untuk mengumpulkan enzim di bagian dasar tabung.  

2. Jika reagen telah dicairkan, campurkan dengan membalik masing-masing tabung 10 kali 

untuk menghindari konsentrasi garam yang terlokal lalu sentrifugasi secara langsung 

untuk mengumpulkan isi pada bagian dasar tabung. 

Catatan: Pencampuran reagen yang benar harus dipastikan selama pengaturan uji 

kadar. 
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3. Beri label 8 tabung mikrosentrifugasi (tidak disediakan) sesuai dengan campuran reaksi 

terkait yang ditunjukkan dalam tabel di bawah. Siapkan campuran master secukupnya 

(campuran reaksi mutasi atau kontrol [tabung CTRL, 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 

12SER, 12VAL, atau 13ASP] dan polimerase DNA Taq [Taq]) untuk sampel DNA, satu 

reaksi Kontrol Positif (tabung PC) KRAS, dan satu air bebas-nuklease untuk reaksi kontrol 

tanpa templat (tabung NTC) sesuai dengan volume dalam tabel. Sertakan reagen untuk 

1 sampel tambahan untuk membiarkan lebihan yang memadai untuk pengaturan PCR.  

Catatan: Campuran master mengandung semua komponen yang diperlukan untuk PCR 

kecuali sampel. 

Tabel 7. Campuran master dan volume terkait 

 Tabung campuran reaksi dan uji kadar Volume campuran reaksi Volume polimerase DNA Taq  

 Kontrol (tabung CTRL) 19,76 μl x (n + 1) 0,24 μl x (n + 1)  

 12ALA (tabung 12ALA) 19,76 μl x (n + 1) 0,24 μl x (n + 1)  

 12ASP (tabung 12ASP) 19,76 μl x (n + 1) 0,24 μl x (n + 1)  

 12ARG (tabung 12ARG) 19,76 μl x (n + 1) 0,24 μl x (n + 1)  

 12CYS (tabung 12CYS) 19,76 μl x (n + 1) 0,24 μl x (n + 1)  

 12SER (tabung 12SER) 19,76 μl x (n + 1) 0,24 μl x (n + 1)  

 12VAL (tabung 12VAL) 19,76 μl x (n + 1) 0,24 μl x (n + 1)  

 13ASP (tabung 13ASP) 19,76 μl x (n + 1) 0,24 μl x (n + 1)  

     * n = jumlah reaksi (sampel ditambah kontrol).  
Siapkan campuran master secukupnya untuk 1 sampel tambahan (n + 1) untuk membiarkan adanya lebihan 
yang memadai untuk pengaturan PCR. Nilai n tidak boleh melebihi 7 (ditambah kontrol) karena 7 adalah 
jumlah maksimal sampel yang dapat disertakan dalam satu proses. 

Catatan: Saat menyiapkan campuran master uji kadar, volume yang diperlukan untuk campuran reaksi mutasi 
atau kontrol ditambahkan ke tabung yang relevan terlebih dahulu kemudian polimerase DNA Taq (tabung Taq) 
ditambahkan terakhir. 
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4. Letakkan sejumlah tabung 4-strip PCR (tiap strip memiliki 4 tabung) secukupnya dalam 

blok pemuatan sesuai dengan tata letak dalam Tabel 4. Tata letak proses dalam blok 

pemuatan untuk penilaian sampel DNA. Angka menunjukkan posisi dalam blok 

pemuatan dan menunjukkan posisi akhir rotor. Jangan menutup tabung. 

Catatan: Letakkan penutup dalam wadah plastik hingga dibutuhkan. 

5. Atur pipet hingga volume di bawah total volume campuran reaksi dan campurkan 

campuran master hingga rata dengan melakukan aspirasi penuh naik dan turun 10 kali. 

Catatan: Pencampuran reagen yang benar harus dipastikan selama pengaturan uji 

kadar. 

Untuk deteksi mutasi KRAS, campuran master uji kadar harus ditambahkan ke 8 tabung 

PC, 8 tabung NTC, dan 8 tabung untuk sampel DNA masing-masing. 

6. Segera tambahkan 20 µl campuran master ke setiap tabung strip PCR yang sesuai. 

Catatan: Lihat Tabel 8 untuk tata letak tabung selagi menyiapkan campuran reaksi. Untuk 

deteksi mutasi KRAS, campuran master harus ditambahkan ke 8 tabung PC, 8 tabung 

NTC, dan 8 tabung untuk sampel DNA masing-masing. 
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Tabel 8. Tata letak proses dalam blok pemuatan untuk deteksi mutasi KRAS 

  Kontrol   Nomor sampel  

 Uji Kadar PC NTC 1 2 3 4 5 6 7  

 CTRL 1* 9 17 25 33 41 49 57 65  

 12ALA 2 10 18 26 34 42 50 58 66  

 12ASP 3 11 19 27 35 43 51 59 67  

 12ARG 4 12 20 28 36 44 52 60 68  

 12CYS 5 13 21 29 37 45 53 61 69  

 12SER 6 14 22 30 38 46 54 62 70  

 12VAL 7 15 23 31 39 47 55 63 71  

 13ASP 8 16 24 32 40 48 56 64 72  

            
* Angka menunjukkan posisi dalam blok pemuatan dan menunjukkan posisi akhir rotor. 

7. Segera tambahkan 5 µl air bebas-nuklease untuk Kontrol Tanpa Templat (No Template 

Control, NTC) ke tabung NTC (posisi tabung 9–16) lalu tutup tabungnya. 

8. Tambahkan 5 µl dari setiap sampel DNA ke tabung sampel (posisi tabung 17–72) lalu 

tutup tabungnya. 

9. Tambahkan 5 µl dari Kontrol Positif (Positive Control, PC) KRAS ke tabung PC (posisi 

tabung 1–8) lalu tutup tabungnya. 

10. Dengan spidol permanen, tandai penutup tabung pertama dalam posisi numerik terendah 

dalam tiap tabung 4-strip PCR (misalnya, posisi 1, 5, dan 9, dst.) untuk menunjukkan 

orientasi dalam memuat tabung ke dalam 72-well rotor instrumen Rotor-Gene Q MDx 

5plex HRM. 

11. Balikkan tabung yang tertutup 4 kali untuk mencampurkan sampel dan campuran reaksi. 

Catatan: Pencampuran reagen yang benar harus dipastikan selama pengaturan uji 

kadar. 

12. Letakkan semua tabung 4-strip PCR ke posisi yang sesuai pada rotor 72-sumuran sesuai 

dengan tata letak proses (Tabel 8) menggunakan tanda untuk orientasi. 
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Catatan: Maksimal 7 sampel dapat disertakan dalam setiap proses PCR. Jika rotor tidak 

terisi penuh, semua posisi yang tidak digunakan pada rotor harus diisi dengan tabung 

kosong tertutup. Hal ini memastikan agar efisiensi termal instrumen Rotor-Gene Q MDx 

5plex HRM tetap terjaga.  

13. Letakkan 72-well rotor ke dalam instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Pastikan bahwa 

ring penguncian, (yang disediakan dengan instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM) 

diletakkan di atas rotor untuk mengamankan tabung selama proses berlangsung. 

14. Klik dua kali ikon therascreen KRAS Locked Template (Templat Terkunci therascreen KRAS) 

di desktop laptop yang terhubung pada instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 

(Gambar 13) untuk memulai perangkat lunak Rotor Gene Q MDx 5plex HRM. 

 
Gambar 13. Ikon therascreen KRAS Locked Template (Templat Terkunci therascreen KRAS). 

Tab Setup (Pengaturan) muncul sebagai default (Gambar 14).  

 
Gambar 14. 1= Tab Setup (Pengaturan) dan 2 = kotak Locking Ring Attached (Ring Penguncian Terpasang). 
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15. Pastikan bahwa ring penguncian terpasang dengan benar lalu centang kotak Locking 

Ring Attached (Ring Penguncian Terpasang). Tutup penutup instrumen Rotor-Gene Q MDx 

5plex HRM. 

16. Masukkan ID proses dalam bidang Run ID (ID Proses) sesuai dengan konvensi penamaan 

lokal Anda. 

17. Masukkan nama sampel dalam bidang Sample Name (Nama Sampel) sesuai dengan 

konvensi penamaan lokal Anda lalu tekan tombol Return (Kembali).  

Ini akan menambahkan nama sampel ke daftar sampel di bawah dan menetapkan 

Sample ID (ID Sampel) untuk sampel (1, 2, 3, dst.). Selain itu, panel Layout of the pipetting 

adapter (Tata letak adaptor pipet) di sebelah kanan akan diperbarui untuk menyertakan 

nama sampel (Gambar 15).  

Catatan: Dalam panel Layout of the pipetting adapter (Tata letak adaptor pipet), periksa 

bahwa tambahan nama sampel telah disoroti dengan adanya perubahan warna dan 

bahwa 8 uji kadar dalam kolom di bawah lingkaran sampel disoroti (Gambar 15). 

Catatan: Maksimum 7 sampel dapat ditambahkan. ID sampel (dalam lingkaran sampel) 

akan otomatis ditetapkan mulai 1 hingga 7. 

Catatan: Nama sampel yang mengandung lebih dari 8 karakter mungkin tidak 

ditampilkan penuh dalam panel Layout of the pipetting adapter (Tata letak adaptor pipet). 

Selain itu, nama sampel yang disimpan dalam format *.smp (file sampel Rotor-Gene Q) 

atau *.csv (comma separated values (nilai yang dipisahkan koma)) dapat diimpor 

menggunakan tombol Import Samples (Impor Sampel). Nama sampel akan terisi otomatis 

menggunakan metode ini. 
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Gambar 15. Memasukkan Run ID (ID Proses) dan Sample Name (Nama Sampel). 1 = bidang dialog Run ID (ID Proses),  
2 = Import Sample (Impor Sampel) (tidak tersedia dalam perangkat lunak versi 2.1), 3 = bidang dialog Sample Name 
(Nama Sampel), 4 = Daftar Sampel, 5 = panel Layout of the pipetting adapter (Tata letak adaptor pipet), 6 = Lingkaran 
sampel yang disoroti dan kolom 8 uji kadar di bawahnya. 
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18. Ulangi tahap 14 untuk memasukkan nama semua sampel tambahan (Gambar 16). 

Catatan: Untuk mengedit nama sampel, klik di “Sample Name” (Nama Sampel) dalam 

daftar sampel lalu sampel yang terpilih akan muncul dalam bidang Sample Name (Nama 

Sampel) di atas. Edit nama sampel sesuai dengan konvensi penamaan lokal Anda lalu 

tekan tombol Return (Kembali) untuk memperbarui nama. 

 
Gambar 16. Memasukkan nama sampel tambahan dalam bidang dialog Sample Name (Nama Sampel). 1 = bidang dialog 
Sample Name (Nama Sampel), 2 = Daftar Sampel, 3 = panel Layout of the pipetting adapter (Tata letak adaptor pipet) 
dengan nama sampel tambahan. 

19. Jika semua nama sampel sudah dimasukkan, periksa apakah sudah benar. Tambahkan 

informasi lain dalam bidang Notes (Catatan) bila perlu, lalu klik Start Run (Mulai Proses) 

(Gambar 17). 

Catatan: Jika ada posisi rotor yang tidak digunakan, pesan peringatan akan muncul 

(Gambar 17 dan Gambar 18) untuk mengingatkan pengguna bahwa semua posisi yang 

tidak digunakan pada rotor harus diisi dengan tabung kosong tertutup. Periksa bahwa 

semua posisi rotor yang tidak digunakan terisi dengan tabung kosong tertutup lalu klik 

OK (Oke) untuk memproses. 
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Gambar 17. 1= bidang dialog Notes (Catatan), 2 = Start Run (Mulai Proses), dan 3 = Warning (Peringatan) posisi 
rotor yang tidak digunakan. 

 

Gambar 18. Warning (Peringatan) posisi rotor yang tidak digunakan. 
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20. Di jendela Save As (Simpan Sebagai), pilih nama file yang sesuai lalu simpan proses 

PCR sebagai file proses *.rex pada lokasi yang dipilih (Gambar 19). 

 
Gambar 19. Menyimpan file proses. 

Proses PCR dimulai. 
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Catatan: Saat proses berjalan, tab Run Progress (Proses Operasi) akan otomatis terbuka 

untuk menampilkan jejak suhu dan sisa waktu proses (Gambar 20). 

 
Gambar 20. Tab Run Progress (Proses Operasi). 
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Setelah proses selesai, tab Analysis (Analisis) akan otomatis terbuka. 

Catatan: Jika tab Analysis (Analisis) gagal terbuka, klik tab Analysis (Analisis) (Gambar 21). 

Catatan: Penjelasan metode perhitungan disajikan dalam bab Interpretasi Hasil. 

 
Gambar 21. Tab Analysis (Analisis) dan pelaporan hasil. 1 = tab Analysis (Analisis), 2 = panel Run Controls, 
Positive Control (Kontrol Proses, Kontrol Positif), 3 = panel Run Controls, Negative Control (Kontrol Proses, Kontrol 
Negatif), 4 = Sample Result Table (Tabel Hasil Sampel), 5 = kolom KRAS Mutation Status (Status Mutasi KRAS). 

Hasil uji kadar akan dilaporkan sebagai berikut (Gambar 21). 

 Panel Run Controls, Positive Control (Kontrol Proses, Kontrol Positif): Jika hasil berada 

dalam rentang yang dapat diterima, Positive Control Status (Status Kontrol Positif) akan 

menampilkan Valid, dan jika tidak maka hasil Invalid (Tidak Valid) akan muncul. 

 Panel Run Controls, Negative Control (Kontrol Proses, Kontrol Negatif): Jika hasil NTC 

dan Internal Control (Kontrol Internal) berada dalam rentang yang dapat diterima, 

Negative Control Status (Status Kontrol Negatif) akan menampilkan Valid, dan jika 

tidak maka hasil Invalid (Tidak Valid) akan muncul. 
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 Panel Sample Result Table (Tabel Hasil Sampel): Mutasi spesifik akan dilaporkan untuk 

sampel Positif Mutasi dalam kolom KRAS Mutation Status (Status Mutasi KRAS). 

21. Untuk membuat file laporan, klik Report (Laporan). Jendela Report Browser (Browser 

Laporan) akan muncul. Pilih KRAS Analysis Report (Laporan Analisis KRAS) pada 

Templates (Templat), lalu klik Show (Tampilkan) (Gambar 22). 

Catatan: Laporan dapat disimpan di lokasi alternatif dalam format Arsip Web dengan 

mengklik Save As (Simpan Sebagai) di sudut kiri atas laporan masing-masing. 
 

 
Gambar 22. Memilih KRAS Analysis Report (Laporan Analisis KRAS). 1 = Report (Laporan), 2 = jendela Report Browser 
(Browser Laporan), 3 = pilihan KRAS Analysis Report (Laporan Analisis KRAS), 4 = Show (Tampilkan). 

Catatan untuk sampel NSCLC saja: Untuk menghindari pemanggilan hasil mutasi G12C 

(12CYS) palsu, sampel dengan tanda yang tercantum di bawah harus diinterpretasikan 

sebagai Invalid (Tidak Valid). 

 SAMPLE_INT_CTRL_EARLY_CT 

 SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID 

 SAMPLE_INT_CTRL_FAIL 

 MUTATION_EARLY_CT 

 SAMPLE_INVALID_DATA 
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Interpretasi Hasil 

Panggilan mutasi dan analisis dilakukan secara otomatis oleh Rotor-Gene Q therascreen KRAS 

Assay Package setelah proses selesai. Informasi berikut menjelaskan cara Rotor‑Gene Q 

therascreen KRAS Assay Package membuat panggilan mutasi dan analisis. 

Analisis dan panggilan mutasi 

Siklus PCR di mana fluoresens dari reaksi tertentu melintang terhadap nilai ambang batas 

ditetapkan sebagai nilai CT. Nilai CT menunjukkan jumlah DNA input tertentu. Nilai CT yang 

rendah menunjukkan tingkat DNA input yang lebih tinggi, sedangkan nilai CT yang tinggi 

menunjukkan tingkat DNA input yang rendah. Reaksi dengan nilai CT tergolong sebagai 

amplifikasi positif. 

Perangkat lunak Rotor-Gene Q menginterpolasi sinyal fluoresens antara 2 nilai yang tercatat. 

Dengan demikian, nilai CT dapat berupa bilangan nyata (tidak terbatas bilangan bulat) dalam 

rentang 0 hingga 40. 

Untuk therascreen KRAS RGQ PCR Kit, nilai ambang batas diatur pada 0,05 unit fluoresens 

relatif. Nilai ini dikonfigurasi dalam therascreen KRAS Assay Package untuk saluran fluoresens 

Hijau dan Kuning. Nilai ambang batas ditentukan selama pengembangan therascreen 

KRAS RGQ PCR Kit. 

Perhitungan dilakukan untuk menentukan nilai ∆CT menggunakan persamaan: 

 

∆CT = [nilai CT uji kadar mutasi] – [nilai CT uji kadar kontrol] 

 
Kontrol proses (kontrol positif, NTC, dan kontrol internal) dinilai untuk memastikan bahwa nilai 

CT yang dapat diterima telah terpenuhi, dan reaksi berjalan dengan benar. 
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Nilai ∆CT sampel dihitung sebagai selisih antara CT uji kadar mutasi dan CT uji kadar kontrol 

dari sampel yang sama. Sampel digolongkan sebagai positif mutasi jika sampel memberi ∆CT 

kurang dari atau sama dengan nilai ∆CT batas untuk uji kadar tersebut. Di atas nilai ini, 

sampel dapat mengandung kurang dari persentase mutasi yang dapat dideteksi oleh 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit (di luar batasan uji kadar), atau sampel negatif mutasi, yang 

akan dilaporkan sebagai No Mutation Detected (Mutasi Tidak Terdeteksi). 

Tidak adanya amplifikasi dalam reaksi mutasi akan dinilai sebagai No Mutation Detected 

(Mutasi Tidak Terdeteksi). Nilai ∆CT yang dihitung dari amplifikasi latar belakang diharapkan 

lebih besar dari nilai ∆CT batas, dan sampel akan digolongkan sebagai No Mutation Detected 

(Mutasi Tidak Terdeteksi). 

Hasil uji kadar akan ditampilkan sebagai “[mutation name] Detected” ([nama mutasi] 

Terdeteksi), No Mutation Detected (Mutasi Tidak Terdeteksi), Invalid (Tidak Valid), atau, jika 

kontrol proses gagal, Run Control Failed (Kontrol Proses Gagal). Untuk sampel positif-mutasi, 

mutasi spesifik akan dilaporkan.  

Untuk interpretasi tanda yang dihasilkan oleh Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay 

Package, lihat Tanda yang dibuat oleh therascreen KRAS Assay Package. 

Catatan: Jarang sekali terjadi tumor yang mengandung lebih dari satu mutasi. Dalam kasus 

tersebut, mutasi yang menghasilkan nilai ∆CT terendah akan teridentifikasi. 
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Batasan 

Pengujian ini dirancang untuk mendeteksi 7 mutasi dalam kodon 12 dan 13 dari gen KRAS. 

Sampel dengan hasil yang dilaporkan sebagai No Mutation Detected (Mutasi Tidak 

Terdeteksi) dapat menyembunyikan mutasi KRAS yang tidak terdeteksi oleh uji kadar 

(misalnya, 13CYS). 

Deteksi mutasi bergantung pada integritas sampel dan jumlah DNA yang dapat diperkuat 

yang ada dalam spesimen. Prosedur ini harus diulang apabila penilaian awal DNA dalam 

sampel menunjukkan bahwa jumlahnya tidak mencukupi atau terlalu tinggi untuk analisis 

mutasi.  

therascreen KRAS RGQ PCR Kit digunakan dalam prosedur reaksi rantai polimerase 

(Polymerase Chain Reaction, PCR). Seperti semua prosedur PCR, sampel dapat terkontaminasi 

oleh sumber luar DNA dalam lingkungan pengujian dan DNA dalam kontrol positif. Beri 

perhatian untuk menghindari kontaminasi sampel dan reagen campuran reaksi. 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit tidak untuk digunakan dalam diagnosis penyakit apa pun.  

Untuk sampel CRC, therascreen KRAS RGQ PCR Kit hanya ditujukan untuk membedakan 

antara sampel tipe liar dan mutan. Pengujian telah dirancang sedemikian rupa agar setiap 

reaksi mutan paling sensitif untuk mutasi spesifik yang sedang diukur. Akan tetapi, dalam 

sampel di mana ada mutasi yang terdeteksi, reaktivitas-silang dapat terjadi dengan reaksi 

mutasi lain. Jika ada lebih dari satu reaksi mutan yang positif, hasilnya adalah reaksi dengan 

hasil ∆CT paling rendah.  

therascreen KRAS RGQ PCR Kit hanya divalidasi untuk jaringan kanker kolorektum formalin 

tetap, tertanam parafin dan jaringan kanker paru bukan sel kecil. 



 

 

62  Petunjuk Penggunaan (Buku Pegangan) therascreen KRAS RGQ PCR Kit  04/2022 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit hanya divalidasi untuk digunakan dengan QIAamp DNA 

FFPE Tissue Kit. Hanya Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM yang telah divalidasi untuk digunakan 

dengan therascreen KRAS RGQ PCR Kit. 

Karakteristik Kinerja 

Kinerja analitik 

Karakteristik kinerja tertentu therascreen KRAS RGQ PCR Kit ditentukan oleh studi yang 

melibatkan sampel jaringan FFPE yang dikumpulkan dari pasien CRC dan pasien NSCLC. 

Metode pemerolehan untuk sampel NSCLC meliputi biopsi jarum inti (Core Needle Biopsy, 

CNB), aspirasi jarum halus (Fine Needle Aspirate, FNA), dan reseksi. Untuk setiap tipe 

sampel, 8 lini sel manusia FFPE, di mana 7 mutasi KRAS yang dikenali tersembunyi terdeteksi 

oleh uji kadar dan satu tipe liar KRAS (yaitu, tidak ada mutasi pada kodon 12 dan 13) 

digunakan. Status mutasi sampel dikonfirmasi oleh pembentukan sekuens Sanger dwi-arah. 

Batas 

Dengan metode yang mengikuti panduan dalam CLSI EP17-A (2004) (8), 225 sampel FFPE 

diuji untuk menetapkan batas untuk uji kadar. Rentang CT kontrol reaksi ditetapkan sebagai 

21,92 sampai 32,00. Nilai batas, yang didasarkan pada CT reaksi kontrol yang dikurangi 

dari CT reaksi mutan (∆CT) ditunjukkan dalam Tabel 9. 

Tabel 9. Nilai batas yang ditetapkan untuk tiap uji kadar mutasi. 

  Uji kadar mutasi  

  12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP  

 Batas (≤DCT) 8,0 6,6 8,0 8,0 8,0 7,5 7,5  
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Batasan kosong  

Untuk menilai kinerja therascreen KRAS RGQ PCR Kit pada tidak adanya templat positif 

mutan, dan untuk memastikan bahwa sampel kosong tidak menghasilkan sinyal analitikal 

yang dapat mengindikasikan konsentrasi mutasi yang rendah, sampel tanpa templat akan 

dievaluasi. Hasilnya menunjukkan tidak ada nilai CT mutan atau kontrol yang dapat dideteksi 

dalam salah satu tabung reaksi kontrol atau mutasi (nilai CT kontrol internal semuanya valid).  

Perbandingan terhadap metode referensi analitikal: CRC 

Dilakukan dua studi untuk menunjukkan kesesuaian dalam status mutasi sampel CRC yang 

diuji dengan therascreen KRAS RGQ PCR Kit relatif terhadap pembentukan sekuens dwi-arah. 

Sebanyak 137 sampel FFPE menunjukkan hasil valid untuk therascreen KRAS RGQ PCR Kit 

dan pembentukan sekuens dwi-arah. 

Keseluruhan hasil ditunjukkan dalam Tabel 10. Tabel 11 menunjukkan analisis kesesuaian 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit dan pembentukan sekuens dwi-arah. 
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Tabel 10. therascreen KRAS RGQ PCR Kit vs. pembentukan sekuens Sanger dwi-arah 

 Panggilan mutasi dengan pembentukan sekuens dwi-arah   

Pa
ng

gi
la

n 
th
er
as
cr
ee
n 

KR
A

S 
RG

Q
 P

CR
 K

it 

 Neg. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP Total  

Negatif 80 – – 1 – – – 1 82 
 

Positive 
12ALA 

– 3 – – – – – – 3 
 

Positive 
12ARG 

– – – 1 – – – – 1 
 

Positive 
12ASP – – – 20 – – – – 20 

 

Positive 
12CYS 

– – – – 3 – – – 3 
 

Positive 
12SER 

– – – – – – – – 0 
 

Positive 
12VAL 

2 – – – – – 14 – 16 
 

Positive 
13ASP 

1 – – – – – – 11 12 
 

 Total 83 3 0 22 3 0 14 12 137  

 
 
Tabel 11. Analisis kesesuaian 

 Pengukuran kesesuaian Frekuensi (%) 95% Interval Kepercayaan 
(Confidence Interval, CI) 

 

Keseluruhan persentase kesesuaian 132/137 (96,35) 92,69-98,21 

Persentase kesesuaian positif 52/54 (96,30) 89,41-98,77 

 Persentase kesesuaian negatif 80/83 (96,39) 91,30-98,55  

      

Set unik kedua dari sampel dievaluasi untuk menambah data dari studi pertama. Satu set 271 
sampel FFPE CRC diperoleh; 250 status mutasi yang tidak dikenali dan 21 sampel status 
mutasi yang dikenali (untuk memperkaya mutasi langka) dibandingkan dengan pembentukan 
sekuens dwi-arah Sanger, seperti yang dijelaskan di atas. 

Analisis kesesuaian dilakukan pada 247 sampel dengan hasil dwi-arah dan therascreen KRAS 
RGQ PCR Kit yang valid. Terdapat 9 sampel yang tidak sesuai. Secara keseluruhan, 
kesesuaiannya adalah 96,4%. Data tersebut mendukung kinerja akurat therascreen KRAS 
RGQ PCR Kit (Tabel 13 dan Tabel 14). 
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Tabel 12. therascreen KRAS RGQ PCR Kit vs. pembentukan sekuens Sanger dwi-arah (studi kedua) 

  Panggilan mutasi dengan pembentukan sekuens dwi-arah   

Pa
ng

gi
la

n 
th
er
as
cr
ee
n 

KR
A

S 
RG

Q
 P

CR
 K

it 

 
N

eg
. 

12
A

LA
 

12
A

LA
_1

2C
YS

 

12
A

RG
 

12
A

SP
 

12
C

YS
 

12
SE

R 

12
V

A
L 

13
A

SP
 

To
ta

l 

 

Negatif 
26 

1 

– 
– – – – – – 1 262 

 

Positive 
12ALA 

1 4 1 – – – – – – 6 
 

Positive 
12ARG 

– – – 3 – – – – – 3 
 

Positive 
12ASP 

4 
– 

– – 14 – – – – 18 
 

Positive 
12CYS 6 

– 
– – – 35 – – – 41 

 

Positive 
12SER 

2 
– 

– – – – – – – 2 
 

Positive 
12VAL 

5 
– 

– – – – 1 17 – 23 
 

Positive 
13ASP 

1 – – – – – – – 4 5 
 

 Total 280 4 1 3 14 35 1 17 5 360  

 
 
Tabel 13. Analisis kesesuaian (studi kedua) 

 Pengukuran kesesuaian Frekuensi (%) 95% Interval Kepercayaan 
(Confidence Interval, CI) 

 

Keseluruhan persentase kesesuaian 340/360 (94,44) 92,03-96,29 

Persentase kesesuaian positif 79/80 (98,75) 94,21-99,94 

 Persentase kesesuaian negatif 261/280 (93,21) 90,20-95,51  
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Perbandingan terhadap metode referensi analitikal: NSCLC 

Untuk menunjukkan kesesuaian dalam keseluruhan status mutasi sampel NSCLC yang diuji 

dengan therascreen KRAS RGQ PCR Kit ketika dibandingkan dengan pembentukan sekuens 

Sanger dwi-arah, sampel NSCLC FFPE klinis yang diperoleh melalui reseksi, CNB, atau FNA 

digunakan selama studi ini. DNA diekstrak dari tiap sampel sebelum pengujian dengan 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Hasil dari pengujian ini dibandingkan dengan hasil yang 

diperoleh melalui pembentukan sekuens Sanger dwi-arah. 

Sebanyak 360 sampel menunjukkan hasil valid untuk therascreen KRAS RGQ PCR Kit dan 

pembentukan sekuens Sanger dwi-arah, dengan 340 sampel yang menunjukkan hasil sesuai.  

Kesesuaian antara therascreen KRAS RGQ PCR Kit dan pembentukan sekuens Sanger  

dwi-arah ditunjukkan dalam Tabel 14. Dua sampel menunjukkan panggilan mutasi ganda 

dengan pembentukan sekuens Sanger dwi-arah. Karena satu mutasi sama seperti hasil 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit, sampel ini digolongkan sebagai sesuai untuk analisis 

kesesuaian keseluruhan, kesesuaian positif, dan kesesuaian negatif (Tabel 15). 
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Tabel 14. therascreen KRAS RGQ PCR Kit vs. pembentukan sekuens Sanger dwi-arah 

  Panggilan mutasi dengan pembentukan sekuens dwi-arah   

Pa
ng

gi
la

n 
th
er
as
cr
ee
n 

KR
A

S 
RG

Q
 P

CR
 K

it 

 
N

eg
. 

12
A

LA
 

12
A

LA
_1

2C
YS

 

12
A

RG
 

12
A

SP
 

12
C

YS
 

12
C

YS
_1

2V
A

L 

12
V

A
L 

13
A

SP
 

To
ta

l 

 

Negatif 261 – 
– 

– – – – – 1 262 
 

Positive 
12ALA 

1 4 
1 

– – – – – – 6 
 

Positive 
12ARG 

– –  3 – – – – – 3 
 

Positive 
12ASP 

4  
- 

 14     18 
 

Positive 
12CYS 6 – 

- 
– – 35 – – – 41 

 

Positive 
12SER 

2 – 
- 

– – – – – – 2 
 

Positive 
12VAL 

5 – 
- 

– – – 1 17 – 23 
 

Positive 
13ASP 

1 – - – – – – – 4 5 
 

 Total 280 4 1 3 14 35 1 17 5 360  

 
 
Tabel 15. Analisis kesesuaian 

 Pengukuran kesesuaian Frekuensi (%) 95% Interval Kepercayaan 
(Confidence Interval, CI) 

 

Keseluruhan persentase kesesuaian 340/360 (94,44) 92,03-96,29 

Persentase kesesuaian positif 79/80 (98,75) 94,21-99,94 

 Persentase kesesuaian negatif 261/280 (93,21) 90,20-95,51  

      



 

 

68  Petunjuk Penggunaan (Buku Pegangan) therascreen KRAS RGQ PCR Kit  04/2022 

Batas deteksi (Limit of Detection, LOD) 

Rentang kerja untuk therascreen KRAS RGQ PCR Kit didasarkan pada jumlah DNA yang 

dapat diperkuat dalam spesimen seperti yang ditentukan oleh nilai CT reaksi kontrol. Rentang 

input yang tertera ditentukan untuk uji kadar oleh rentang yang telah ditentukan sebelumnya 

dari CT kontrol sebesar 21,92 hingga 32,00. LOD adalah persentase minimal DNA mutan 

yang dapat terdeteksi dalam latar belakang tipe liar jika total DNA yang dapat diperkuat 

berada dalam rentang input yang tertera dan masih di bawah nilai ∆CT batas ambang. 

CRC 

Sebuah studi dilakukan untuk menentukan LOD masing-masing dari 7 reaksi spesifik-mutasi yang 

disertakan dalam therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Untuk therascreen KRAS RGQ PCR Kit, batasan 

deteksi DNA mutan dalam latar belakang DNA tipe liar ditetapkan sebagai faktor pengenceran 

terendah di mana 95% replika pengujian untuk tiap sampel positif mutasi ditentukan positif.  

Model regresi logistik diterapkan pada tiap uji kadar secara individual untuk set data DNA 

dengan input tinggi dan input rendah. Dalam model ini, variabel responsnya adalah output 

biner dari mutasi terdeteksi (deteksi = 1) dan mutasi tidak terdeteksi (deteksi = 0), variabel 

penjelas berkelanjutannya adalah log2 % pengenceran mutasi. LOD dihitung sebagai persen 

pengenceran mutasi yang memberikan probabilitas terprediksi pada deteksi sebesar 0,95 

(Tabel 16). 
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Tabel 16. Nilai LOD untuk tiap uji kadar mutasi menggunakan lini sel FFPE 

 
Uji Kadar 

LOD C95 

(persentase DNA mutan dalam DNA tipe liar 
 

12ALA 0,8 

12ARG 2,6 

12ASP 6,4 

12CYS 1,5 

12SER 5,6 

12VAL 1,6 

13ASP 6,4 

  

NSCLC 

LOD untuk uji kadar therascreen KRAS RGQ PCR Kit ditetapkan dan diverifikasi menggunakan 

jaringan CRC. Hasil LOD ini telah diverifikasi ulang untuk jaringan NSCLC. 

Studi tersebut dilakukan dalam 2 sesi. Di Sesi 1, 60 replika 7 lini sel NSCLC FFPE mutan yang 

mewakili tiap mutasi diencerkan pada LOD uji kadar masing-masing dan diuji. Seluruh 60 

replika lini sel FFPE yang valid untuk tiap sampel yang dinilai menunjukkan 100% deteksi 

untuk reaksi mutasi masing-masingnya pada LOD yang dinilai. 

Di Sesi 2, 96 replika sampel NSCLC FFPE klinis, yang mewakili tiap mutasi di 3 metode 

pemerolehan (reseksi, CNB, dan FNA), diuji setelah pengenceran pada LOD uji kadar 

masing-masing.  

96 replika yang valid untuk 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12VAL, dan 13ASP menunjukkan 100% 

panggilan yang benar. Uji kadar untuk 12CYS dan 12SER menunjukkan 95,8% deteksi 

pada LOD. 

Hal ini menunjukkan bahwa nilai LOD yang ditentukan sebelumnya terverifikasi untuk semua uji 

kadar mutasi saat menilai jaringan NSCLC dan sampel cocok-pasien/lini sel FFPE/NSCLC FFPE. 
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Linearitas dan input DNA 

Pengaruh tingkat input DNA terhadap nilai ∆CT 

Jika sampel dengan total tingkat DNA yang berbeda mengandung proporsi DNA mutan yang 

sama, diharapkan bahwa nilai ∆CT yang terukur akan tetap konsisten. Tujuan studi ini adalah 

untuk menunjukkan bahwa kinerja therascreen KRAS RGQ PCR Kit konsisten terhadap total 

rentang input DNA (CT kontrol) uji kadar. DNA yang diekstrak dari 8 lini sel FFPE digunakan 

untuk menyiapkan kumpulan DNA dengan CT reaksi kontrol yang dapat diperoleh yang paling 

rendah. Stok DNA terkonsentrasi kemudian diencerkan untuk menghasilkan DNA yang 

merentangkan rentang kerja (total sebanyak 5 pengenceran termasuk stok terkonsentrasi awal). 

Untuk setiap titik dalam rentang kerja, disiapkan bahan yang memadai untuk menjalankan 6 

pengujian replikat. Rentang pengenceran untuk tiap reaksi mutasi dan nilai rata-rata ∆CT yang 

diperoleh dari hasil ditunjukkan dalam Tabel 17 dan Tabel 18. Keseluruhan nilai ∆CT bersifat 

konsisten di seluruh rentang kerja therascreen KRAS RGQ PCR Kit untuk semua uji kadar, 

yang menunjukkan bahwa tingkat DNA tidak akan berdampak pada keakuratan panggilan 

mutasi sampel. 
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Tabel 17. Pengaruh input DNA terhadap nilai ∆CT pada rentang CT reaksi kontrol input — lini sel FFPE CRC 

 ∆CT  

 Uji Kadar Pengenceran 1  
~20–21 CT 

Pengenceran 2  
~23–24 CT 

Pengenceran 3  
~26–27 CT 

Pengenceran 4  
~29–30 CT 

Pengenceran 5  
~32–33 CT 

 

 12ALA 1,56 1,25 1,16 1,14 1,27  

 12ASP* 2,46 2,18 2,11 2,11 1,75  

 12ARG 1,18 0,63 1,08 0,94 1,06  

 12VAL 0,29 0,25 0,15 0,26 -0,1  

 12SER 2,91 2,21 2,15 2,15 2,08  

 12CYS 0,98 0,71 0,58 0,81 0,67  

 13ASP 3,57 2,84 2,54 2,46 2,62  

        
* Total jumlah replika untuk 12ASP sebanyak 27. 
 

Tabel 18. Pengaruh input DNA terhadap nilai ∆CT pada rentang CT reaksi kontrol input — sampel FFPE NSCLC 

 ∆CT  

 Uji Kadar Pengenceran 1  
~20–21 CT 

Pengenceran 2  
~23–24 CT 

Pengenceran 3  
~26–27 CT 

Pengenceran 4  
~29–30 CT 

Pengenceran 5  
~32–33 CT 

 

 12ALA 3,40 3,25 3,11 2,90 3,31  

 12ASP 3,63 2,92 2,55 2,46 –*  

 12ARG 2,49 2,22 2,25 2,23 1,40  

 12VAL 1,34 1,23 1,18 1,13 0,97  

 12SER 5,34 4,50 4,30 3,92 –*  

 12CYS 1,70 1,71 1,70 1,77 1,01  

 13ASP 6,24 5,36 5,14 4,87 –*  

        
* Tidak ada CT reaksi mutasi yang dihasilkan karena rendahnya konsentrasi DNA, sehingga tidak ada ΔCT yang dihitung. 
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Efisiensi amplifikasi/linearitas sebagai fungsi input DNA 

Efisiensi amplifikasi dan linearitas PCR untuk tiap reaksi mutasi, relatif terhadap Reaksi Kontrol, 
di seluruh rentang kerja therascreen KRAS RGQ PCR Kit ditunjukkan. Efisiensi amplifikasi 
dihitung untuk setiap reaksi mutasi dan reaksi kontrol sebagai [10(–1/kemiringan)] –1. 

Efisiensi amplifikasi kontrol yang dibandingkan dengan reaksi mutan menunjukkan bahwa 
∆CT, sehingga panggilan mutasi, konsisten di seluruh rentang kerja uji kadar. Ringkasan data 
ditampilkan dalam Tabel 19 (sampel CRC) dan Tabel 20 (sampel NSCLC). 

Tabel 19. Efisiensi amplifikasi dalam reaksi mutasi dan kontrol: Lini sel CRC 

 

  

Sampel  Perpotongan 

Standar 
kesalahan 
perpotongan 

Kemiringan 
yang 
dihitung 

Standar 
kesalahan 
(kemiringan) 

Batas 
kepercayaan 
95%  
2-sisi bawah 
(kemiringan) 

Batas 
kepercayaan 
95%  
2-sisi atas 
(kemiringan) 

Efisiensi 
amplifikasi 

Selisih 
dalam 
efisiensi 
amplifikasi 

 

 

  

12ALA 

CT 

Kontrol 
CT 

12ALA 

21,060 
22,476 

0,060 
0,103 

-1,008 
-0,987 

0,007 
0,013 

-1,023 
-1,013 

-0,993 
-0,961 

0,989 
1,019 0,03 

 

 

  

12ARG 

CT 

Kontrol 
CT 

12ARG 

20,825 
23,237 

0,083 
0,083 

-1,035 
-0,993 0,01 0,011 

-1,056 
-1,016 

-1,014 
-0,97 

0,954 
1,01 

0,056 
 

 

  

12ASP 

CT 

Kontrol 
CT 

12ASP 

20,385 
21,347 0,13 0,065 

-1,013 
-1,015 0,16 0,008 

-1,046 
-1,032 

-0,98 
-0,999 

0,982 
0,979 

-0,003 
 

 

  

12CYS 

CT 

Kontrol 
CT 

12CYS 

23,437 
24,289 

0,063 
0,039 

-0,981 
-0,961 

0,01 0,006 
-1,003 
-0,974 

-0,96 
-0,947 

1,026 
1,058 

0,032 
 

 

  

12SER 

CT 

Kontrol 
CT 

12SER 

22,568 
25,212 

0,050 
0,087 

-1,003 
-0,934 

0,008 
0,014 

-1,02 
-0,963 

-0,986 
-0,904 

0,996 
1,101 0,105 

 

 

  

12VAL 

CT 

Kontrol 
CT 

12VAL 

21,208 
21,532 

0,047 
0,043 

-0,995 
-0,972 

0,006 
0,005 

-1,007 
-0,983 

-0,983 
-0,961 

1,007 
1,04 

0,033 
 

 

  

13ASP 

CT 

Kontrol 
CT 

12ASP 

23,207 
26,466 

0,056 
0,106 

-1,001 
-0,909 

0,009 
0,017 

-1,02 
-0,945 

-0,982 
-0,873 

0,999 
1,144 

0,145 
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Tabel 20. Efisiensi amplifikasi dalam reaksi mutasi dan kontrol: Sampel NSCLC 

 

  

Sampel  Perpotongan 

Standar 
kesalahan 
perpotongan 

Kemiringan 
yang 
dihitung 

Standar 
kesalahan 
(kemiringan) 

Batas 
kepercayaan 
95%  
2-sisi bawah 
(kemiringan) 

Batas 
kepercayaan 
95%  
2-sisi atas 
(kemiringan) 

Efisiensi 
amplifikasi 

Selisih 
dalam 
efisiensi 
amplifikasi 

 

 

  

12ALA 

CT 

Kontrol 
CT 

12ALA 

22,74 
24,11 

0,04 
0,16 

-0,15 
-1,06 

0,02 
0,07 

-0,19 
-1,20 

-0,11 
-0,93 

0,94 
1,01 

0,069 
 

 

  

12ARG 

CT 

Kontrol 
CT 

12ARG 

21,92 
24,44 

0,03 
0,02 

-0,07 
-0,98 

0,01 
0,01 

-0,09 
-0,96 

-0,05 
-0,96 

0,94 
1,04 0,093 

 

 

  

12ASP 

CT 

Kontrol 
CT 

12ASP 

21,73 
22,69 

0,05 
0,03 

-0,13 
-0,97 

-0,02 
0,01 

-0,17 
-1,00 

-0,08 
-0,95 

0,96 
0,96 

-0,001 
 

 

  

12CYS 

CT 

Kontrol 
CT 

12CYS 

21,73 
22,77 

0,04 
0,03 

-0,11 
-1,01 

0,01 
0,01 

-0,14 
-1,03 

-0,08 
-0,99 

0,98 
1,00 

0,019 
 

 

  

12SER 

CT 

Kontrol 
CT 

12SER 

22,03 
25,34 

0,05 
0,03 

-0,06 
-0,97 

0,02 
0,01 

-0,10 
-0,99 

-0,02 
0,94 

0,97 
1,09 

0,127 
 

 

  

12VAL 

CT 

Kontrol 
CT 

12VAL 

22,13 
23,34 

0,04 
0,08 

-0,03 
-0,95 

0,02 
0,03 

-0,07 
-1,01 

0,01 
-0,88 

0,92 
0,91 

0,011 
 

 

  

13ASP 

CT 

Kontrol 
CT 

12ASP 

22,63 
25,14 

0,02 
0,07 

-0,02 
-0,94 

0,01 
0,03 

0,001 
-1,00 

-0,04 
-0,88 

0,94 
1,01 0,066 
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Efisiensi amplifikasi/linearitas sebagai fungsi persen mutasi 

Tujuan studi ini adalah untuk mengevaluasi pengaruh sampel positif-mutan yang diencerkan 

secara berurutan terhadap efisiensi amplifikasi, di seluruh rentang kerja therascreen KRAS 

RGQ PCR Kit, yang dimulai dengan tingkat input CT pada sekitar 22–23CT.  

Ekstrak DNA dari lini sel FFPE CRC dan sampel NSCLC awalnya dinilai dengan pembacaan 

OD sebelum melakukan PCR dengan therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Kemudian stok DNA 

disiapkan untuk CT Reaksi Kontrol yang berkaitan dengan sekitar 23 CT. Stok tersebut 

diencerkan secara berurutan dua kali setiap saat menggunakan DNA tipe liar, guna menjaga 

agar total DNA tipe liar tetap konstan selagi mengubah persentase DNA mutan dalam 

templat.  

Kumpulan DNA yang cukup untuk 6 replika per mutasi disiapkan. Data CT dan ∆CT untuk 

setiap mutasi di setiap titik pengenceran dihitung. Model regresi linear dipasang dengan CT 

reaksi mutasi versus pengenceran input pengenceran DNA log2. Studi menunjukkan bahwa 

pengenceran mutasi dalam latar belakang konsentrasi DNA tipe liar yang konstan 

menghasilkan efisiensi amplifikasi yang tidak beragam secara signifikan di luar nilai yang 

ditentukan dalam studi linearitas di atas. 

Zat yang mengganggu 

Tujuan studi ini adalah untuk mengevaluasi dampak zat yang berpotensi mengganggu 

terhadap kinerja therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Studi ini dilakukan dengan menganalisis 

dampak zat masing-masing pada nilai ∆CT dan status mutasi sampel pengujian dengan cara 

menghentikan melakukan eksperimen di berbagai konsentrasi. Zat yang berpotensi 

mengganggu dari proses DNA yang diuji adalah Buffer AL, Buffer ATL, etanol, lilin parafin, 

Proteinase K, Wash Buffer AW1, Wash Buffer AW2, dan xilena. Dapar elusi akhir dari kit, 

Buffer ATE, juga diuji sebagai kontrol kosong. 
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Pada konsentrasi yang diharapkan ditemui dalam penggunaan normal, tidak satu pun zat 

yang berpotensi mengganggu yang dievaluasi berdampak pada kemampuan therascreen 

KRAS RGQ PCR Kit dalam membedakan antara sampel positif-mutasi dan negatif-mutasi. 

Selain studi zat yang mengganggu, potensi pengaruh nekrosis dalam sampel klinis dinilai 

untuk menentukan apakah tingkat jaringan nekrosis yang tinggi dalam sampel tumor 

berdampak pada kemampuan untuk menghasilkan data yang valid. Dari total 421 sampel 

yang dinilai sebagai bagian dari studi Perbandingan terhadap Metode Referensi Analitikal, 

29 sampel memiliki nekrosis pada tingkat >50% seperti yang ditentukan oleh tinjauan 

patologi. Dari 29 sampel ini, 28 menunjukkan hasil valid yang sesuai dengan pembentukan 

sekuens Sanger dwi-arah. Satu hasil tidak valid karena DNA yang tidak memadai. 

Kontaminasi silang 

Tujuan studi ini adalah untuk menentukan sejauh mana kontaminasi silang antara sampel 

DNA menggunakan therascreen KRAS RGQ PCR Kit, yang berpotensi menyebabkan hasil 

positif-palsu. Sumber yang berpotensi kontaminasi silang mencakup berikut ini: 

• Ekstraksi sampel (misalnya, kikisan kaca mikroskop) 

• Penggunaan pipet pada sampel  

• Penutupan tabung sampel 

• Kontaminasi reagen kit selama penggunaan 

• Pemuatan tabung uji kadar pada instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 

Untuk studi ini, digunakan standar FFPE: standar tipe liar dan standar 12ALA (karena reaksi 

12ALA adalah reaksi dengan LOD terendah dalam kit). 
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Studi ini terdiri dari 10 proses PCR yang dirancang untuk menyelidiki potensi kontaminasi 

dalam dan antara proses instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Dalam proses pengujian 

ini, tabung yang berisi DNA tipe liar digunakan untuk menguji kontaminasi dari DNA mutan. 

Hasil dari studi ini menunjukkan tidak ada kontaminasi yang dapat dideteksi dalam ekstrak 

DNA tipe-liar yang dimaksudkan untuk mendeteksi kontaminasi silang. 

Eksklusivitas/reaktivitas silang 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit terdiri dari 8 reaksi terpisah, yang mencakup reaksi kontrol 

tunggal yang mendeteksi wilayah non-polimorfis dari gen KRAS dan 7 reaksi spesifik-mutasi. 

Tidak ada reaksi yang secara spesifik mengukur sekuens KRAS tipe liar pada kodon 12 atau 

13. Hasil No Mutation Detected (Mutasi Tidak Terdeteksi) KRAS (yakni tipe liar) ditentukan 

dari tidak adanya salah satu dari 7 mutasi yang menyebabkan hasil mutasi positif.  

Sehingga, penting untuk menunjukkan jumlah amplifikasi nonspesifik, atau reaktivitas-silang 

yang terjadi dalam tiap reaksi dengan lebihan jumlah DNA tipe liar KRAS guna memastikan 

tidak terjadi hasil positif palsu. Serupa dengan hal tersebut, amplifikasi nonspesifik dinilai 

untuk mutasi KRAS yang tidak dimaksudkan agar dapat dideteksi oleh uji kadar. Hal ini 

menunjukkan bahwa jumlah reaktivitas-silang antara reaksi mutan tidak menyebabkan 

panggilan mutasi yang keliru dalam adanya lebihan jumlah DNA mutan. Karena input DNA 

untuk uji kadar ini didasarkan pada rentang CT kontrol (21,92–32,00), konsentrasi input DNA 

tertinggi didasarkan pada adanya nilai CT kontrol sekitar 22. 

Amplifikasi nonspesifik/reaktivitas silang: DNA KRAS tipe liar 

Jumlah amplifikasi nonspesifik untuk DNA tipe liar oleh campuran reaksi yang dirancang untuk 

memperkuat mutasi spesifik telah ditangani. Sebanyak 60 replika DNA lini sel FFPE tipe liar 

dan 60 sampel NSCLC dievaluasi pada konsentrasi tertinggi tingkat input DNA yang dapat 

diperkuat menggunakan therascreen KRAS RGQ PCR Kit.  
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Nilai CT kontol adalah sekitar 22–23. Hasilnya menunjukkan bahwa nilai ∆CT melebihi batas 

yang ditetapkan dan minimal 95% replika tipe liar dipanggil dengan benar. 

Amplifikasi nonspesifik/reaktivitas silang/eksklusivitas: DNA KRAS positif-mutasi 

Sampel mutan dengan konsentrasi DNA input yang tinggi diuji terhadap semua campuran 

reaksi. Sampel DNA disiapkan dari setiap lini sel FFPE NSCLC dan CRC agar CT Reaksi 

Kontrol sesuai dengan sekitar 23. Dari pengenceran ini, 6 replika tiap sampel mutasi 

dievaluasi. Persentase mutasi dalam sampel diatur oleh persentase mutan dalam DNA lini sel.  

Nilai ∆CT rata-rata yang disajikan dalam Tabel 21 dan Tabel 22 menunjukkan bahwa 

terdapat reaktivitas-silang antara reaksi mutan. Di semua kasus, hasilnya menunjukkan bahwa 

mutasi tepat dipanggil dengan reaksi mutasi yang cocok (yaitu, nilai ∆CT terkecil adalah 

panggilan mutasi tepat). Semua kasus pengujian lain tidak terdeteksi atau berada di luar 

ambang batas ∆CT. 

Tabel 21. Reaktivitas-silang (∆CT) antara reaksi mutasi menggunakan DNA lini sel FFPE CRC pada rentang input tinggi 

   ∆CT Uji kadar  

 DNA Mutan Batas 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP  

 12ALA 8 1,42* 12,66 T/A 5,81† 2,78† 6,31† 13,21  

 12ASP 6,6 12,56 2,42* T/A T/A 13,44 11,21 13,55  

 12ARG 8 13,12 11,56 1,12* 11,42 T/A 13,43 12,66  

 12CYS 8 14,2 12,48 9,23 0,98* T/A 7,96† 12,88  

 12SER 8 T/A 13,39 13,31 T/A 3,02* 12,99 13,97  

 12VAL 7,5 6,83† T/A T/A T/A 13,38 0,28* 13,74  

 13ASP 7,5 T/A 13,29 13,89 T/A T/A 14,36 4,5*  

           
T/A: Tidak ada reaksi silang. 

* Nilai ∆CT dari reaksi yang cocok. 
† ∆CT dari reaksi reaktif-silang di bawah batas. 
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Tabel 22. Reaktivitas-silang (∆CT) antara reaksi mutasi menggunakan DNA lini sel FFPE NSCLC pada rentang input tinggi 

   ∆CT Uji kadar  

 DNA Mutan Batas 12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP  

 12ALA 8 1,31* 12,8 T/A 5,01† 2,26† 5,57† 12,65  

 12ASP 6,6 12,61 1,66* T/A T/A T/A 10,3 12,60  

 12ARG 8 12,98 11,08 0,81* 11,24 T/A 12,66 12,62  

 12CYS 8 T/A 12,22 7,84† 0,56* T/A 13,06 11,84  

 12SER 8 T/A 12,87 13,21 T/A 1,93* 13,25 12,93  

 12VAL 7,5 5,93† 14,29 T/A T/A 13,14 0,45* 12,39  

 13ASP 7,5 T/A T/A T/A T/A T/A T/A 2,02*  

           
T/A: Tidak ada reaksi silang. 

* Nilai ∆CT dari reaksi yang cocok.  
† ∆CT dari reaksi reaktif-silang di bawah batas. 
 

Pengulangan dan reproduksibilitas 

Presisi therascreen KRAS RGQ PCR Kit ditentukan menggunakan protokol yang terdiri dari aspek-

aspek CLSI EP12-A dan EP5-A2 (21, 22). Sampel CRC klinis digunakan untuk evaluasi ini. Satu 

tipe liar dan satu sampel untuk tiap mutasi diuji dengan therascreen KRAS RGQ PCR Kit, 

menggunakan 2 operator di setiap 3 lokasi masing-masing, yang menguji semua sampel dan 

kontrol pada 3 lot therascreen KRAS RGQ PCR Kit, setiap hari selama 5 hari, dengan 2 proses 

per hari dan 2 replika dari tiap sampel di tiap proses. Nilai CT dan ∆CT yang diperoleh untuk 

tiap reaksi dalam tiap sampel juga dianalisis dengan analisis komponen beragam.  

Reproduksibilitas therascreen KRAS RGQ PCR Kit ditunjukkan untuk mutan tingkat rendah 

(3xLOD) dan sampel tipe-liar dengan minimal 39/40 panggilan mutasi tepat untuk semua uji 

kadar di beberapa lot, platform, dan operator, untuk dalam dan antara eksperimen 

laboratorium. Perkiraan ragam yang ditunjukkan (1x simpangan baku) menggunakan sampel 

C50 dan 3xLOD tercantum dalam Tabel 23 dan Tabel 24. 
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Tabel 23. Perkiraan ragam uji kadar 

  %CV untuk ∆CT %CV untuk CT mutan %CV untuk CT kontrol  

 Uji Kadar 3xLOD C50 3xLOD C50 3xLOD C50 WT  

 12ALA 13,14 8,32 1,87 2,02 0,97 1,12 1,12  

 12ARG 10,79 8,04 1,59 1,96 1,24 1,51 1,15  

 12ASP 12,86 5,87 1,11 1,00 0,90 0,90 1,04  

 12CYS 17,61 10,83 1,86 2,02 1,54 1,22 1,15  

 12SER 13,97 10,43 1,71 2,11 0,94 1,19 1,15  

 12VAL 9,66 15,47 1,52 1,65 1,11 3,74 1,26  

 13ASP 13,73 9,35 1,91 2,08 1,11 1,41 1,19  

      
 

Tabel 24. Perkiraan presisi keterulangan 

  %CV untuk ∆CT %CV untuk CT mutan %CV untuk CT kontrol  

 Uji Kadar 3xLOD C50 3xLOD C50 3xLOD C50 WT  

 12ALA 10,71 7,51 1,69 1,76 0,77 0,90 0,79  

 12ARG 9,83 8,04 1,21 1,76 0,84 1,33 0,90  

 12ASP 10,16 4,08 0,93 0,89 0,80 0,76 0,76  

 12CYS 13,15 8,80 1,31 1,76 1,40 1,01 0,76  

 12SER 6,76 6,18 1,10 1,48 0,80 0,90 0,90  

 12VAL 9,21 15,32 1,40 1,42 0,91 3,49 0,94  

 13ASP 8,67 7,01 1,30 1,65 0,91 1,19 0,97  
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Estimasi proporsi 3xLOD pengujian sampel LOD sampel tipe liar dan mutan dilaporkan secara 

keseluruhan dan dalam tiap lokasi. Untuk semua kombinasi sampel dan uji kadar, minimal 

79 dari 80 replika memberikan panggilan mutasi yang tepat. Proporsi keseluruhan panggilan 

tepat adalah sebesar 99,6% (1115/1120); 99,6% (558/560) untuk sampel positif mutasi 

(3xLOD) dan 99,5% (557/560) untuk sampel tidak ada mutasi yang terdeteksi (tipe liar) 

(Tabel 25). 

Tabel 25. Keseluruhan panggilan tepat 

 Panggilan tepat  

 Mutasi Sampel 3xLOD Sampel tipe liar (rendah)  

 12ALA 79/80 80/80  

 12ARG 80/80 79/80  

 12ASP 80/80 80/80  

 12CYS 79/80 80/80  

 12SER 80/80 79/80  

 12VAL 80/80 79/80  

 13ASP 80/80 80/80  
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NSCLC 

Presisi therascreen KRAS RGQ PCR Kit dalam-laboratorium (keterulangan) dinilai. Ketepatan 

hasil mutasi dan presisi nilai ΔCT (selisih dalam nilai CT antara Reaksi Mutasi dan Reaksi 

Kontrol) dilaporkan.  

Totalnya, sebanyak 15 bagian panel disiapkan; satu untuk masing-masing dari 7 mutasi yang 

terdeteksi oleh kit KRAS (pada LOD dan 2xLOD), dan satu bagian panel tipe liar (Wild Type, 

WT). Bagian panel mutan diwakili oleh lini sel FFPE atau sampel klinis tergantung pada 

ketersediaannya. Semua sampel dinormalkan ke CT kontrol sebesar 27 dan sampel mutan 

diencerkan dalam DNA tipe liar untuk menghasilkan bahan yang memadai untuk sampel 

pada tingkat mutasi 1x LOD dan 2x LOD.  

Proporsi panggilan tepat tersaji dalam Tabel 26 untuk setiap panel pengujian dan nilai presisi 

kuantitatif tersaji dalam Tabel 27.  
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Tabel 26. Proporsi panggilan mutasi tepat 

 Variabel pengelompokan Proporsi Batas kepercayaan 95% dua sisi  

Tingkat sampel Uji Kadar Fraksi Persentase Bawah Atas 

2xLOD 12ALA 28/28 100,00% 87,66% 100,00% 

12ARG* 28/28 100,00% 87,66% 100,00% 

12ASP 28/28 100,00% 87,66% 100,00% 

12CYS 28/28 100,00% 87,66% 100,00% 

12SER* 28/28 100,00% 87,66% 100,00% 

12VAL 28/28 100,00% 87,66% 100,00%  

13ASP* 28/28 100,00% 87,66% 100,00%  

LOD 12ALA 39/40 97,50% 86,84% 99,94%  

12ARG 40/40 100,00% 91,19% 100,00%  

12ASP 40/40 100,00% 91,19% 100,00%  

12CYS 40/40 100,00% 91,19% 100,00%  

12SER* 40/40 100,00% 91,19% 100,00%  

12VAL 40/40 100,00% 91,19% 100,00%  

13ASP* 38/40 95,00% 83,08% 99,39%  

WT Semua 28/28 100,00% 87,66% 100,00%  

 * Diwakili oleh lini sel FFPE 
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Tabel 27. Komponen ragam dalam hal SD dan %CV – keterulangan 
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Delta CT 2xLOD 12ALA 28 5,54 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1221, 
2,20%) 

(0,0443, 
0,80%) 

(0,0385, 
0,70%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1335, 
2,41%) 

(0,1843, 
3,33%) 

 12ARG 28 4,80 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1891, 
3,94%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,3244, 
6,76%) 

(0,3737, 
7,79%) 

 12ASP 28 4,72 (0,0860, 
1,82%) 

(0,1446, 
3,06%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1463, 
3,10%) 

(0,1374, 
2,91%) 

(0,1751, 
3,71%) 

(0,2797, 
5,93%) 

 12CYS 28 5,66 (0,0563, 
0,99%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0995, 
1,76%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0390, 
0,69%) 

(0,2306, 
4,08%) 

(0,2498, 
4,41%) 

 12SER 28 5,36 (0,1429, 
2,67%) 

(0,0274, 
0,51%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0647, 
1,21%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1753, 
3,27%) 

(0,2129, 
3,97%) 

 12VAL 28 4,26 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1016, 
2,39%) 

(0,0593, 
1,39%) 

(0,1128, 
2,65%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2095, 
4,92%) 

(0,2457, 
5,77%) 

 13ASP 28 5,23 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2892, 
5,53%) 

(0,0157, 
0,30%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2171, 
4,15%) 

(0,3575, 
6,83%) 

 

 LOD 12ALA 40 6,36 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1584, 
2,49%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2346, 
3,69%) 

(0,2819, 
4,43%) 

 

 12ARG 40 5,45 (0,0036, 
0,07%) 

(0,1639, 
3,01%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0797, 
1,46%) 

(0,1674, 
3,07%) 

(0,2397, 
4,40%) 

 

 12ASP 40 4,73 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2485, 
5,25%) 

(0,1087, 
2,30%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0816, 
1,72%) 

(0,1041, 
2,20%) 

(0,2837, 
6,00%) 

 

 12CYS 40 6,62 (0,1688, 
2,55%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2056, 
3,11%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2909, 
4,40%) 

(0,3652, 
5,52%) 

 

 12SER 40 6,37 (0,1006, 
1,58%) 

(0,3153, 
4,95%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0340, 
0,53%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2253, 
3,54%) 

(0,3854, 
6,05%) 

 

 12VAL 40 5,13 (0,2874, 
5,60%) 

(0,0976, 
1,90%) 

(0,0227, 
0,44%) 

(0,0874, 
1,71%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1629, 
3,18%) 

(0,2965, 
5,78%) 

 

 13ASP 38 6,26 (0,3433, 
5,48%) 

(0,1227, 
1,96%) 

(0,0778, 
1,24%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,3459, 
5,52%) 

(0,4738, 
7,57%) 

 

 * SD, %CV 

Tabel dilanjutkan di halaman berikutnya 
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Tabel dilanjutkan dari halaman sebelumnya 
Tabel 27. Komponen ragam dalam hal SD dan %CV – keterulangan (lanjutan) 
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CT 
Hijau 

2xLOD 12ALA 28 32,09 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1314, 
0,41%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0675, 
0,21%) 

(0,1073, 
0,33%) 

(0,1158, 
0,36%) 

(0,1957, 
0,61% 

 12ARG 28 31,50 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2598, 
0,82%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,3324, 
1,06%) 

(0,4189, 
1,33% 

 12ASP 28 31,30 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1891, 
0,60%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0920, 
0,29%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1800, 
0,58%) 

(0,2667, 
0,85% 

 12CYS 28 32,07 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2523, 
0,79%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1606, 
0,50%) 

(0,2011, 
0,63%) 

(0,1512, 
0,47%) 

(0,3388, 
1,06% 

 12SER 28 32,06 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2049, 
0,64%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1250, 
0,39%) 

(0,1177, 
0,37%) 

(0,1263, 
0,39%) 

(0,2648, 
0,83% 

 12VAL 28 30,65 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1772, 
0,58% 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1198, 
0,39%) 

(0,1063, 
0,35%) 

(0,1656, 
0,54%) 

(0,2639, 
0,86% 

 13ASP 28 31,98 (0,0000, 
0,00%) 

(0,3773, 
1,18%) 

(0,0497, 
0,16%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1813, 
0,57%) 

(0,4138, 
1,29% 

 

 LOD 12ALA 40 32,86 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2332, 
0,71%) 

(0,0516, 
0,16%) 

(0,0840, 
0,26%) 

(0,1319, 
0,40%) 

(0,1780, 
0,54%) 

(0,3144, 
0,96%) 

 

 12ARG 40 31,90 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2186, 
0,69%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2289, 
0,72%) 

(0,1519, 
0,48%) 

(0,3106, 
0,97%) 

 

 12ASP 40 31,02 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1762, 
0,57%) 

(0,1093, 
0,35%) 

(0,1296, 
0,42%) 

(0,2492, 
0,80%) 

(0,1005, 
0,32%) 

(0,2908, 
0,94%) 

 

 12CYS 40 33,14 (0,1216, 
0,37%) 

(0,0493, 
0,15%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,3468, 
1,05%) 

(0,0501, 
0,15%) 

(0,3155, 
0,95%) 

(0,4216, 
1,27%) 

 

 12SER 40 33,08 (0,0832, 
25%) 

(0,2591, 
0,78%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2424, 
0,73%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2258, 
0,68%) 

0,3864, 
1,17% 

 

 12VAL 40 31,62 (0,2858, 
0,90%) 

(0,0951, 
0,30%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2244, 
0,71%) 

(0,0344, 
0,11%) 

(0,1763, 
0,56%) 

0,3432, 
1,09% 

 

 13ASP 38 33,09 (0,3237, 
0,98%) 

(0,1009, 
0,31%) 

(0,1409, 
0,43%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2785, 
0,84%) 

0,4133,   

 * SD, %CV 

Tabel dilanjutkan di halaman berikutnya 
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Tabel dilanjutkan dari halaman sebelumnya 
Tabel 27. Komponen ragam dalam hal SD dan %CV – keterulangan (lanjutan) 
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CT 
Kuning 

2xLOD 12ALA 28 33,20 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0515, 
0,16%) 

(0,0330, 
0,10%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0607, 
0,18%) 

(0,2117, 
0,64%) 

(0,2235, 
0,67%) 

 12ARG 28 33,05 (0,1397, 
0,42%) 

(0,1321, 
0,40%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2393, 
0,72%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,3792, 
1,15%) 

(0,4559, 
1,38%) 

 12ASP 28 33,00 (0,0597, 
0,18%) 

(0,2131, 
0,65%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1313, 
0,40%) 

(0,1954, 
0,59%) 

(0,3059, 
0,93%) 

 12CYS 28 33,19 (0,0646, 
0,19%) 

(0,0971, 
0,29%) 

(0,0233, 
0,07%) 

(0,0679, 
0,20%) 

(0,0863, 
0,26%) 

(0,1943, 
0,59%) 

(0,2378, 
0,72%) 

 12SER 28 32,85 (0,0525, 
0,16%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0337, 
0,10%) 

(0,0937, 
0,29%) 

(0,1320, 
0,40%) 

(0,1588, 
0,48%) 

 12VAL 28 33,11 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1026, 
0,31%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(01469, 
0,44%) 

(0,1469, 
0,44%) 

(0,2912, 
0,88%) 

(0,3458, 
1,04%) 

 13ASP 28 33,03 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1928, 
0,58%) 

(0,1015, 
0,31%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1450, 
0,44%) 

(0,2493, 
0,75%) 

 

 LOD 12ALA 40 33,37 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2010, 
0,60%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1942, 
0,58%) 

(0,2177, 
0,65%) 

(0,3257, 
0,98%) 

 

 12ARG 40 33,14 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2168, 
0,65%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,3061, 
0,92%) 

(0,1637, 
0,49%) 

(0,1748, 
0,53%) 

(0,3717, 
1,12%0 

 

 12ASP 40 32,98 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2599, 
0,79%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1735, 
0,53%) 

(0,2228, 
0,68%) 

(0,3618, 
1,10%) 

 

 12CYS 40 33,31 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2028, 
0,61%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1209, 
0,36%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2132, 
0,64%) 

(0,3050, 
0,92%) 

 

 12SER 40 33,08 (0,1254, 
0,38%) 

(0,2847, 
0,86%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1505, 
0,46%) 

(0,3263, 
0,99%) 

 

 12VAL 40 33,29 (0,3133, 
0,94%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2621, 
0,79%) 

(0,3574, 
1,07%) 

 

 13ASP 40 33,13 (0,1101, 
0,33%) 

(0,1326, 
0,40%) 

(0,1666, 
0,50%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1925, 
0,58%) 

(0,2804, 
0,85%) 

 

 * SD, %CV 

Tabel dilanjutkan di halaman berikutnya 
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Tabel dilanjutkan dari halaman sebelumnya 
Tabel 27. Komponen ragam dalam hal SD dan %CV – keterulangan (lanjutan) 
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CT 
Kuning 

WT 12ALA 28 33,41 (0,1443, 
0,43%) 

(0,1997, 
0,60%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2269, 
0,68%) 

(0,3248, 
0,97%) 

 12ARG 28 33,30 (0,0875, 
0,26%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,4098, 
1,23%) 

(0,0904, 
0,27%) 

(0,2368, 
0,71%) 

(0,3983, 
1,20%) 

 12ASP 28 33,12 (0,1591, 
0,48%) 

(0,1748, 
0,53%) 

(0,0477, 
0,14%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2131, 
0,64%) 

(0,3075, 
0,93%) 

 12CYS 28 33,42 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2009, 
0,60%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1444, 
0,43%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2121, 
0,63%) 

(0,3077, 
0,92%) 

 12SER 28 33,22 (0,2485, 
0,75%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0633, 
0,19%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1497, 
0,45%) 

(0,2517, 
0,76%) 

 12VAL 28 33,35 (0,0000, 
0,00%) 

(0,2591, 
0,78%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1429, 
0,43%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2721, 
0,82%) 

(0,3863, 
1,16%) 

 13ASP 28 33,45 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1194, 
0,36%) 

(0,0526, 
0,16%) 

(0,0341, 
0,10%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1651, 
0,49%) 

(0,2078, 
0,62%) 

 

 * SD, %CV 

Presisi therascreen KRAS RGQ PCR Kit antar-laboratorium (reproduksibilitas) dinilai. 

Digunakan tiga laboratorium (lokasi pengujian) yang berbeda. Panel pengujian yang sama 

digunakan untuk studi ini seperti untuk studi keterulangan. Di setiap lokasi, kondisi 

laboratorium dibedakan menurut instrumen RGQ, operator, lot KRAS Kit, dan proses per hari 

untuk menghasilkan total sebanyak 88 proses per lokasi pada 22 hari tidak berturut-turut.  

Proporsi mutasi panggilan tepat dilaporkan dalam Tabel 28. Nilai presisi kuantitatif tersaji 

dalam Tabel 29. Total reproduksibilitas KRAS kit ditunjukkan dalam kolom #Total (SD, CV%) 

pada Tabel 29. 
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Tabel 28. Proporsi panggilan mutasi tepat di seluruh lokasi 

 Variabel pengelompokan Proporsi Batas kepercayaan 95% dua sisi  

Tingkat sampel Uji Kadar Fraksi Persentase Bawah Atas 

2xLOD 12ALA 84/84 100,00% 95,70% 100,00% 

12ARG* 84/84 100,00% 95,70% 100,00% 

12ASP 84/84 100,00% 95,70% 100,00% 

12CYS 84/84 100,00% 95,70% 100,00% 

12SER* 84/84 100,00% 95,70% 100,00% 

12VAL 84/84 100,00% 95,70% 100,00%  

13ASP* 84/84 100,00% 95,70% 100,00%  

LOD 12ALA 118/120 98,33% 94,11% 99,80%  

12ARG 120/120 100,00% 96,97% 100,00%  

12ASP 120/120 100,00% 96,97% 100,00%  

12CYS 119/120 99,17% 95,44% 99,98%  

12SER* 120/120 100,00% 96,97% 100,00%  

12VAL 120/120 100,00% 96,97% 100,00%  

13ASP* 118/120 98,33% 94,11% 99,80%  

WT Semua 82/84 97,62% 91,66% 99,71%  

 * Diwakili oleh lini sel FFPE 
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Tabel 29. Komponen ragam dalam hal SD dan %CV – reproduksibilitas 
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12ALA 84 5,48 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1669, 
3,05%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1287, 
2,35%) 

(0,1679, 
3,07%) 

(0,2640, 
4,82%) 

12ARG 84 4,81 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1172, 
2,43%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2729, 
5,67%) 

(0,2967, 
6,16%) 

 12ASP 84 4,57 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0943, 
2,06%) 

(0,1457, 
3,19%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0600, 
1,31%) 

(0,1718, 
3,76%) 

(0,1565, 
3,43%) 

(0,2854, 
6,25%) 

 

 12CYS 84 5,61 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2060, 
3,67%) 

(0,0264, 
0,47%) 

(0,0698, 
1,24%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1671, 
2,98%) 

(0,2728, 
4,87%) 

 

 12SER 84 5,34 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1362, 
2,55%) 

(0,1669, 
3,13%) 

(0,1527, 
2,86%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2020, 
3,79%) 

(0,2382, 
4,46%) 

(0,3902, 
7,31%) 

 

 12VAL 84 4,13 (0,0874, 
2,11%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1677, 
4,06%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0869, 
2,10%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2711, 
6,56%) 

(0,3359, 
8,12%) 

 

 13ASP 84 5,22 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2161, 
4,14%) 

(0,2712, 
5,20%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1930, 
3,70%) 

(0,2275, 
4,36%) 

(0,4279, 
8,20%) 

 

 

LO
D

 

12ALA 119 6,33 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0410, 
0,65%) 

(0,1207, 
1,91%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0247, 
0,39%) 

(0,2640, 
4,17%) 

(0,2936, 
4,64%) 

 

 

12ARG 120 5,42 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1797, 
3,31%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1872, 
3,45%) 

(0,2590, 
4,78%) 

 

 

12ASP 120 4,66 (0,1183, 
2,54%) 

(0,0646, 
1,38%) 

(0,2121, 
4,55%) 

(0,0261, 
0,56%) 

(0,0217, 
0,46%) 

(0,0440, 
0,94%) 

(0,1455, 
3,12%) 

(0,2862, 
6,14%) 

 

 

12CYS 120 6,54 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0132, 
0,20%) 

(0,1775, 
2,72%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1621, 
2,48%) 

(0,1708, 
2,61%) 

(0,4202, 
6,43%) 

(0,4981, 
7,62%) 

 

 

12SER 120 6,28 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0824, 
1,31%) 

(0,2271, 
3,62%) 

(0,0775, 
1,24%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2383, 
3,80%) 

(0,3164, 
5,04%) 

(0,4570, 
7,28%) 

 

 

12VAL 120 5,05 (0,0315, 
0,62%) 

(0,1648, 
3,26%) 

(0,0955, 
1,89%) 

(0,0703, 
1,39%) 

(0,0320, 
0,63%) 

(0,0795, 
1,57%) 

(0,2120, 
4,20%) 

(0,2965, 
5,87%) 

 

 

13ASP 118 6,17 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1673, 
2,71%) 

(0,1987, 
3,22%) 

(0,2332, 
3,78%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0843, 
1,37%) 

(0,3075, 
4,99%) 

(0,4488, 
7,28%) 

 

 ** SD, %CV 

Tabel dilanjutkan di halaman berikutnya 
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Tabel dilanjutkan dari halaman sebelumnya 
Tabel 29. Komponen ragam dalam hal SD dan %CV – reproduksibilitas (lanjutan) 
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12ALA 84 32,13 (0,1578, 
0,49%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2509, 
0,78%) 

(0,0745, 
0,23%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1249, 
0,39%) 

(0,1362, 
0,42%) 

(0,3390, 
1,06%) 

12ARG 84 31,61 (0,0882, 
0,28%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2430, 
0,77%) 

(0,1339, 
0,42%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2604, 
0,82%) 

(0,3828, 
1,21%) 

 12ASP 84 31,24 (0,1655, 
0,53%) 

(0,0391, 
0,13%) 

(0,2178, 
0,70%) 

(0,0600, 
0,19%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2052, 
0,66%) 

(0,1426, 
0,46%) 

(0,3542, 
1,13%) 

 

 12CYS 84 32,15 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2836, 
0,88%) 

(0,0852, 
0,26%) 

(0,0940, 
0,29%) 

(0,1658, 
0,52%) 

(0,1318, 
0,41%) 

(0,3636, 
1,13%) 

 

 12SER 84 32,14 (0,1457, 
0,45%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2659, 
0,83%) 

(0,1807, 
0,56%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2715, 
0,84%) 

(0,1783, 
0,55%) 

(0,4554, 
1,42%) 

 

 12VAL 84 30,69 (0,0646, 
0,21%) 

(0,0480, 
0,16%) 

(0,2124, 
0,69%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1031, 
0,34%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2000, 
0,65%) 

(0,3143, 
1,02%) 

 

 13ASP 84 32,12 (0,2111, 
0,66%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,3218, 
1,00%) 

(0,2966, 
0,92%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1743, 
0,54%) 

(0,1980, 
0,62%) 

(0,5184, 
1,61%) 

 

 

LO
D

 

12ALA 119 32,93 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1524, 
0,46%) 

(0,1821, 
0,55%) 

(0,1048, 
0,32%) 

(0,0757, 
0,23%) 

(0,1007, 
0,31%) 

(0,2526, 
0,77%) 

(0,3721, 
1,13%) 

 

 

12ARG 120 31,98 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0743, 
0,23%) 

(0,1936, 
0,61%) 

(0,1262, 
0,39%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1332, 
0,42%) 

(0,1619, 
0,51%) 

(0,3096, 
0,97%) 

 

 

12ASP 120 31,06 (0,1880, 
0,61%) 

(0,1184, 
0,38%) 

(0,1681, 
0,54%) 

(0,1033, 
0,33%) 

(0,1171, 
0,38%) 

(0,1481, 
0,48%) 

(0,1333, 
0,43%) 

(0,3511, 
1,13%) 

 

 

12CYS 120 33,19 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2513, 
0,76%) 

(0,0776, 
0,23%) 

(0,2128, 
0,64%) 

(0,1427, 
0,43%) 

(0,2712, 
0,82%) 

(0,4401, 
1,33%) 

 

 

12SER 120 33,13 (0,2194, 
0,66%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2433, 
0,73%) 

(0,1263, 
0,38%) 

(0,1470, 
0,44%) 

(0,1973, 
0,60%) 

(0,2052, 
0,62%) 

(0,4437, 
1,34%) 

 

 

12VAL 120 31,65 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1254, 
0,40%) 

(0,1645, 
0,52%) 

(0,1307, 
0,41%) 

(0,1271, 
0,40%) 

(0,0976, 
0,31%) 

(0,1792, 
0,57%) 

(0,3159, 
1,00%) 

 

 

13ASP 118 33,08 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1789, 
0,54%) 

(0,1661, 
0,50%) 

(0,3569, 
1,08%) 

(0,0649, 
0,20%) 

(0,1565, 
0,47%) 

(0,2588, 
0,78%) 

(0,4894, 
1,48%) 

 

 ** SD, %CV 

Tabel dilanjutkan di halaman berikutnya 
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Tabel dilanjutkan dari halaman sebelumnya 
Tabel 29. Komponen ragam dalam hal SD dan %CV – reproduksibilitas (lanjutan) 
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12ALA 84 33,25 (0,0706, 
0,21%) 

(0,0399, 
0,12%) 

(0,1314, 
0,40%) 

(0,1303, 
0,39%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1124, 
0,34%) 

(0,1913, 
0,58%) 

(0,2883, 
0,87%) 

12ARG 84 33,07 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1406, 
0,43%) 

(0,1353, 
0,41%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2024, 
0,61%) 

(0,1262, 
0,38%) 

(0,2831, 
0,86%) 

(0,4016, 
1,21%) 

 12ASP 84 32,98 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0480, 
0,15%) 

(0,1706, 
0,52%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0797, 
0,24%) 

(0,1795, 
0,54%) 

(0,2616, 
0,79%) 

 

 12CYS 84 33,20 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0976, 
0,29%) 

(0,1781, 
0,54%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1454, 
0,44%) 

(0,1723, 
0,52%) 

(0,2939, 
0,89%) 

 

 12SER 84 32,91 (0,0000, 
0,00%) 

(0,1101, 
0,33%) 

(0,0549, 
0,17%) 

(0,0669, 
0,20%) 

(0,0677, 
0,21%) 

(0,1186, 
0,36%) 

(0,2274, 
0,69%) 

(0,2916, 
0,89%) 

 

 12VAL 84 33,17 (0,0688, 
0,21%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1896, 
0,57%) 

(0,0937, 
0,28%) 

(0,1140, 
0,34%) 

(0,1311, 
0,40%) 

(0,2605, 
0,79%) 

(0,3768, 
1,14%) 

 

 13ASP 84 33,10 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0482, 
0,15%) 

(0,2035, 
0,61%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0466, 
0,14%) 

(0,1460, 
0,44%) 

(0,1688, 
0,51%) 

(0,3019, 
0,91%) 

 

 

LO
D

 

12ALA 119 33,33 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2108, 
0,63%) 

(0,0820, 
0,25%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1443, 
0,43%) 

(0,2253, 
0,68%) 

(0,3411, 
1,02%) 

 

 

12ARG 120 33,15 (0,1092, 
0,33%) 

(0,0537, 
0,16%) 

(0,1605, 
0,48%) 

(0,0507, 
0,15%) 

(0,2157, 
0,65%) 

(0,1276, 
0,39%) 

(0,2180, 
0,66%) 

(0,3749, 
1,13%) 

 

 

12ASP 120 32,96 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0832, 
0,25%) 

(0,2022, 
0,61%) 

(0,0864, 
0,26%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1117, 
0,34%) 

(0,2223, 
0,67%) 

(0,3343, 
1,01%) 

 

 

12CYS 120 33,26 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2232, 
0,67%) 

(0,1691, 
0,51%) 

(0,0789, 
0,24%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2097, 
0,63%) 

(0,3516, 
1,06%) 

 

 

12SER 120 33,01 (0,1573, 
0,48%) 

(0,0716, 
0,22%) 

(0,2134, 
0,65%) 

(0,0951, 
0,29%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0784, 
0,24%) 

(0,1689, 
0,51%) 

(0,3263, 
0,99%) 

 

 

12VAL 120 33,25 (0,1519, 
0,46%) 

(0,1960, 
0,59%) 

(0,1272, 
0,38%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1298, 
0,39%) 

(0,0553, 
0,17%) 

(0,2162, 
0,65%) 

(0,3487, 
1,05%) 

 

 

13ASP 118 33,16 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1768, 
0,53%) 

(0,0998, 
0,30%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1973, 
0,59%) 

(0,2802, 
0,84%) 

 

 ** SD, %CV 

Tabel dilanjutkan di halaman berikutnya 
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Tabel dilanjutkan dari halaman sebelumnya 
Tabel 29. Komponen ragam dalam hal SD dan %CV – reproduksibilitas (lanjutan) 
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12ALA 84 33,44 (0,1257, 
0,38%) 

(0,0961, 
0,29%) 

(0,1845, 
0,55%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2083, 
0,62%) 

(0,3104, 
0,93%) 

12ARG 84 33,37 (0,1191, 
0,36%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1869, 
0,56%) 

(0,1321, 
0,40%) 

(0,2529, 
0,76%) 

(0,1205, 
0,36%) 

(0,2132, 
0,64%) 

(0,4217, 
1,26%) 

 12ASP 84 33,16 (0,0574, 
0,17%) 

(0,0738, 
0,22%) 

(0,2162, 
0,65%) 

(0,0563, 
0,17%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1844, 
0,56%) 

(0,2997, 
0,90%) 

 

 12CYS 84 33,42 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1964, 
0,59%) 

(0,0720, 
0,22%) 

(0,1311, 
0,39%) 

(0,0262, 
0,08%) 

(0,2258, 
0,68%) 

(0,3287, 
0,98%) 

 

 12SER 84 33,20 (0,0812, 
0,24%) 

(0,1331, 
0,40%) 

(0,1734, 
0,52%) 

(0,0329, 
0,10%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,2009, 
0,61%) 

(0,1923, 
0,58%) 

(0,3535, 
1,06%) 

 

 12VAL 84 33,41 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0695, 
0,21%) 

(0,2046, 
0,61%) 

(0,0000, 
0,00%) 

(0,1708, 
0,51%) 

(0,1437, 
0,43%) 

(0,2339, 
0,70%) 

(0,3799, 
1,14%) 

 

 13ASP 84 33,46 (0,0000, 
0,00%) 

(0,0613, 
0,18%) 

(0,1802, 
0,54%) 

(0,0744, 
0,22%) 

(0,0073, 
0,02%) 

(0,0969, 
0,29%) 

(0,1790, 
0,53%) 

(0,2816, 
0,84%) 

 

 

 

Variabilitas penanganan sampel 

Tujuan studi ini adalah untuk menilai pengaruh variabilitas penanganan sampel, khususnya 

ekstraksi DNA, pada therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Studi ini melengkapi studi pengulangan 

dan reproduksibilitas dengan menganalisis variabilitas penanganan sampel jika bagian FFPE 

klinis dan bagian lini sel FFPE yang sama diproses di 3 lokasi dilanjutkan dengan pengujian 

menggunakan therascreen KRAS RGQ PCR Kit. 
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CRC 

Tiga puluh bagian berukuran 5 µm yang berurutan dipotong dari masing-masing dari 

10 sampel CRC FFPE (3 tipe liar dan 1 per mutasi). Bagian diacak pada di 1 dari 3 lokasi 

pengujian sehingga tiap lokasi menerima 10 bagian per sampel FFPE (total 100 bagian). 

Dari 300 ekstraksi DNA yang diuji, 298 sampel valid. Terdapat 99,33% kesesuaian yang 

berkaitan dengan panggilan mutasi KRAS di antara 3 lokasi.  

Perbandingan menurut lokasi dari nilai rata-rata DCT untuk sampel tipe liar dan mutan 

menunjukkan kesesuaian yang sangat dekat untuk hasil. Hasilnya menunjukkan kesesuaian 

prosedur ekstraksi DNA dan pemrosesan sampel sehubungan dengan therascreen KRAS RGQ 

PCR Kit. 

NSCLC 

Terdapat 13 sampel NSCLC klinis (3 x 12ASP, 3 x 12CYS, 4 x 12VAL dan 3 tipe-liar) dan 4 

sampel lini sel FFPE (12ALA, 12ARG, 12SER dan 13ASP) yang digunakan dalam studi ini. 

Sampel mewakili berbagai metode pemerolehan: reseksi bedah, FNA, dan CNB. Lini sel 

digunakan untuk merepresentasikan mutasi langka di mana jaringan NSCLC klinis tidak 

tersedia. 

Tiga batch berisi 20 bagian FFPE kemudian didistribusikan secara acak ke 3 lokasi. Di masing-

masing dari 3 lokasi, ekstraksi DNA dilakukan dalam batch berisi 20 bagian FFPE 

(10 pasang) per mutasi dan tipe liar. 

Jika semua penyiapan sampel di 3 lokasi pengujian individual diuji dengan therascreen KRAS 

RGQ PCR Kit, masing-masing dari 7 mutasi dan sampel tipe liar diidentifikasi dengan 

panggilan mutasi tepat. Keseluruhan panggilan untuk masing-masing dari 7 mutasi dan 

sampel tipe liar 100% menunjukkan konsistensi antar-lokasi untuk ekstraksi DNA dan deteksi 

mutasi menggunakan therascreen KRAS RGQ PCR Kit. 
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Studi Penanganan Sampel tambahan dilakukan menggunakan sampel NSCLC klinis FFPE 

klinis yang mewakili mutasi 12ALA, 12ARG, 12SER, dan 13ASP, seperti sampel lini sel yang 

digunakan studi sebelumnya yang mewakili mutasi ini. Studi tambahan ini mengikuti desain 

studi yang sama dengan studi sebelumnya. Seluruh penyiapan sampel untuk sampel mutan 

12ALA, 12ARG, dan 13ASP yang diekstrak di ketiga lokasi pengujian individual, 

memberikan panggilan mutasi tepat jika diuji dengan KRAS Kit. Panggilan tepat keseluruhan 

untuk sampel ini adalah 100%. Penyiapan sampel untuk 12SER memberikan frekuensi 

panggilan mutasi tepat sebanyak 28/30 (persentase panggilan tepat setara dengan 93,33%) 

di ketiga lokasi pengujian individual. Hasilnya menunjukkan konsistensi prosedur ekstraksi 

DNA dan alur kerja pemrosesan sampel yang digunakan untuk melakukan pengujian dengan 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit.  

Kesetaraan metode pemerolehan sampel (NSCLC saja) 

Tujuan studi ini adalah untuk menilai apakah panggilan mutasi untuk sampel NSCLC yang 

ditentukan oleh therascreen KRAS RGQ PCR Kit dipengaruhi oleh metode pemerolehan 

sampel. Ke-3 metode pemerolehan sampel yang dinilai dalam studi ini adalah reseksi, FNA, 

dan CNB.  

Untuk studi ini, sampel FNA dan CNB “cocok-pasien” diambil dari sampel tumor reseksi 

bedah agar tumor yang sama dikumpulkan dengan 3 metode pemerolehan. Tiap sampel 

diekstrak dan diuji dengan therascreen KRAS RGQ PCR Kit. 

Tiap sampel diekstrak dan diuji dengan uji kadar Kontrol KRAS. Tiap sampel yang memberikan 

hasil valid (169 reseksi, 169 CNB, dan 164 FNA) diuji dengan 8 uji kadar KRAS. 

Analisis utama didasarkan pada mutasi tertentu yang dideteksi di seluruh tipe pemerolehan. 

Pengukuran keseluruhan persentase kesesuaian, kesesuaian persentase positif, dan 

kesesuaian persentase negatif dihitung bersama dengan batas kepercayaan 95% dua sisi 

tepat untuk setiap perbandingan berpasangan. 
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Tabel 30. Kesesuaian antara Metode Pemerolehan Sampel  

 Perbandingan Kesesuaian Frekuensi  Persentase 
(%) 

Batas 
Kepercayaan 
dua sisi 
bawah 

Batas 
Kepercayaan 
95% dua sisi 
atas 

 

CNB Vs FNA 
dengan CNB 
sebagai 
Referensi 

Keseluruhan 
Persentase Kesesuaian 

148/156  
 

94,87  90,15  97,76  

Persentase Kesesuaian 
Positif 29/35  

 
82,86  66,35  93,44  

Persentase Kesesuaian 
Negatif 

119/121   98,35  94,16  99,80  

CNB Vs RES 
dengan CNB 
sebagai 
Referensi 

Keseluruhan 
Persentase Kesesuaian 

153/161  
 

95,03  90,44  97,83  

Persentase Kesesuaian 
Positif 

31/37  
 

83,78  67,99  93,81  

Persentase Kesesuaian 
Negatif 

122/124  
 

98,39  94,30  99,80  

FNA Vs CNB 
dengan FNA 
sebagai 
Referensi 

Keseluruhan 
Persentase Kesesuaian 

148/156   94,87  90,15  97,76  
 

Persentase Kesesuaian 
Positif 

29/32  
 

90,63  74,98  98,02  
 

Persentase Kesesuaian 
Negatif 

119/124  
 

95,97  90,84  98,68  
 

FNA Vs RES 
dengan FNA 
sebagai 
Referensi 

Keseluruhan 
Persentase Kesesuaian 

152/156  
 

97,44  93,57  99,30  
 

Persentase Kesesuaian 
Positif 

30/32   93,75  79,19  99,23  
 

Persentase Kesesuaian 
Negatif 

122/124  
 

98,39  94,30  99,80  
 

  
Tabel dilanjutkan di halaman berikutnya 
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Tabel dilanjutkan dari halaman sebelumnya 
Tabel 30. Kesesuaian antara Metode Pemerolehan Sampel (lanjutan) 

 Perbandingan Kesesuaian Frekuensi Persentase 
(%) 

Batas 
Kepercayaan 
dua sisi 
bawah 

Batas 
Kepercayaan 
95% dua sisi 
atas 

 

RES Vs. CNB 
dengan RES 
sebagai 
Referensi 

Keseluruhan 
Persentase 
Kesesuaian  

153/161  95,03  90,44  97,83  

Persentase 
Kesesuaian Positif  

31/34  91,18  76,32  98,14  

Persentase 
Kesesuaian 
Negatif  

122/127  96,06  91,05  98,71  

RES Vs. FNA 
dengan RES 
sebagai 
Referensi 

Keseluruhan 
Persentase 
Kesesuaian  

152/156  97,44  93,57  99,30  

Persentase 
Kesesuaian Positif  

30/32  93,75  79,19  99,23  

Persentase 
Kesesuaian 
Negatif  

122/124  98,39  94,30  99,80  

  

Selain itu, analisis regresi Passing-Bablok dan Deming dilakukan untuk membandingkan nilai 

CT dan ΔCT antara berbagai metode pemerolehan sampel. Analisis regresi menunjukkan 

bahwa tidak ada bukti yang menunjukkan bahwa terdapat selisih konstan atau proporsional 

apa pun antara tipe sampel RES, CNB, dan FNA dalam hal CT atau ΔCT. Analisis regresi 

linear juga dilakukan untuk memeriksa pengaruh kedua persentase jaringan nekrotik dan 

tumor pada nilai ΔCT terkait. Kemiringan garis regresi untuk tumor persen dan nekrotik 

vs ΔCT menunjukkan bahwa tidak ada bukti yang menunjukkan adanya selisih bermakna 

dalam nilai ΔCT dengan peningkatan nilai persentase atau jaringan tumor atau nekrotik.  
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Kinerja Klinis 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit dirancang khusus untuk mendeteksi 7 KRAS mutasi dalam 

kodon 12 dan 13 dari gen KRAS. Ini tidak dirancang khusus untuk mendeteksi sekuens tipe 

liar pada kodon ini. Hasil pengujian dilaporkan sebagai “[mutation name] Detected” ([nama 

mutasi] Terdeteksi) dan “No Mutation Detected” (Tidak Ada Mutasi Terdeteksi). Dalam studi 

klinis yang tersaji di bawah, hasil positif-mutasi KRAS adalah para pasien yang jaringan 

tumornya positif untuk satu atau beberapa dari 7 mutasi yang terdeteksi oleh therascreen 

KRAS RGQ PCR Kit (G12A, G12D, G12R, G12C, G12S, G12V, G13D). Negatif-mutasi (tipe 

liar) KRAS merujuk pada pasien yang jaringan tumornya negatif untuk 7 mutasi yang 

terdeteksi oleh therascreen KRAS RGQ PCR Kit (yakni, sampel, nyatanya, dapat 

menyembunyikan mutasi dalam gen KRAS yang tidak teridentifikasi oleh therascreen 

KRAS RGQ PCR Kit). 

Studi klinis yang mendukung penggunaan dengan Erbitux (cetuximab)  

Studi kinerja klinis dilakukan untuk menghasilkan data untuk mendukung utilitas klinis 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit sebagai alat diagnostik yang memungkinkan pemilihan 

pasien untuk perawatan dengan Erbitux (cetuximab). Keselamatan dan efektivitas Erbitux 

(cetuximab) telah ditunjukkan dalam studi CA225025. CA225025 adalah uji coba klinis 

acak, multi-sentra dan berlabel terbuka yang dilakukan pada 572 pasien dengan CRC 

metastatis (mCRC) berulang, telah dirawat sebelumnya dan menunjukkan EGFR. Pasien 

diacak (1:1) untuk menerima Erbitux (cetuximab) plus perawatan dukungan terbaik (Best 

Supportive Care, BSC) atau BSC saja. Erbitux (cetuximab) diberikan dalam dosis awal 

400 mg/m2, dilanjutkan dengan 250 mg/m2 per minggu hingga terjadi perkembangan 

penyakit atau toksisitas yang tidak dapat diterima.  

Dari 572 pasien yang diacak, usia mediannya adalah 63 tahun; 64% pria, 89% Kaukasian 

dan 77% memiliki status kinerja ECOG garis dasar sebesar 0–1. Karakteristik garis dasar 

dan demografik mirip antara lengan studi. Semua pasien akan sudah menerima dan 

mengalami perkembangan sebelum terapi termasuk rejimen mengandung-irinotecan dan 

rejimen mengandung-oxaliplatin. 
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Status mutasi KRAS tersedia untuk 453/572 (79%) pasien: 245 (54%) pasien memiliki tumor 

negatif-mutasi KRAS dan 208 (46%) pasien memiliki tumor positif mutasi KRAS saat dinilai 

oleh therascreen KRAS RGQ PCR Kit.  

Pengukuran hasil utama studi ini adalah sintasan keseluruhan (overall survival, OS). Untuk 

populasi negatif mutasi KRAS (tipe liar), waktu sintasan median (CI 95%) adalah 8,6 (7,0, 

10,3) bulan di grup Erbitux (cetuximab)+BSC dan 5,0 (4,3, 5,7) bulan di grup BSC. Rasio 

bahaya OS Erbitux (cetuximab)+BSC terhadap BSC adalah 0,63. 95% Interval Kepercayaan 

(Confidence Interval, CI) adalah (0,47, 0,84).  

Untuk populasi positif mutasi KRAS, waktu sintasan median adalah 4,8 (3,9, 5,6) bulan di 

grup Erbitux (cetuximab)+BSC dan 4,6 (3,6, 4,9) bulan di grup BSC. Rasio bahayanya 

sebesar 0,91 dengan CI 95% (0,67, 1,24). Hasil tersaji dalam Tabel 31 dan Gambar 23. 

Tabel 31. Sintasan keseluruhan dalam kanker kolorektum metastatis yang menunjukkan EGFR yang 
dirawat sebelumnya (semua status KRAS dan acak) 

 
 Semua acak 

Tipe liar 
negatif-mutasi KRAS positif-mutasi KRAS 

 

 
 

Erbitux+BSC 
N=287 

BSC 
N=285 

Erbitux+BSC 
N=117 

BSC 
N=128 

Erbitux+BSC 
N=108 

BSC 
N=100 

 

 Median 
(bulan) 
(CI 95%) 

6,1  
(5,4, 6,7) 

4,6  
(4,2, 4,9) 

8,6  
(7,0, 10,3) 

5,0  
(4,3, 5,7) 

4,8  
(3,9, 5,6) 

4,6  
(3,6, 4,9) 

 

 Rasio 
bahaya 
(CI 95%) 

0,77  
(0,64, 0,92) 

0,63  
(0,47, 0,84) 

0,91  
(0,67, 1,24) 

 

 nilai-p* 0,0046 – –  

     
* Berdasarkan pengujian tingkat-catatan terstratifikasi.  
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Gambar 23. Kurva Kaplan-Meier untuk sintasan keseluruhan dalam pasien dengan kanker kolorektum 
metastatis negatif-mutasi (tipe-liar) KRAS. 

Tingkat sintasan keseluruhan berdasarkan perkiraan Kaplan-Meier pada bulan ke-6 dan ke-

12 lebih tinggi untuk grup Erbitux (cetuximab)+BSC dibandingkan grup BSC untuk subset tipe-

liar KRAS. Keuntungan ini tidak teramati dalam subset mutan KRAS. 

Studi klinis yang mendukung penggunaan dengan Vectibix (panitumumab) 

Studi kinerja klinis dilakukan untuk menghasilkan data untuk mendukung utilitas klinis 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit sebagai alat diagnostik yang membantu identifikasi pasien 

untuk perawatan dengan Vectibix (panitumumab). Tujuan studi ini adalah untuk menilai 

apakah status mutasi KRAS seperti yang ditentukan oleh therascreen KRAS RGQ PCR Kit dapat 

digunakan untuk memilih pasien dengan mCRC yang akan mendapat manfaat dari 

perawatan Vectibix (panitumumab). Uji coba klinis 20050203 adalah studi fase 3 acak, multi-

sentra, prospektif, dan berlabel terbuka untuk menilai efisiensi panitumumab yang 

dikombinasikan dengan oxaliplatin, 5‑fluorouracil (5-FU) dan leukovorin (FOLFOX) vs. 

FOLFOX saja dalam pasien dengan mCRC berulang yang tidak dirawat sebelumnya.  
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Sampel tumor yang disimpan dari pasien dalam studi 20050203 diuji dengan therascreen 

KRAS RGQ PCR Kit untuk mengidentifikasi dua subgrup: Positif-mutasi KRAS (KRAS mutan) 

dan negatif-mutasi KRAS (KRAS tipe liar), berdasarkan apakah ada setidaknya satu atau tidak 

ada satu pun dari 7 mutasi KRAS dalam kodon 12 dan 13 dari ekson 2 dalam gen KRAS 

yang terdeteksi. Dalam analisis retrospektif, data efisiensi dari studi 20050203 distratifikasi 

menurut subgrup KRAS. Tujuan utama analisis KRAS adalah untuk menilai apakah 

peningkatan keseluruhan dalam PFS untuk Vectibix (panitumumab) plus FOLFOX relatif 

terhadap FOLFOX saja secara signifikan lebih besar di antara subjek dengan tumor tipe liar 

KRAS yang dibandingkan dengan subjek dengan tumor mutan KRAS. 

Titik akhir efisiensi utama yang telah ditetapkan sebelumnya adalah sintasan bebas kemajuan 

(Progression-Free Survival, PFS) dalam grup pasien (n = 656) dengan mCRC KRAS tipe liar 

seperti yang dinilai dengan tinjauan pusat independen buta pada pencitraan. Titik akhir 

efisiensi utama lain meliputi OS dan ORR. Hasil efisiensi dalam pasien dengan mCRC KRAS 

tipe liar tersaji dalam Tabel 32 dan Gambar 24. 

Tabel 32. Hasil efisiensi dalam pasien dengan mCRC KRAS tipe liar 
   PFS   

 
 

Populasi 
KRAS tipe 
liar 

Median 
(bulan)  
(CI 95%) 

Rasio 
bahaya 
(CI 95%) nilai-p 

ORR 
(CI 95%) 

 

 Panitumumab 

plus FOLFOX 
N=325 9,6  

(9,2, 11,1) 
0,80  
(0,66, 0,97) 

0,02 54%  
(48%, 59%) 

 

 
FOLFOX saja N=331 

8,0  
(7,5, 9,3)   

47%  
(41%, 52%) 
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Gambar 24. Plot Kaplan-Meier pada sintasan bebas kemajuan (Progression-Free Survival, PFS) dalam pasien dengan 
mCRC KRAS tipe liar. 

Di antara pasien dengan tumor mutan KRAS, PFS median adalah 7,3 bulan (CI 95%: 6,3, 

8,0) dalam 221 pasien yang menerima Vectibix (panitumumab) plus FOLFOX versus PFS 

median 8,8 bulan (CI 95%: 7,7, 9,4) dalam 219 pasien yang menerima FOLFOX saja  

(HR = 1,29, CI 95%: 1,04, 1,62). OS median adalah 15,5 bulan (CI 95%: 13,1, 17,6) 

dalam pasien yang menerima Vectibix (panitumumab) plus FOLFOX versus OS median 

19,3 bulan (CI 95%: 16,5, 21,8) dalam pasien yang menerima FOLFOX saja (HR = 1,24, 

CI 95%: 0,98, 1,57).  

Subjek berisiko 
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Analisis eksploratori OS dengan informasi yang diperbarui berdasarkan kejadian dalam 82% 

pasien dengan mCRC KRAS tipe liar memperkirakan pengaruh perawatan Vectibix 

(panitumumab) plus FOLFOX dibandingkan dengan FOLFOX saja. OS median di antara 325 

pasien dengan mCRC KRAS tipe liar yang menerima Vectibix (panitumumab) plus FOLFOX 

adalah 23,8 bulan (CI 95%: 20,0, 27,7) versus 19,4 bulan (CI 95%: 17,4, 22,6) di antara 

331 pasien yang menerima FOLFOX saja (HR = 0,83, CI 95%: 0,70, 0,98). Hasil ditunjukkan 

dalam Gambar 25. 

 
Gambar 25. Plot Kaplan-Meier pada sintasan keseluruhan (Overall Survival, OS) dalam pasien dengan mCRC KRAS 
Tipe liar. 
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Studi klinis yang mendukung penggunaan LUMYKRAS® (sotorasib)  

Studi kinerja klinis dilakukan untuk menunjukkan validitas klinis therascreen KRAS RGQ PCR 
Kit sebagai alat diagnostik yang membantu identifikasi pasien NSCLC positif G12C KRAS 
untuk perawatan dengan LUMYKRAS (sotorasib). Tujuan studi ini adalah untuk menilai apakah 
status mutasi G12C, seperti yang ditentukan oleh therascreen KRAS RGQ PCR Kit, dapat 
digunakan untuk memilih pasien dengan NSCLC tingkat lanjut yang akan mendapat manfaat 
dari perawatan LUMYKRAS (sotorasib). Uji coba klinis 20170543 adalah studi fase 1/2 
berlabel terbuka, dan multi-sentra yang dirancang untuk mengevaluasi efisiensi dan 
keselamatan LUMYKRAS (sotorasib) dalam subjek dewasa dengan tumor solid tingkat lanjut 
yang menyembunyikan mutasi G12C KRAS. 

Data dari analisis utama bagian NSCLC fase 2 dari studi ini telah digunakan untuk 
mendukung validitas klinis therascreen KRAS RGQ PCR Kit sebagai suatu alat diagnostik. 

Pendaftaran terbatas pada subjek dengan NSCLC termutasi G12C KRAS seperti yang dinilai 
oleh hasil laboratorium setempat, terkonfirmasi oleh pengujian sentral menggunakan 
therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Titik akhir utama bagian NSCLC fase 2 dari studi ini adalah 
untuk mengevaluasi tingkat respons tujuan (Objective Response Rate, ORR) yang dinilai oleh 
Kriteria Evaluasi Respons dalam Tumor Solid (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors, 
RECIST), versi 1.1, kriteria LUMYKRAS (sotorasib) sebagai monoterapi dalam subjek dengan 
tumor tingkat lanjut termutasi G12C KRAS. 

Dari 126 subjek dengan NSCLC, 124 subjek termasuk dalam pengaturan analisis lengkap. 
Dua subjek dikecualikan karena mereka tidak memiliki ≥1 lesi terukur berdasarkan tinjauan 
pusat independen buta (Blinded Independent Central Review, BICR).  

Titik akhir utama ORR (respons lengkap + respons parsial) yang diukur dengan pencitraan 
resonansi magnetik atau tomografi komputasi dan dinilai sesuai dengan RECIST 1.1 oleh 
laboratorium BICR untuk subjek dengan NSCLC termutasi G12C KRAS adalah 37,1%  
(46 dari 124 subjek ; CI 95%:28,6-46,2%); tiga (3) subjek (2,4%) mencapai respons lengkap 
dan 43 subjek 34,7%) mencapai respons parsial*. 

 
* Berdasarkan potongan data 01 Desember 2020. 
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Panduan Pemecahan Masalah 
Panduan pemecahan masalah dapat membantu menyelesaikan masalah yang muncul. Untuk 

bantuan teknis dan informasi selengkapnya, silakan hubungi Pusat Dukungan Teknis di 

www.qiagen.com/Support (untuk informasi kontak, kunjungi www.qiagen.com). 

 Komentar dan saran 

Hasil tidak valid 

a) Kondisi penyimpanan untuk satu 

atau beberapa komponen tidak 

sesuai dengan instruksi yang 

diberikan dalam Pengumpulan 

Spesimen, Persiapan Analisis, dan 

Penyimpanan, halaman 17. 

Periksa kondisi penyimpanan dan tanggal kedaluwarsa (lihat label) 

reagen dan gunakan kit yang baru, bila perlu. 

b) therascreen KRAS RGQ PCR Kit 

sudah kedaluwarsa. 

Periksa ketentuan penyimpanan dan tanggal kedaluwarsa (lihat label kit) 

reagen dan, jika perlu, gunakan therascreen KRAS RGQ PCR Kit yang 

baru. 

Sampel NTC menunjukkan hasil positif dalam saluran FAM. 

Kontaminasi terjadi selama 

persiapan PCR. 

Ulangi PCR dengan reagen baru dalam replika. 

Bila memungkinkan, langsung tutup tabung PCR setelah menambahkan 

sampel untuk diuji. 

Pastikan ruang kerja dan instrumen didekontaminasi secara berkala. 

https://www.qiagen.com/Support
https://www.qiagen.com/


 

 

104  Petunjuk Penggunaan (Buku Pegangan) therascreen KRAS RGQ PCR Kit  04/2022 

Tanda yang dibuat oleh therascreen KRAS Assay Package 

Tabel 33 mencantumkan kemungkinan tanda yang mungkin dibuat oleh therascreen KRAS 

Assay Package, artinya, dan tindakan yang perlu dilakukan. Tanda relevan untuk NSCLC 

dan CRC. 

Tabel 33. Arti tanda Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package dan saran tindakan 

 Tanda Arti Tindakan  

PC_CTRL_ASSAY_FAIL Proses PCR tidak valid —  
CT FAM di luar rentang untuk kontrol 
positif dalam reaksi kontrol 

Ulangi seluruh proses PCR. 

PC_MUTATION_INVALID_DATA Proses PCR tidak valid — Data 
fluoresens dalam kontrol positif 
(campuran reaksi mutasi) tidak dapat 
diinterpretasikan 

Ulangi seluruh proses PCR. 

NTC_INT_CTRL_FAIL Proses PCR tidak valid — 
Kontrol internal di atas rentang untuk 
kontrol negatif 

Ulangi seluruh proses PCR. 

NTC_INT_CTRL_EARLY_CT Proses PCR tidak valid — 
Kontrol internal di bawah rentang 
untuk kontrol negatif 

Ulangi seluruh proses PCR. 

NTC_INVALID_CT Proses PCR tidak valid — 
FAM tidak valid (lebih kecil dari 
batas) untuk kontrol negatif 

Ulangi seluruh proses PCR. 

NTC_INVALID_DATA Proses PCR tidak valid — Data 
fluoresens dalam kontrol negatif 
tidak dapat diinterpretasikan 

Ulangi seluruh proses PCR. 

SAMPLE_CTRL_INVALID_DATA Sampel tidak valid — Data 
fluoresens dalam kontrol sampel 
tidak dapat diinterpretasikan 

Atur proses PCR baru untuk 
mengulangi sampel terkait. 

 

  
Tabel dilanjutkan di halaman berikutnya 
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Tabel dilanjutkan dari halaman sebelumnya 
Tabel 33. Arti tanda Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package dan saran tindakan 

 Tanda Arti Tindakan  

SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC Sampel Tidak Valid — 
CT FAM terlalu rendah dalam 
kontrol sampel 

Encerkan sampel untuk 
meningkatkan nilai CT kontrol. 
Pengenceran ini harus dihitung 
dengan asumsi bahwa 
mengencerkan 1:1 dengan air 
yang tersedia dalam kit akan 
meningkatkan CT sebesar 1.0; 
setelah sampel diencerkan, atur 
proses PCR baru untuk mengulangi 
sampel. 

SAMPLE_CTRL_FAIL Sampel tidak valid — 
CT FAM terlalu tinggi dalam reaksi 
kontrol sampel 

Atur proses PCR baru untuk 
mengulangi sampel. Jika tidak valid 
tetap terjadi pada proses PCR, 
ekstrak sampel dari bagian FFPE 
baru (≥4 bagian). Atur proses PCR 
baru untuk menguji ekstraksi baru. 
Jika tidak valid, ulangi ekstraksi 
kedua ini. Jika sampel tidak 
memberikan hasil yang valid 
setelah proses ini, sampel diberi 
status mutasi tidak pasti dan tidak 
boleh dilakukan pengujian lebih 
lanjut. 
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Tanda khusus untuk NSCLC 

Tabel 34 mencantumkan kemungkinan tanda yang mungkin dibuat oleh Rotor-Gene Q 

therascreen KRAS Assay Package, arti tandanya dan tindakan yang perlu dilakukan untuk 

sampel NSCLC. 

Tabel 34. Arti tanda Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package dan saran tindakan untuk sampel NSCLC 

 Tanda Arti Tindakan  

SAMPLE_INT_CTRL_FAIL CT terlalu tinggi (atau tidak ada CT) 
untuk kontrol internal (HEX), negatif-
mutasi saluran FAM 

Atur proses PCR baru untuk 
mengulangi sampel. Jika tidak valid 
tetap terjadi pada proses PCR, 
ekstrak sampel dari bagian FFPE 
baru. Atur proses PCR baru untuk 
menguji ekstraksi baru. Jika tidak 
valid, ulangi ekstraksi kedua ini. Jika 
sampel tidak memberikan hasil yang 
valid setelah proses ini, sampel 
diberi status mutasi tidak pasti dan 
tidak boleh dilakukan pengujian 
lebih lanjut. 

SAMPLE_INT_CTRL_EARLY_CT Tabung mutasi tidak valid — CT HEX 
terlalu rendah untuk sampel (kontrol 
internal) 

Atur proses PCR baru untuk 
mengulangi sampel. Jika tidak valid 
tetap terjadi pada proses PCR, 
ekstrak sampel dari bagian FFPE 
baru. Atur proses PCR baru untuk 
menguji ekstraksi baru. Jika tidak 
valid, ulangi ekstraksi kedua ini. Jika 
sampel tidak memberikan hasil yang 
valid setelah proses ini, sampel 
diberi status mutasi tidak pasti dan 
tidak boleh dilakukan pengujian 
lebih lanjut. 

  
Tabel dilanjutkan di halaman berikutnya 
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Tabel dilanjutkan dari halaman sebelumnya 
Tabel 34. Arti tanda Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package dan saran tindakan untuk sampel NSCLC 

 Tanda Arti Tindakan  

SAMPLE_INVALID_ 
DATA 

Tabung mutasi tidak valid — Data 
fluoresens dalam kontrol internal 
tidak dapat diinterpretasikan 

Atur proses PCR baru untuk 
mengulangi sampel. Jika tidak valid 
tetap terjadi pada proses PCR, 
ekstrak sampel dari bagian FFPE 
baru. Atur proses PCR baru untuk 
menguji ekstraksi baru. Jika tidak 
valid, ulangi ekstraksi kedua ini. 
Jika sampel tidak memberikan hasil 
yang valid setelah proses ini, 
sampel diberi status mutasi tidak 
pasti dan tidak boleh dilakukan 
pengujian lebih lanjut. 

MUTATION_EARLY_CT Tabung mutasi tidak valid — CT 
FAM terlalu rendah untuk sampel. 

Atur proses PCR baru untuk 
mengulangi sampel. Jika tidak valid 
tetap terjadi pada proses PCR, 
ekstrak sampel dari bagian FFPE 
baru. Atur proses PCR baru untuk 
menguji ekstraksi baru. Jika tidak 
valid, ulangi ekstraksi kedua ini. 
Jika sampel tidak memberikan hasil 
yang valid setelah proses ini, 
sampel diberi status mutasi tidak 
pasti dan tidak boleh dilakukan 
pengujian lebih lanjut. 

SAMPLE_POSITIVE_ 
AND_INVALID 

Satu atau beberapa mutasi untuk 
satu sampel bersifat valid dan 
positif; di saat yang sama, satu 
atau beberapa mutasi untuk sampel 
yang sama tidak valid (peringatan, 
bukan kesalahan) 

Atur proses PCR baru untuk 
mengulangi sampel. Jika tidak valid 
tetap terjadi pada proses PCR, 
ekstrak sampel dari bagian FFPE 
baru. Atur proses PCR baru untuk 
menguji ekstraksi baru. Jika tidak 
valid, ulangi ekstraksi kedua ini. 
Jika sampel tidak memberikan hasil 
yang valid setelah proses ini, 
sampel diberi status mutasi tidak 
pasti dan tidak boleh dilakukan 
pengujian lebih lanjut. 
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Tanda khusus untuk CRC 

Tabel di bawah mencantumkan kemungkinan tanda yang mungkin dibuat oleh Rotor-Gene Q 

therascreen KRAS Assay Package, arti tandanya dan tindakan yang perlu dilakukan untuk 

sampel CRC. 

Tabel 35. Arti tanda Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package dan saran tindakan untuk sampel CRC 

 Tanda Arti Tindakan  

SAMPLE_INT_CTRL_FAIL CT terlalu tinggi (atau tidak ada CT) 
untuk kontrol internal (HEX), negatif-
mutasi saluran FAM 

Jika sampel diberi status valid — 
Tidak ada tindakan. 

Jika sampel diberi status tidak 
valid, atur proses PCR baru untuk 
mengulangi sampel. Jika tidak 
valid tetap terjadi pada proses 
PCR, ekstrak sampel dari bagian 
FFPE baru. Atur proses PCR baru 
untuk menguji ekstraksi baru. Jika 
tidak valid, ulangi ekstraksi kedua 
ini. Jika sampel tidak memberikan 
hasil yang valid setelah proses ini, 
sampel diberi status mutasi tidak 
pasti dan tidak boleh dilakukan 
pengujian lebih lanjut. 

SAMPLE_INT_CTRL_EARLY_CT Tabung mutasi tidak valid — CT 
HEX terlalu rendah untuk sampel 
(kontrol internal) 

Jika sampel diberi status valid — 
Tidak ada tindakan. 

Jika sampel diberi status tidak 
valid, atur proses PCR baru untuk 
mengulangi sampel. Jika tidak 
valid tetap terjadi pada proses 
PCR, ekstrak sampel dari bagian 
FFPE baru. Atur proses PCR baru 
untuk menguji ekstraksi baru. Jika 
tidak valid, ulangi ekstraksi kedua 
ini. Jika sampel tidak memberikan 
hasil yang valid setelah proses ini, 
sampel diberi status mutasi tidak 
pasti dan tidak boleh dilakukan 
pengujian lebih lanjut. 

  
Tabel dilanjutkan di halaman berikutnya 
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Tabel dilanjutkan dari halaman sebelumnya 
Tabel 35. Arti tanda Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package dan saran tindakan untuk sampel CRC (lanjutan) 

 Tanda Arti Tindakan  

SAMPLE_INVALID_ 
DATA 

Tabung mutasi tidak valid — Data 
fluoresens dalam kontrol internal 
tidak dapat diinterpretasikan 

Jika sampel diberi status valid — 
Tidak ada tindakan. 

Jika sampel diberi status tidak valid, 
atur proses PCR baru untuk 
mengulangi sampel. Jika tidak valid 
tetap terjadi pada proses PCR, 
ekstrak sampel dari bagian FFPE 
baru. Atur proses PCR baru untuk 
menguji ekstraksi baru. Jika tidak 
valid, ulangi ekstraksi kedua ini. 
Jika sampel tidak memberikan hasil 
yang valid setelah proses ini, 
sampel diberi status mutasi tidak 
pasti dan tidak boleh dilakukan 
pengujian lebih lanjut. 

MUTATION_EARLY_CT Tabung mutasi tidak valid — CT 
FAM terlalu rendah untuk sampel. 

Jika sampel diberi status valid — 
Tidak ada tindakan. 

Jika sampel diberi status tidak valid, 
atur proses PCR baru untuk 
mengulangi sampel. Jika tidak valid 
tetap terjadi pada proses PCR, 
ekstrak sampel dari bagian FFPE 
baru. Atur proses PCR baru untuk 
menguji ekstraksi baru. Jika tidak 
valid, ulangi ekstraksi kedua ini. 
Jika sampel tidak memberikan hasil 
yang valid setelah proses ini, 
sampel diberi status mutasi tidak 
pasti dan tidak boleh dilakukan 
pengujian lebih lanjut. 

SAMPLE_POSITIVE_ 
AND_INVALID 

Satu atau beberapa mutasi untuk 
satu sampel bersifat valid dan 
positif; di saat yang sama, satu 
atau beberapa mutasi untuk sampel 
yang sama tidak valid (peringatan, 
bukan kesalahan) 

Tidak ada.  
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Pengendalian Mutu 

Sesuai dengan Sistem Manajemen Kualitas bersertifikat ISO dari QIAGEN, setiap therascreen 

KRAS RGQ PCR Kit telah diuji spesifikasinya yang telah ditentukan untuk memastikan kualitas 

produk yang konsisten. 
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Simbol 

Simbol berikut ini mungkin terdapat di kemasan dan label: 

 
Penandaan untuk komunitas Eropa 

 <N> 
Berisi reagen yang cukup untuk reaksi <N> 

 
Gunakan sebelum 

 Perangkat medis diagnostik in vitro 

 Nomor katalog 

 Nomor lot 

 Nomor materi 

 Mengandung 

 Nomor 

Rn R adalah untuk revisi Buku Pegangan dan n adalah nomor revisi 

 
Batas suhu 

https://www.google.co.uk/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj36tD4ibrbAhWB0RQKHUIQAg0QjRx6BAgBEAU&url=https://www.heartgenetics.com/ce-ivd-products/&psig=AOvVaw0diZpz4dwYdQo23169C_6T&ust=1528204066220345
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Produsen 

 Baca petunjuk penggunaan 

 
Perhatian 

 

Informasi Kontak 

Untuk bantuan teknis dan informasi lebih lanjut, silakan lihat Pusat Dukungan Teknis kami di 

www.qiagen.com/Support, hubungi 00800-22-44-6000, atau hubungi salah satu 

Departemen Layanan Teknis QIAGEN atau distributor lokal (lihat sampul belakang atau 

kunjungi www.qiagen.com). 

 

https://www.qiagen.com/bg/support/?akamai-feo=off
http://www.qiagen.com/
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Lampiran 1: Protokol Panduan therascreen 
KRAS RGQ PCR Kit 

Bab ini berisi petunjuk untuk menggunakan therascreen KRAS RQG PCR Kit dengan perangkat 

lunak RGQ 2.3 dalam mode terbuka (yakni, tanpa menggunakan KRAS Assay Package). 

Informasi umum 

 Untuk bahan yang diperlukan, lihat Bahan yang Diperlukan tetapi Tidak Tersedia. 

 Untuk petunjuk lengkap tentang penyiapan sampel dan tata letak sampel, lihat Protokol: 

Penilaian sampel DNA dan Protokol: Deteksi mutasi KRAS. 

Protokol: Membuat profil suhu 

Sebelum memulai, buat profil suhu untuk analisis KRAS. Parameter siklus sama untuk Penilaian 

Sampel dan Penilaian Mutasi. 

Prosedur 

Parameter siklus ditunjukkan dalam Tabel 36. 

Tabel 36. Parameter siklus 

 Siklus Suhu Waktu Pemerolehan data  

1 95 °C 15 menit Tidak ada 

40 
95 °C 30 detik Tidak ada 

 60 °C 60 detik Hijau dan kuning  

       

1. Klik dua kali ikon perangkat lunak seri Rotor-Gene Q 2.3 pada desktop laptop yang 

terhubung dengan instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Pilih tab Advanced (Tingkat 

Lanjut) dalam jendela New Run (Proses Baru) yang muncul. 
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2. Untuk membuat templat baru, pilih Empty Run (Proses Kosong), lalu klik New (Baru). Untuk 

memasukkan New Run Wizard (Wizard Proses Baru). 

3. Pilih 72-Well Rotor (Rotor 72-Sumuran) sebagai tipe rotor. Pastikan bahwa ring 

penguncian terpasang lalu centang kotak Locking Ring Attached (Ring Penguncian 

Terpasang). Klik Next (Berikutnya) (Gambar 26). 

 
Gambar 26. Kotak dialog New Run Wizard (Wizard Proses Baru). 1 = Rotor type (Tipe rotor), 2 = kotak Locking Ring 
Attached (Ring Penguncian Terpasang), 3 =Next (Berikutnya). 

1 

2 

3 
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4. Masukkan nama operator. Tambahkan catatan apa pun lalu masukkan volume reaksi 

sebagai 25. Pastikan bahwa bidang Sample Layout (Tata Letak Sampel) berisi nilai 

1, 2, 3…. Klik Next (Berikutnya) (Gambar 27). 

 
Gambar 27. Memasukkan nama operator dan volume reaksi. 1= bidang dialog Operator, 2 = bidang dialog Notes 
(Catatan), 3 = bidang Reaction Volume (Volume Reaksi), 4 = Sample Layout (Tata Letak Sampel), 5 = Next (Berikutnya). 

5. Klik Edit Profile (Edit Profil) dalam jendela New Run Wizard (Wizard Proses Baru) 
(Gambar 28) dan programkan profil suhu sesuai dengan informasi dalam tahap berikut. 

1 

3 

2 

4 
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Gambar 28. Mengedit profil. 

6. Klik Insert after (Sisipkan setelah) lalu pilih New Hold at Temperature (Jaga pada 

Suhu Baru) (Gambar 29). 

 
Gambar 29. Menyisipkan tahap inkubasi awal. 1 = Insert after (Sisipkan setelah); 2 = New Hold at Temperature (Jaga 
pada Suhu Baru). 

1 

1 
2 
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7. Atur nilai dalam bidang Hold Temperature (Jaga Suhu) 95 °C dan bidang Hold Time (Jaga 

Waktu) 15 mins 0 secs (15 menit 0 detik). Klik Insert after (Sisipkan setelah), lalu pilih 

New Cycling (Siklus Baru) (Gambar 30). 

 
Gambar 30. Tahap inkubasi awal pada 95 °C. 1 = Hold Temperature and Hold Time (Jaga Suhu dan Jaga Waktu), 
2 = Insert after (Sisipkan setelah), 3 = New Cycling (Siklus Baru). 

1 

2 

3 
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8. Atur jumlah pengulangan siklus menjadi 40. Pilih tahap pertama dan atur menjadi 95°C 

for 30 secs (95 °C selama 30 detik) (Gambar 31). 

 
Gambar 31. Tahap siklus pada suhu 95 °C. 1 = kotak Cycle repeats (Pengulangan siklus), 2 = pengaturan suhu 
tahap satu, 3 = pengaturan waktu tahap satu. 

1 
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2 
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9. Soroti tahap kedua dan atur menjadi 60°C for 60 secs (60 °C selama 60 detik). Untuk 

mengaktifkan pemerolehan data dalam tahap ini, klik Not Acquiring (Tidak Memperoleh) 

(Gambar 32). 

 
Gambar 32. Tahap siklus pada suhu 60 °C. 1 = pengaturan waktu dan suhu tahap kedua, 2 = Not Acquiring (Tidak 
Memperoleh). 

1 2 
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10. Dalam daftar Saluran yang Tersedia, pilih Green (Hijau) dan Yellow (Kuning) lalu klik > 

untuk memindahkannya ke daftar Saluran Pemerolehan. Klik OK (Oke) (Gambar 33). 

 
Gambar 33. Pemerolehan pada tahap siklus di suhu 60 °C. 

 

1 

2 
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11. Soroti tahap ketiga lalu klik – untuk menghapus. Klik OK (Oke) (Gambar 34). 

 
Gambar 34. Tahap penghapusan ekstensi. 

 

2 

1 

3 
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12. Di jendela berikutnya, klik Dapatkan Optimasi (Gambar 35). 

 
Gambar 35. Gain Optimization (Dapatkan Optimasi). 

 

1 
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13. Klik Optimize Acquiring (Optimalkan Pemerolehan). Pengaturan saluran ditampilkan 

untuk tiap saluran. Klik OK untuk menerima nilai default ini. (Gambar 36). 

 
Gambar 36. Auto-gain Optimization (Dapatkan Optimasi Otomatis) untuk saluran hijau. 

1 

2
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14. Centang kotak Perform Optimization before 1st Acquisition (Lakukan Optimasi sebelum 

Pemerolehan Pertama) lalu klik Close (Tutup) untuk kembali ke wizard (Gambar 37). 

 
Gambar 37. Pemilihan saluran hijau dan kuning. 

15. Klik Next (Berikutnya). Lalu, klik Save (Simpan) untuk menyimpan templat di lokasi yang 

sesuai. 

 

1 

2
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Protokol: Penilaian sampel (manual) 

Protokol ini digunakan untuk menilai total DNA yang dapat diperkuat dalam sampel dan harus 

dilakukan sebelum analisis mutasi KRAS. 

 Siapkan sampel seperti yang diuraikan di Protokol: Penilaian sampel DNA. 

 Atur proses PCR pada instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM seperti yang diuraikan di 

Protokol: Pengaturan therascreen KRAS PCR RGQ. 

 Setelah proses selesai, analisis data sesuai dengan petunjuk dalam Analisis data penilaian 

sampel. 

Protokol: Deteksi mutasi KRAS (manual) 

Setelah sampel lolos penilaian sampel, sampel dapat diuji untuk mendeteksi mutasi KRAS. 

 Siapkan sampel seperti yang diuraikan di Protokol: Penilaian sampel DNA. 

 Atur proses PCR pada instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM seperti yang diuraikan di 

Protokol: Pengaturan therascreen KRAS PCR RGQ. 

 Setelah proses selesai, analisis data sesuai dengan petunjuk dalam Analisis data penilaian 

sampel. 
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Protokol: Pengaturan therascreen KRAS PCR RGQ 

1. Buka perangkat lunak seri Rotor-Gene Q 2.3 dan profil suhu yang sesuai yang telah 

dibuat. 

2. Buat profil suhu sesuai dengan Protokol: Membuat profil suhu. 

Pastikan bahwa rotor yang benar telah dipilih, lalu centang kotak Locking Ring Attached 

(Ring Penguncian Terpasang). Klik Next (Berikutnya) (Gambar 38). 

 
Gambar 38. Kotak dialog New Run Wizard (Wizard Proses Baru) dan layar selamat datang. 1 = Rotor type 
(Tipe rotor), 2 = kotak Locking Ring Attached (Ring Penguncian Terpasang), 3 = Next (Berikutnya). 

2 

1 
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3. Masukkan nama operator. Tambahkan catatan lalu periksa bahwa bidang Reaction 

Volume (Volume Reaksi) diatur ke 25 dan kotak bidang Sample Layout (Tata Letak Sampel) 

berisi nilai 1, 2, 3…. Klik Next (Berikutnya) (Gambar 39). 

 
Gambar 39. Kotak dialog New Run Wizard (Wizard Proses Baru). 1 = bidang Operator dan Notes (Catatan),  
2 = bidang Reaction Volume (Volume Reaksi) dan Sample Layout (Tata Letak Sampel), 3 = Next (Berikutnya). 

1 

2 
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4. Biarkan semua nilai apa adanya di jendela berikutnya. Proses edit tidak diperlukan 
karena profil suhu telah dibuat sesuai dengan petunjuk dalam Protokol: Membuat profil 
suhu. Klik Next (Berikutnya) (Gambar 40).  

 
Gambar 40. Kotak dialog New Run Wizard (Wizard Proses Baru) dan layar edit suhu. 1 = Next (Berikutnya). 

1 
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5. Tinjau ringkasan lalu klik Start Run (Mulai Proses) untuk menyimpan file proses dan 

memulai proses (Gambar 41). 

 
Gambar 41. Kotak dialog New Run Wizard (Wizard Proses Baru). 1 = Start Run (Mulai Proses). 

Catatan: Setelah proses dimulai, jendela baru akan muncul di mana Anda dapat 

memasukkan nama sampel sekarang atau mengklik Finish (Selesai), dan memasukkannya 

nanti dengan memilih tombol Sample (Sampel) selama proses atau setelah proses selesai. 

Jika Anda mengklik Finish and Lock Samples (Selesai dan Kunci Sampel), Anda tidak lagi 

dapat mengedit nama sampel. Anda harus sangat berhati-hati saat memasukkan nama 

sampel guna memastikan pengujian dan analisis sampel yang tepat. 

Catatan: Saat memberi nama sampel, sumuran yang kosong harus dibiarkan kosong 

dalam kolom Name (Nama). 

6. Setelah proses selesai, analisis data sesuai dengan bagian analisis data penilaian 

Sampel atau analisis deteksi mutasi KRAS, yang sesuai. 

7. Jika laporan kuantifikasi diperlukan, klik ikon toolbar Reports (Laporan) dalam file proses 

Rotor-Gene Q. 

 

1 
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Lampiran 2: Pemasangan therascreen KRAS 
Assay Package 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit dirancang untuk digunakan dengan Rotor-Gene Q MDx 5plex 

HRM dengan 72-well rotor. therascreen KRAS Assay Package tersedia secara terpisah pada 

CD (no. kat. 9023675). 

therascreen KRAS Assay Package tersedia untuk diunduh di halaman web produk therascreen 

KRAS RGQ PCR Kit terkait di www.qiagen.com. Informasi unduhan dapat ditemukan dalam 

bagian Product Resources (Sumber Daya Produk) pada tab Supplementary Protocols (Protokol 

Tambahan). Paket Uji Kadar juga dapat dipesan di CD. 

Paket tersebut meliputi therascreen KRAS CE QC Locked Template dan therascreen KRAS CE 

Locked Template.  

Catatan: therascreen KRAS Assay Package hanya akan berfungsi dengan perangkat lunak 

Rotor-Gene Q versi 2.3 terkait dengan therascreen KRAS Assay Package versi 3.0.3 

(QIAGEN, no. kat. 9023675). Pastikan bahwa versi perangkat lunak Rotor-Gene Q yang 

tepat telah terpasang sebelum melanjutkan pemasangan therascreen KRAS Assay Package. 

Prosedur (unduh) 

1. Unduh therascreen KRAS RGQ Assay Package di halaman web produk therascreen KRAS 

RGQ PCR Kit terkait di www.qiagen.com.  

2. Klik dua kali file tersebut dan ekstrak file di dalam arsip. 

3. Klik dua kali therascreen_KRAS_Assay_Package_3.0.3.exe untuk memulai pemasangan.  

 

https://www.qiagen.com/us/
https://www.qiagen.com/us/
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Prosedur (CD) 

1. Pesan CD CE therascreen KRAS RGQ Assay Package yang kompatibel dengan Perangkat 

Lunak Rotor-Gene Q (lihat di atas) yang tersedia terpisah dari QIAGEN. 

Versi 3.0.3. No. kat. 9023675. 

2. Masukkan CD ke dalam CD drive di laptop yang terhubung pada instrumen Rotor Gene 

Q MDx 5plex HRM. 

3. Klik dua kali therascreen_KRAS_Assay_Package_3.0.3.exe atau 

therascreen_KRAS_Assay_Package_1.0.12.exe untuk memulai pemasangan  

Wizard pengaturan akan muncul.  

4. Klik Next (Berikutnya) untuk melanjutkan (Gambar 42). 

 
Gambar 42. Kotak dialog Setup (Pengaturan). 1 = Next (Berikutnya). 
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5. Baca Perjanjian Lisensi dalam kotak dialog License Agreement (Perjanjian Lisensi) dan 

centang kotak I accept the agreement (Saya menyetujui perjanjian ini). Klik Next 

(Berikutnya) untuk melanjutkan (Gambar 43). 

 
Gambar 43. Kotak dialog License Agreement (Perjanjian Lisensi). 1 = pernyataan I accept the agreement 
(Saya menyetujui perjanjian ini), 2 = Next (Berikutnya). 

Pengaturan templat akan otomatis dimulai. 
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6. Di jendela Pengaturan akhir, klik Finish (Selesai) untuk keluar dari wizard pengaturan. 

(Gambar 44). 

 
Gambar 44. Menyelesaikan wizard. 

7. Mulai ulang komputer. Pintasan ke therascreen KRAS QC Locked Template dan 

therascreen KRAS Locked Template akan dihasilkan secara otomatis dan akan muncul di 

desktop. 
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Informasi Pemesanan 

Produk Isi No. Kat. 

therascreen KRAS RGQ PCR Kit 
(24) 

Untuk 24 reaksi: 1 Uji Kadar Kontrol, 
7 Uji Kadar Mutasi, Kontrol Positif, 
Air, Polimerase DNA Taq 

874011 

CD therascreen KRAS Assay 
Package (versi 3.0.3) 

Paket protokol perangkat lunak untuk 
digunakan dengan therascreen KRAS 
RGQ PCR Kit dan instrumen QIAGEN 
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 
dengan 72-well rotor 

9023675 

Rotor-Gene Q dan aksesori  

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Cycler real-time PCR dan penganalisis 
Pelelehan Resolusi Tinggi dengan 5 
saluran (hijau, kuning, jingga, merah, 
merah tua) ditambah saluran HRM, 
komputer laptop, perangkat lunak, 
aksesori, 1-tahun garansi suku 
cadang dan tenaga kerja, tidak 
termasuk pemasangan dan pelatihan 

9002032 

Rotor-Gene Q MDx Cycler real-time PCR dan penganalisis 
Pelelehan Resolusi Tinggi dengan 5 
saluran (hijau, kuning, jingga, merah, 
merah tua) ditambah saluran HRM, 
komputer laptop, perangkat lunak, 
aksesori, 1-tahun garansi suku 
cadang dan tenaga kerja, 
pemasangan, dan pelatihan 

9002033 
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Produk Isi No. Kat. 

Loading Block 72 x 0.1 ml 
Tubes 

Blok aluminium untuk pengaturan 
reaksi manual dengan pipet 
bersaluran tunggal dalam tabung 
72 x 0,1 ml 

9018901 

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 
(250) 

250 strip 4 tabung dan penutup untuk 
1000 reaksi  

981103 

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 
(2500) 

10 x 250 strip 4 tabung dan penutup 
untuk 10.000 reaksi 

981106 

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit — untuk pemurnian DNA genomik dari 
jaringan parafin-tertanam 

 

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit 
(50) 

Untuk 50 penyiapan DNA: Kolum 
QIAamp MinElute®, Proteinase K, 
Dapar, dan Collection Tubes (2 ml) 

56404 

 

Untuk informasi pelisensian terbaru dan penafian produk-spesifik, lihat buku pegangan atau 

panduan pengguna kit QIAGEN. Buku pegangan atau panduan pengguna kit QIAGEN 

tersedia di www.qiagen.com atau dapat dipesan dari Layanan Teknis QIAGEN atau 

distributor lokal Anda. 

 

https://www.qiagen.com/us/
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Riwayat Revisi Dokumen 

 Tanggal Perubahan  

R4, Januari 2019 Tambahan Perwakilan Resmi (sampul depan) 

Bab Simbol Diperbarui 

Templat Diperbarui  

R5, November 2019 Perubahan pada produsen legal (halaman sampul) 

Simbol EC + REP dihapus dari halaman depan dan bab Simbol 

Adaptasi nama instrumen dari Rotor-Gene Q MDx menjadi Rotor-Gene Q MDx 
5plex HRM agar selaras dengan nama pada label instrumen 

Protokol Deteksi mutasi KRAS diperbarui dengan menyertakan tahap tambahan 
dalam menyiapkan campuran master 

Nilai yang dibetulkan dalam kolom Frekuensi dan Interval Kepercayaan 95% 
dalam Tabel 10. 

Persentase kesesuaian keseluruhan CRC diperbarui dari 96,4% menjadi 96,82% 

Nilai diperbaiki dalam kolom C95 LOD pada Tabel 15 

R6, November 2020 Koreksi therascreen KRAS Assay Package versi menjadi 3.0.3 

Pembaruan dokumen ini secara menyeluruh sehubungan dengan ketersediaan 
unduhan paket uji kadar di www.qiagen.com 

Penambahan catatan pada dokumen sehubungan dengan tindakan yang 
berkaitan dengan tanda untuk indikasi NSCLC yang diperbarui guna memastikan 
fungsi kit dengan benar 
Penambahan catatan pada prosedur dalam dokumen ini tentang pencampuran 
reagen yang benar  
Pembaruan bab Tindakan pencegahan umum 
Penambahan catatan untuk penempatan instrumen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM 
dengan benar 
Penambahan catatan sehubungan dengan penggunaan pisau bedah kering 
Pembaruan Protokol: Penilaian sampel DNA untuk menyertakan poin penting 
sebelum memulai tambahan 
Pembaruan bab Protokol: Deteksi mutasi KRAS untuk menyertakan poin penting 
sebelum memulai tambahan dan catatan untuk sampel NSCLC untuk 
menginterpretasikan beberapa tanda sebagai Invalid (Tidak Valid) 
Pembaruan bab tanda Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Package untuk 
menambahkan tabel untuk menggambarkan tanda RGQ, artinya, dan saran 
tindakan 
Pembaruan Interpretasi Hasil sehubungan dengan tindakan yang berkaitan dengan 
tanda. 

Pembaruan bab Panduan Pemecahan Masalah untuk menambahkan tabel untuk 
menggambarkan tanda RGQ, artinya, dan saran tindakan 

Pembaruan babBatasan untuk menambahkan informasi tentang sampel NSCLC 

 

http://www.qiagen.com/
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 Tanggal Perubahan  

 Revisi babKarakteristik Kinerja untuk memperbarui data dalam tabel 

Pembaruan bab Linearitas dan input DNA 

Pembaruan bab Pengulangan dan reproduksibilitas 

Pembaruan bab Variabilitas penanganan sampel 

Bab Kinerja Klinis ditambahkan 

Pembaruan babAnalisis data penilaian sampel untuk merevisi saran solusi untuk CT 
uji kadar kontrol sampel sebesar >32 

Penandaan untuk kesesuaian Eropa ditambahkan ke bab Simbol 

Pembaruan Interpretasi Hasil (Manual) sehubungan dengan tindakan yang 
berkaitan dengan tanda. 

Pembaruan bab Protokol: Deteksi mutasi KRAS untuk menyertakan langkah-
langkah tentang cara menyiapkan campuran master 
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Halaman ini sengaja dikosongkan 
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Halaman ini sengaja dikosongkan 
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Perjanjian Lisensi Terbatas untuk therascreen® KRAS RGQ PCR Kit 

Dengan menggunakan produk ini, setiap pembeli atau pengguna produk menyetujui ketentuan berikut: 

1. Produk hanya boleh digunakan sesuai dengan protokol yang disediakan bersama produk dan buku pegangan ini, serta hanya digunakan dengan 
komponen yang terdapat di dalam kit. QIAGEN tidak memberikan lisensi apa pun berdasarkan kekayaan intelektualnya untuk menggunakan atau 
menggabungkan komponen yang tersedia dengan kit ini dengan komponen apa pun yang tidak termasuk dalam kit ini kecuali sebagaimana dijelaskan 
dalam protokol yang disediakan dengan produk, buku pegangan ini, dan protokol tambahan yang tersedia di www.qiagen.com. Beberapa protokol 
tambahan ini telah disediakan oleh pengguna QIAGEN bagi pengguna QIAGEN. Protokol-protokol tersebut belum diuji secara menyeluruh atau 
dioptimalkan oleh QIAGEN. QIAGEN tidak memberi garansi atau menjamin bahwa pihaknya tidak melanggar hak-hak pihak ketiga.  

2. Selain daripada lisensi yang dinyatakan secara tegas, QIAGEN tidak membuat jaminan bahwa kit ini dan/atau penggunaannya tidak melanggar hak-
hak pihak ketiga. 

3. Kit ini serta komponennya dilisensikan untuk penggunaan satu kali dan tidak boleh digunakan kembali, diperbarui, atau dijual kembali. 

4. QIAGEN secara khusus menyangkal segala lisensi lain, yang dinyatakan secara tegas maupun tersirat selain yang dinyatakan secara tegas di atas. 

5. Pembeli dan pengguna kit setuju untuk tidak mengambil atau mengizinkan orang lain mengambil langkah apa pun yang dapat menyebabkan atau 
mendukung tindakan apa pun yang dilarang di atas. QIAGEN dapat memberlakukan larangan Perjanjian Lisensi Terbatas ini di Pengadilan mana pun, 
dan akan memulihkan semua biaya investigasi dan Pengadilannya, termasuk biaya pengacara, dalam tindakan apa pun untuk menegakkan Perjanjian 
Lisensi Terbatas ini atau hak kekayaan intelektualnya yang terkait dengan kit dan/atau komponennya. 

Untuk ketentuan lisensi yang diperbarui, lihat www.qiagen.com. 

Merek Dagang: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); ARMS® (AstraZeneca Ltd.); LUMYKRAS®, 
FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.). 
 
Nama, merek dagang terdaftar, dll. yang digunakan di dalam dokumen ini, meski tidak secara khusus ditandai sebagaimana demikian, tidak akan dianggap tidak 
dilindungi oleh undang-undang. 
 
Tidak untuk digunakan dengan sampel tinja. 

Tidak untuk digunakan dengan sampel urin. 

Tidak untuk digunakan dengan sampel asam nukleat ekstraseluler dari darah. 

Tidak untuk digunakan dengan sampel sumsum tulang bebas-sel. 

Tidak untuk digunakan dengan sampel air liur. 

PEMBELIAN PRODUK INI MEMBERIKAN HAK KEPADA PEMBELI SESUAI DENGAN PATEN ROCHE TERTENTU UNTUK MENGGUNAKANNYA SEMATA-MATA UNTUK 
MENYEDIAKAN LAYANAN DIAGNOSTIK IN VITRO MANUSIA. TIDAK ADA PATEN UMUM ATAU LISENSI LAIN DALAM BENTUK APA PUN SELAIN DARI HAK 
PENGGUNAAN KHUSUS DARI PEMBELIAN YANG DIBERIKAN DI SINI. 

1127513 HB-1861-006 04-2022 © 2022 QIAGEN, hak cipta dilindungi undang-undang. 

 
 

http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/
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Pemesanan www.qiagen.com/shop | Dukungan Teknis support.qiagen.com |  
Situs Web www.qiagen.com 

 

 
 
 

https://www.qiagen.com/us/shop/?akamai-feo=off&clear=true
https://www.qiagen.com/us/landing-pages/support/technical-service?intcmp=supportlink1401&akamai-feo=off
https://www.qiagen.com/us/
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