CAPITOLATO TECNICO PER LA PROCEDURA DI ACQUISIZION E DI
REAGENTI DI GENETICA MOLECOLARE ONCOEMATOLOGICA

PRODOTTI RICHIESTI: REQUISITI MINIMI E QUANTITA' RI CHIESTE

Tutti i reagenti analitici messi in gara nel loono richiesti presupponendo acidi nucleici giaagtt
pertanto tutti i kit dovranno essere eseguibiliagtipe da acidi nucleici ottenuti con il sistemaedtrazione
presente nel laboratorio.

1) Test ber-abl p210analisi quantitativa in real time
(test richiesti/anno comprensivi di controlli positvi, negativi e standard = n. 900)

Si richiede fornitura di test completo per la qufecg@zione mediante real-time PCR dei trascrittipBCR-
ABL b3a2 e b2a2 a partire da RNA estratto da campdi midollo osseo o sangue periferico di pazient
affetti da leucemia mieloide cronica Philadelph@sifiva. | reagenti (primers, probes e plasmidi pava
standard) devono essere conformi al protocollo EB@ope Against Cancer, Gabert et al, Leukemia3R00
Il test deve essere validato su strumentazionePABIm TagMan di proprieta e dotato di certificaB@E e
IVD.

Sirichiede che

- il test sia completo di miscele di amplificazionentenenti I'enzima, sonde e primers specificinfiro

all'uso e materiale consumabile;

- la curva standard deve essere costituita da alfeoncentrazioni di standard pronti all'uso;

deve essere presente un normalizzatore per leefluenza di fondo;

- standard unico contenente gene housekeepinge tgaslocato per garantire I'accuratezza del tesul
normalizzato

- la curva standard sia allineata con il matercaigificato di riferimento ERM- AD 623 (fornire ogprovata

documentazione di validazione degli standard IRMM)

- fornitura di Philadelphia p210 RNA di Riferimera 4 punti

- approvazione (sia del test sia dell RNA Refergnizeparte di LabNet (Network di laboratori di lmigla

molecolare).

2) Test bcr-abl p190 analisi quantitativa in real ime
(test richiesti/anno comprensivi di controlli positvi, negativi e standard = n. 100)

Si richiede fornitura di test completo per la qifisa#zione mediante real-time dei trascritti p19CH-ABL

a partire da RNA estratto da campioni di midollsexs o sangue periferico di pazienti affetti da joajie
Philadelphia positive. | reagenti (primers, prokeglasmidi per curva standard) devono essere confar
protocollo EAC (Europe Against Cancer, Gabert etLalukemia, 2003). Il kit deve essere validato su
strumentazione ABI Prism TagMan di proprieta e ttoth certificazione CE e IVD.

Si richiede che

- sia completo di miscele di amplificazione contghéenzima, sonde e primers specifici, curvearstard a

numero noto e materiale consumabile

- la curva standard deve essere costituita da alfeoncentrazioni di standard pronti all'uso;

deve essere presente un normalizzatore per lafluenza di fondo;

- standard unico contenente gene housekeepinge tggslocato per garantire I'accuratezza del tasul
normalizzato

3) Reazione di retrotrascrizione (sintesi di cDNA@n random primers)
(test richiesti/anno comprensivi di controlli positvi e negativi = n. 1800)



Si richiede test per l'allestimento di reazioneetrotrascrizione a partire da RNA estratto dapiami di
sangue midollare e sangue periferico; la sintesDiNA deve essere effettuata utilizzando randomeirs

Il kit deve contenere tutti i reagenti (enzimi,silahe)

Si richiede certificazione CE e IVD

4) Determinazione quantitativa del gene WT1
(test richiesti/anno comprensivi di controlli positvi, negativi e standard = n. 280)

Si richiede fornitura di test diagnostico per lantificazione del gene WT1 a partire da cDNA otterda
campioni di midollo osseo e/o sangue perifericaeagenti (primers, probes e plasmidi per curvadstat)
devono essere conformi ai protocolli europei ELN.

Il test deve essere validato su strumentazionePXBim TagMan di proprieta e dotato di certificadad®E e
IVD.

Sirichiede

- test completo di miscele di amplificazione comtatnl'enzima, sonde e primers specifici, curvendtad a
numero noto

-disponibilita di curva standard in grado di rilezabasse quantita di molecole WT1.

- presenza di un normalizzatore per la fluorescelihfando

5) Determinazione del riarrangiamento bcr-abl assaato alla t(9;22)
(test richiesti/anno comprensivi di controlli positvi e negativi = n. 450)

Si richiede fornitura di un test diagnostico quaiito per il rilevamento dei trascritti di fusiober-abl p190

e p210 associati alla traslocazione t(9;22).

Il saggio offerto deve utilizzare come materialepditenza RNA totale estratto da sangue midollése e
sangue periferico.

La metodica deve essere comprensiva sia di unmgstli controllo di idoneita del campione (gene di
controllo) sia di controlli positivi per le variamnicercate e deve essere completo di tutto il ssmeo per
I'allestimento del test.

Si richiede certificazione CE-IVD.

6) Determinazione del riarrangiamento PML/RARa aseciato alla t(15;17)
(test richiesti/anno comprensivi di controlli positvi e negativi = n. 230)

Si richiede fornitura di test come saggio quakatdi amplificazione in nested PCR in base al mollo
Biomed1 (Leukemia 1999); I'indagine deve poter wliare i riarrangiamenti PML-RARa (varianti berl,
bcr2, ber3) correlati alla presenza della traslmree t(15;17)a partire da cDNAottenuto da campioni di
sangue midollare e/o sangue periferico.

Il test deve essere comprensivo sia di un sisteroandrollo di idoneita del campione (gene di colit) sia

di controlli positivi per ogni tipo di variante gecata; deve inoltre deve essere completo diituéagenti
necessari per 'allestimento delle reazioni di PCR.

Si richiede certificazione CE-IVD.

Si richiede che sia prevista la fornitura sepadaiacontrolli positivi.

7) Determinazione del riarrangiamento AML1/ETO assaiato alla t(8;21)
(test richiesti/anno comprensivi di controlli positvi e negativi = n. 80)

Si richiede fornitura di test come saggio quakatdi amplificazione in nested PCR in base al mofllo
Biomed1 (Leukemia 1999); l'indagine deve poter wliare il riarrangiamento AML-ETO, traslocazione
t(8;21)a partire da cDNAttenuto a partire da campioni di sangue midokdoesangue periferico.

Il test deve essere comprensivo sia di un sistéroandrollo di idoneita del campione (gene di colitr) sia

di controlli positivi per ogni tipo di variante gecata; deve inoltre deve essere completo diitugagenti
necessari per 'allestimento delle reazioni di PCR.

Si richiede certificazione CE-IVD.

Si richiede che sia prevista la fornitura sepadaiacontrolli positivi.

8) Determinazione del riarrangiamento CBFb-MYH11 asociato alla inv(16)



(test richiesti/anno comprensivi di controlli positvi e negativi = n. 60)

Si richiede fornitura di test come saggio quahtatdi amplificazione in nested PCR in base al mollo
Biomed1 (Leukemia 1999); I'indagine deve poter vitliare i riarrangiamenti CBFb-MYH11 associati alla
inv(16) nelle varianti tipo A, tipo D, tipo E a pime da cDNA ottenuto a partire da campioni di ssng
midollare e/o sangue periferico di pazienti affd&iAML.

Il saggio deve essere comprensivo sia di un sistéroantrollo di idoneita del campione (gene di trolo)
sia di controlli positivi per ogni tipo di variantieercata.

Il saggio deve essere completo di tutti i reageatiessari per I'allestimento delle reazioni di PCR

Si richiede certificazione CE-IVD.

Si richiede che sia prevista la fornitura sepadaiacontrolli positivi.

9) Determinazione delle mutazioni di FLT3 : ITD e D835
(test richiesti/anno comprensivi di controlli positvi e negativi = n. 260)

Il test deve consentire l'identificazione della ITihternal tandem duplication) e della mutazior@KT
(D835) del gene FTL3 (FMS-like receptor tyrosinedse), mediante PCR con oligonucleotidi specifici e
successiva digestione enzimatica con I'enzima BE¢@& la mutazione TDK

Si richiede certificazione CE-IVD.

Il test deve partire da campioni di DNA e devevpdere un sistema di rilevazione rapido degli aficpli,
adeguato all'esigenze di alta sensibilita e di snatzione

Il test deve comprendere tutti i reattivi necespari'esecuzione dell'analisi, master mix proritauso per
ITD e TKD e un sistema di controllo dell'integritiel campione., deve avere uno stesso profilo termpér
entrambe le mutazioni ed inoltre deve contener¢raltimpositivi e negativi.

Al test si richiede una Sensibilita minima di 540

La ditta deve fornire come parte integrante deltappsta tutto i reagenti necessari e indispensabile
all'esecuzione del test (Taqg polimerasi; Enzimeesiirizione).

10) Analisi di clonalita dei Linfociti B (riarrangi amenti IgH) in PCR qualitativa
(test richiesti/anno comprensivi di controlli positvi e negativi = n. 80)

Il kit deve consentire I'analisi di clonalita deltatena pesante delle immunoglobuline (IgH) mediatudio

del riarrangiamento genico VDJ nelle tre regioriR1BH-FR2JH-FR3JH (Framework) ) e la possibilita di
eseguire lo studio del riarrangiamento incomplet@iversity) e J (joining) a partire da DNA.

| test devono essere progettati secondo le Lineda@uropee “BIOMED-2 Concerted Action”

Il test deve comprendere tutti i reattivi necesgan I'esecuzione dell’analisi, master mix prontiéuso per
FR1-JH,FR2-JH,FR3-JH ,DH-JH e un sistema di colatiaterno di qualita del DNA che consenta di iegfe
l'idoneita del campione, l'efficacia dell'estrazandell'amplificazione evitando cosi i falsi négat

| riarrangiamenti devono essere eseguibili conteammamente con lo stesso profilo termico ed indltkit
deve contenere controlli di DNA monoclonale e dohale .

Il test deve partire da campioni di DNA e deve pamre una fase di rivelazione rapida degli amgalific
mediante analisi di frammenti con elettroforespitare compatibile con strumentazione ABI 3500dix
proprieta.

Al test si richiede una Sensibilita minima di 140

La ditta deve fornire come parte integrante deltappsta tutto i reagenti necessari e indispensabile
all'esecuzione del test (Taq polimerasi).

Si richiede certificazione CE-IVD.

11) Analisi di clonalita dei Linfociti T (riarrangi amenti tcr gamma) in PCR qualitativa
(test richiesti/anno comprensivi di controlli positvi e negativi = n. 165)

Il test deve consentire I'analisi di clonalita dBCR GAMMA mediante la tecnica PCR, si preferisce
I'utilizzo di singola master mix per tuttii ri@ngiamenti funzionali del gene TCR gammayl\M.1 con
primer fluorescenti a partire da DNA

Il test deve comprendere tutti i reattivi necesparil’'esecuzione dell'analisi, master mix proafi&iso,
possibilita di controllo interno di qualita del DNhie consenta di verificare l'idoneita del

campione, l'efficacia dell'estrazione e dell'anipdizione evitando cosi i falsi negativi e contvolDNA
monoclonale e policlonale all'interno del saggio
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Deve prevedere fase di rivelazione rapida deglildicati mediante analisi di frammenti con

elettroforesi capillare compatibile con ABI 3500dixproprieta.

Al test si richiede una Sensibilita minima di 540

La ditta deve fornire come parte integrante delfappsta tutto i reagenti necessari e indispensabile
all'esecuzione del test (Taq polimerasi).

Si richiede certificazione CE-IVD.

12) Determinazione della mutazione V617F del gené\K2
(test richiestifanno comprensivi di controlli positvi, negativi e standard = n. 700)

Si richiede un sistema che consenta I'analisi gtziva della mutazione JAK2V617F a partire da DNIA.
test deve essere validato su strumentazione Rew ABIPrism di proprieta.

Il test deve contenere primer, probe e standarifetimento a diverse diluizioni sia per la sequen¥ild
type che per la sequenza mutata; si richiede cliesil contenga un controllo positivo ed un controll
negativo.

Il sistema deve essere in grado di esprimeredltat dell’analisi come Allelic Burden ( % dellagienza
portatrice della mutazione sul totale delle seqadhd + MUT).

La ditta deve fornire come parte integrante deltappsta tutti i reagenti necessari e indispensabile
all'esecuzione del test.

Si richiede certificazione CE-IVD.

13) Rilevazione della traslocazione t(14;18) BCL2HIin PCR qualitativa
( test richiesti/anno comprensivi di controlli posiivi e negativi= n. 300)

Il test deve identificare, mediante l'uso della ymérase chain reaction (PCR), i due possibili
riarrangiamenti MBR e mcr (BCL2) della t(14;18) aoested PCR e rilevazione su gel d’agaroso

Il test deve comprendere tutti i reattivi necesparil’esecuzione dell’analisi, compresi i conirpbsitivi e il
gene di controllo dell'integrita del campione

Si richiede certificazione CE-IVD.

14) Rilevazione della traslocazione t(11;14) BCLIAH in PCR qualitativa
(test richiesti/anno comprensivi di controlli posiivi e negativi= n. 240)

Il test deve permette l'individuazione della riamggamento t(11;14) (q13;932), regione mtc/jh utdindo la
tecnica della PCR e nested PCR e con rilevaziomgelstiagaroso

Il test deve comprendere tutti i reattivi necesparil’esecuzione dell’'analisi, compresi i confrptbsitivi e il
gene di controllo dell'integrita del campione.

Si richiede certificazione CE-IVD.

STRUMENTAZIONI ACCESSORIE CHE DEVONO ESSERE FORNITE IN COMODATO D'USO

La ditta offerente dovra includere la seguente dotzone strumentale in comodato d'uso:

1) n° 1 spettrofotometro UV-Vis

per misurare concentrazione e purezza di DNA, RNvoteine

il dosaggio deve poter essere effettuato a patirbassi volumi di campione (1microlL), in tempiidae
senza diluizioni anche per campioni molto concéntra

Lo strumento deve calcolare le ratio di purezz®{(280 e 260/230)

Lo strumento deve prevedere la possibilita di esper dati (file tipo Excel)

Lo strumento deve essere completo di PC, tastievase

2) n°1 Centrifuga con le caratteristiche di seguit specificate:

Centrifuga da banco
Possibilita di impostare in modo semplice e velbtiener e la velocita di centrifugazione.
Dotata di n.2 rotori:

- Rotore a tenuta aerosol per almeno n.20 prodette5/2ml (velocita max almeno 13.000 rpm)



- Rotore basculante per n.2 piastre PCR (96 ptgzet

Dotata di sistema di riconoscimento automaticoroigre

Dotata di sistema automatico di rilevazione di retoon equilibrato.

Dotata di display per la visualizzazione dei paraime

Possibilita di impostare in modo semplice e veliquarametri (velocita e tempo)

Possibilita di memorizzazione programmi

Ridotta rumorosita

Ergonomica e dimensioni compatte (ingombro maxa8§x 40 prof x 25 h)

Centrifuga completa di tutti i componenti e acces@mntenitori, adattatori, coperchi, ecc. pervatbe e
piastre) indispensabili per il pieno e sicuro aib.

La ditta dovra esplicitare le procedure di manuitame ordinaria ad opera del personale utilizzatore.

La ditta dovra esplicitare le procedure di puligiadisinfezione delle apparecchiature e specificage
dettaglio le sostanze utilizzabili per la puliziisinfezione e sanificazione.

3) n°1 Micro-centrifuga con le caratteristiche di gguito specificate:

Micro-centrifuga da banco da utilizzare nell’allesnto delle reazioni di PCR

Dotata di n.2 rotori di seguito descritti: (1 ratgrer provette da 1,5/2,0ml con adattatori per gitevpiccole
da 0,2/0,6ml e 1 rotore per almeno n.2 strip da 8GR tubes 0,2 ml)

Micro-centrifuga completa di tutti i componenti ecassori (contenitori, adattatori, coperchi, ear. PCR
tubes) indispensabili per il pieno e sicuro utitizz

La ditta dovra esplicitare le procedure di manutamz ordinaria ad opera del personale utilizzatore.

La ditta dovra esplicitare le procedure di puligiadisinfezione delle apparecchiature e specificake

dettaglio le sostanze utilizzabili per la puliziisinfezione e sanificazione.

ELENCO STRUMENTAZIONE DISPONIBILE PRESSO IL LABORAT ORIO

Estrattore acidi nucleici Maxwell PROMEGA
Realtime AB 7900

Realtime AB 7300

Sequenziatore ABI 3500 ABI310

Termociclatori AB 9700, 2720, Verity

Vaschette elettroforetiche Biorad

Alimentatore per vaschette elettroforetiche Biorad
Sistema di acquisizione immagine Biorad GelDoc

VVVVVVYY

Qualora per l'esecuzione e validazione dei teserbffsia necessario I'utilizzo di strumentazioninno
disponibili in laboratorio, le strumentazioni sugplentari dovranno essere contestualmente fornite in
comodato d’'uso .



CRITERI DI

VALUTAZIONE QUALITATIVA

Il valore tecnico e prestazionale déi Diagnostici al di la dei requisiti minimi deve essere riferdtio
seguenti elementi di giudizio

Parametro | Criterio di assegnazione del punteggio Ruti max
Analisi quantitativa il punteggio sara assegnato in proporzione al mjnor
Riarrangiamento bcr-abl p210 numero di passaggi operativi per I'esecuzione eis| t
Riarrangiamento bcr-abl p190 in proporzione a praticita e rapidita d’esecuzi@ag
analisi (es minor impegno tecnico nei vari pas9aggi 4
Complessita operativa, sistema di analigi base alla presenza di sistema di analisi deictia
dei dati garantisca una semplificazione nell'interpretazione
dei risultati e una refertazione piu rapida
Reazione di retro trascrizione il punteggio sara assegnato in proporzione al mjnor
numero di passaggi operativi per I'esecuzione eis| t
Complessita operativa in proporzione a praticita e rapidita d’esecuzi@e3
analisi (es minor impegno tecnico nei vari pasgagdgi
Determinazione quantitativa dejene . R . . -
WT1 Il punteggio sara assegnato in proporzione all'disp
primer e probe progettati secondo studi ELN e
o disponibilita di curva standard per WT1 in grado éi
Sensibilita . o
rilevare basse quantita del gene WT1
Ricerca riarrangiamentdocr-abl ( per , . . . .
i Il punteggio sara assegnato in proporzione al minor
screening) : . L , .
numero di passaggi operativi per I'esecuzione eis| t
- . N proporzione a praticita e rapidita d’esecuziange
Complessita operativa, metodo/ velogita . . , . ; L :
. . : . . analisi (es minor impegno tecnico nei vari pas9aggQis8
di  rilevazione degli amplificati} . . ) S
S . . . . 1.in base alla presenza di un sistema di rilevazione
possibilita di refertazione in tempi rapidi __ . . i
rapido degli amplificati
Analisi qualitativa: Il punteggio sara assegnato in proporzione al minor
riarrangiamento PML-RARa numero di passaggi operativi per I'esecuzione eis| t
riarrangiamento CBFb_MYH11 in proporzione a praticita e rapidita d’esecuzigne,
riarrangiamento AML1/ETO analisi (es minor impegno tecnico nei vari passaggi
alla maggiore sensibilita e alla presenza di uhdies
Complessita operativa, sensibiligpermetta una diagnosi rapida del riarrangiamento
diagnostica PML-RARa.
Il punteggio sara assegnato in proporzione al minor
Determinazione delle mutazioni dij numero di passaggi operativi per I'esecuzione el
FLT3:ITD e D835 in proporzione a praticita e rapidita d’esecuzi@g
analisi (es minor impegno tecnico nei vari passaggi
Complessita operativa, sensibilialla maggiore sensibilita e in base alla preselnzen | 8
diagnostica e metodo di rilevazione degdistema di rilevazione piu rapido e specifico degl
amplificati amplificati, adeguato all'esigenze di ridotta mditag
operativa del laboratorio
Il punteggio sara assegnato in proporzione al minor
numero di passaggi operativi per I'esecuzione el |t
RIARRANGIAMENTO IGH in proporzione a praticita e rapidita d’esecuziang
Complessita operativa, sensibilia gnalisi (es_ minor Impegno tecnico nei varl pass.a?g'
completezza diagnostica alla maggiore senS|p|I|ta e allpossmlllta di eseguire
lo studio del riarrangiamento incompleto D (diversi
e J (joining)




Parametro Criterio di assegnazione del punteggio Ruii max
Il punteggio sara assegnato in proporzione al mjinor
numero di passaggi operativi per I'esecuzione el |t

RIARRANGIAMENTO TCR gamma | in proporzione a praticita e rapiditd d’esecuziang
analisi (es minor impegno tecnico nei vari pasgaggi

Complessita operativa, sensibilia | alla maggiore sensibilita e in base alla preseriza6d

sistema di analisi dei dati sistema di analisi dei dati che garantisca una
semplificazione nell'interpretazione dei risultatuna
refertazione piu rapida

o . il punteggio sara assegnato in proporzione a [t

Determinazione  della  mutazione ra%iditag%’esecuzionege analigi Fes minor liur]r?:)egno

V617F del gene JAK2 . o . : i
tecnico nei vari passaggi) e alla maggiore selitsilei 7

Sensibilia alla dlsponlb.lll\ta di curve standard in grado tievare
basse quantita dell’allele JAK2WT e dell’allele JAK
MUT

ANALISI LINFOMI B , . R . . .

il punteggio sara assegnato in proporzione al mjnor
. . . L numero di passaggi operativi per I'esecuzione el t

Kt per Ia. r|Ieva2|on§ qualitativa della in proporzi?)ne aggpraﬁcita e |[r)apiditél d’esecuziane?2

traslocazione t(14;18) BCL2/JH e C : : . Lo

t(11:14) BCL1/JH analisi (es_ minor impegno tecnico nei vari pasgag(

7 . Do alla maggiore sensibilita

Complessita operativa e sensibilita

Formazione e assistenza tecnica per

I'utilizzo dei kit

Formazione ed assistenza tecnica

telefonica post vendita agli utilizzatori. | Il punteggio sara assegnato in proporzione:

-ai minori tempi di intervento dalla chiamata e|di

Formazione del personale in loco sylldasoluzione del guasto dalla chiamata, e alla naggi

parte tecnica di allestimento delle sedutisponibilita 5

analitiche e sullinterpretazione det al n°ore di formazione residenziale in loco

risultati. - al numero di eventi formativi indicati
- numero di centri presso cui € presente analoga

Formazione e aggiornamento continurnitura

del personale (relazionare e

documentare)




