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CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma BIOMERIEUX ARGEN

para Diagnostico de uso “In Vitro” denominado CMV R-GENE® QUANTI

autorizado por Certificado N© 008001,

condiciones de aptitud requeridas para su autorizacién.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen

5,463, y Resolucion Ministerial N© 145/98 y Disposicion N 2674/99.

ccretos NO 1490/92 y por el Decreto N° 101 de fecha 16 de diciembre

VISTO, el expediente no® 1-47-3110-526/16-0 del Registro de |la

dministracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica vy,

{
‘

TINA S.A.

licita la modificacién del nombre y la condiciones de conservacion del producto

FICATION,

Que a fojas 126 consta el informe técnico producido por el Servicio de

oductos para Diagndstico que establece que los productos reunen Ias

la Ley N©

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los

del 2015.

Por ello;

s MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA

Z’ DISPON E:

\
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACION%\L DE
% .
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Secretarfa de Politicas, Regulacion e
Institutos
ANM AT

Ministerio de Salud DISPOSICIONNO ? a 8 4

ARTICULO 19.- Autorizase a la firma BIOMERIEUX ARGENTINA S.A. la

m

en

Ql

fe

AIPI{TiCULO 20.- Acéptense los nuevos proyectos de Rotulos y R

odificacién del nombre y condicion de conservaciéon del prod

cha de elaboracién conservado entre -31y -15 °C .

ucto para

Diagnéstico de uso “In Vitro” denominado CMV R-GENE® QUANTIFICATION que
lo sucesivo se denominaré CMV R-gene® REAL TIME DETECTION AND

JANTIFICATION KIT con una vida Otil de VEINTICUATRO (24) meses, desde la

lanual de

Instrucciones a fojas 14 a 97 y 118 a 120. Desglosandose fojas 70 a 97 y 120.

ARTICULO 390.- Practiquese la atestacién correspondiente en el Certificado N©

008001, cuando el mismo se presente acompafado de la fotocopia 'alutenticada

de la presente Disposicion.

ARTICULO 4¢.- Registrese; girese a la Direccion de Gestion de Informacion

Técnica a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifiquese al
interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de la presente Disposicion
]U nto con los nuevos proyectos de Rotulos y Manual de Instrucciones. [Cumplido,
archivese,-
|
Expediente n®: 1-47-3110-526/16-0
|
- | :
/ DISPOSICION No:
Fd 7084
pr. ROBERTOMEDE
Subadministrador Naﬁlﬂm‘
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CMV R-gene ® C€... VD

Trousse de détection et de quantification en Temps Réel/ Real time Detection and Quantification kit / Kit fiir den Real-time
Nachweis und die Quantifizierung / Equipo de deteccion y cuantificacion a Tiempo Real/ Kit di rilevazione e di quantificazione
in Real Time / Dispositivo de detecao e quantificagio em Tempo Real/ Kit fér detektion och kvantifiering i realtid / Real time-
detekterings-og kvantificeringskit / Sanntidspivisnings-og kvantifiseringssett / Zestaw do pomiaru ilodcioweno i wykrywania w
czasie rzeczywistym / Souprava pro real time detekci a kvantifikaci/ Kit de detectie in timp real si cuantificare

REF|69-0038 \/ 90
2J 201511231 |LOT| 0123456789

|

1008:0pEAYILSD -NSI Jod opezoIny
LLES NI —1BgET] BUBSOY 'B2IU99 | BI0I08II]

[eiopa4 “ded - (0Ev1) 1G2E Seuy v’ euluebiy xnsuspolq ~
:9)07

"CJUSIIDUS A

:lopeuoduw ojuaiwnagelsg

2x1.8mL 0123456789 R 1x300pL 0123456789
1x1mt 0123456789 EA 1x300 pL 0123456789
0123456789 0123456789
; . 1x300pL 1 x 300 pL g
§ o 31 1x300puL 0123456789 L 3x4s0pL 0123456789 = [ —
oW [ 1 x300puL 0123456789 = —
@ g oyl - a
s 9 \I/, 16°C f:‘:" [ o
o o ri-—
— me‘Ieneux SA 20841E !
I'o QB
S :"T g;gsgh:nrglr';: leEtoT;:e France "L\ -31°C www.biomerieux.comitechlib ~S
S =2 &~

{01)03573026387662(17)151231(10)0123456789



http://www.biomerieux.comltechlib

20841 - E - s < 2015/09

ARGENE

cMmv R-gene®
[REF 69-003
|REF 69-003B

COMPOSICION
69-003 Kit de extraccion de ADN, DNA EXTRACTION KIT Ref. 67-000
Kit de deteccion y cuantificacion en tiempo real, CMV R-gene” Ref. 69-003B '
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1. interés deltest o \&y

El kit CMV R-gene® permite detectar y medir la carga viral del CMV en muestras de sangre total, plasma, suero, liquidos cefalorraquideos
(LCR), liquido de lavado broncoalveolar (LBA), orina, biopsias y liquide amniético conforme a un protocolo especifico.
El citomegalovirus humano (HCMV} es un virus de la familia del Herpesvirus envuelto en ADN bicatenario. Cuanto peores sean las condiciones
socioeconémicas, mayor es su grado de difusién (50 a 100%). Tras la primoinfeccién, et HCMV permanece en estado latente en e! huésped y
puede ser responsable de infecciones secundarias recurrentes durante la inmunosupresidn cronica o transitoria por reactivacion del genoma
endégeno por reinfeccién por una nueva cepa.
Las consecuencias de la infeccién por HCMV dependen esencialmente de la inmunidad celular del sujeto afectado. En la mayoria de los casos,
de forma asintomatica en individuos sanos, puede conducir a afecciones graves en pacientes inmunodeprimidos y a los fetos o recién nacidos
tras la transmision in utero,
La infeccién por HCMV tras trasplante alogénico de érganc o de médula: el HCMV es el principal agente infeccioso tras e! trasplante
alogénico de médula dsea y érgane. La infeccitén por HCMV se observa, como media en dos tercios de los receplores, independientemente del
tipo de trasplante. Se produce en ausencia de tratamiento profilactico entre el primer y el cuarto mes tras el trasplante. Es sintomética dos de
cada tres veces en caso de primoinfeccion, en el 40% de los casos de reinfeccidn y en menos del 20% de las reactivaciones. Una fiebre
prolongada puede ser la (nica manifestacion clinica de la infeccién o puede complicarse con una trombocitopenia o leucopenia, una hepatitis
~itolitica, afecciones digestivas o cistitis. La coriorefinitis es rara. La neuomopatia intersticial es una de las principales complicaciones del
rasplante de médula: se produce en aproximadamente el 20% de los receptores y su evolucin, sin tratamiento, es peligrosa (90% de
mortalidad). La infeccidn por HCMV es, ademas, un factor desencadenante ¢ acelerador del rechazo o de la GVH (reaccién de! trasplante
contra el huésped). Asimismo, agrava la inmunodepresion y favorece las sobreinfecciones,
La infeccién por HCMV durante el SIDA: la incidencia de las infecclones por HCMV ha disminuido en un 80% desde la instauracién de
tratamientos antirretrovirales altamente efectivos que pemmiten una restauracién inmunitaria al menos parcial. Se producen manifestaciones
clinicas en una fase de inmunodepresién importante, caracterizada por un nimero mediano de linfocitos T CD4+ inferior a 50/mm®. La retinitis,
observada antes del periodo de las triterapias en aproximadamente un 15 y 35% de los pacientes, siglie siendo la manifestacién clinica més
habitual, seguidas de las Ulceras pépticas. Se han descrito muchos tipos de afecciones neuroldgicas, pero su incidencia aun no se ha
determinado. La neumopatia es excepcional.
Las técnicas usadas en el diagnéstico de la infecci6n activa por HCMV incluyen: el cultivo celular con investigacidn de efecto cipopatégeno
{6 semanas, método de referencia}, el cullivo rdpido con deteccion por inmunocitoquimia mediante anticuerpos monoclonales del tipo anti-tEA
{24 a 48 h), la antigenemia leucocitaria ppUL83 (2 a 3 h). Estos métodos implican una infeccidn activa, ya que existe produccién de antigenos
virales,
La infeccidn por HCMV durante el embarazo: durante e! embarazo, la aparicion de una primoinfeccion matema conlleva complicaciones en un
50% de los casos de infecci6n fetal, siendo esta grave en un 10% de los casos, lo que deriva en una discapacidad neurolégica en particular.
El xit CMV R-gene® aporta una ayuda répida al diagnéstico y al seguimiento de las infecciones por citomegalovirus al acercar los valores
oblenidos a aquellos de los métodos de diagnéstico actuales. Su objetivo es permitir a los médicos el uso de sus reflejos terapéuticos
elaborados mediante métodos de diagnédstico {cultivo celular, antigenemia) usados hasta ahora en el contexto clinico de cada paciente.
El kit CMV R-gene® pemite la deteccién rapida y la medicién de la carga viral de CMV por medio de un estandar de cuantificacién, un contro!
de extraccién, un control de inhibicién y los controles positives y negativos facilitados en el kit. Los resultados obtenidos se expresan en
numeros de copias/mlL de muestra.
La medicion de la carga viral permite controfar 1a evolucién de infecciones virales crénicas y decidir rapidamente si hay que comenzar un
tratamiento adaptado ¢ evaluar su eficacia.
ps tipos de pacientes afectados son los receptores de trasplantes de 6rganos o meédula dsea, los afectados por el SIDA y los
Amunodeprimidos en general. La elevada sensibilidad y precisién de este kit también permite su uso para la deteccién de CMV en receptores
de aleinjertos de médula ésea.
Los valores predictivos positivos y negativos (probabilidad de que se produzca o no una enfermedad por CMV tras una prueba positiva o
negativa) se delerminaran por e! usuario en el contexto de las estrategias profilacticas y terapéuticas usadas para establecer los valores umbral
para la cuantificacion virat, ya que no existe consenso respecto a estos valores: dependen en buena medida def kit de cuantificacion usado, la
estrategia terapéutica del sitio, el tipo de paciente {trasplante de médula, de 6rgano, infeccién por VIH) y el estado inmune del paciente.
Este kit no puede usarse para localizar donantes.
Combinados con otros métodos de investigacion bioldgicos (diagndstico por medio de imagenes, andlisis bioquimico e inmunolégice, etc.}), los
resultados obtenidos con el kit CMV R-gene® permiten diagnosticar primoinfecciones o reactivaciones virales, controlar su desarrollo y, por
tanto, mejorar ia eficacia del tratamiento.

r2 Presentacion del kit

El CMV es un Herpesvirus responsable de un amplio espectro de palo1oglas humanas EI ep:sodio de pnmolnfecc;én ocurre normalmeme en la
primera infancia. La diseminacién del virus en la sangre puede provocar manifestaciones clinicas que, cuando existen, son poco frecuentes y
benignas. Desde ese momento, el virus permanece en estado latente en el huésped y se puede reactivar durante una inmunodepresion. La
gravedad de las enfermedades derivadas se determina principalmente por e! estado inmunolégico del paciente. Los huéspedes mas
susceptibles son los pacientes de SIDA y los que han recibido trasplantes alogénicos de médula 6sea o de drganes.

Ei CMV se relaciona con enfermedades neurolégicas, neumopatias, asl como con el empeoramiento de la inmunosupresion de los pacientes.

El kit CMV R-gene”se usa para detectar y medir la carga viral de CMV por medio de la amplificacién en tiempo real tras la extraccnén del ADN
viral. Este kit es apto para cualquier laboratorio dado que es muy facil de usar y es muy completo.

El kit CMV R-gene® permite cuantificar el genoma del virus CMV en sangre total, plasma, suero, liquidos cefalorraquideos (LCR), liquidos de
lavado broncealveolar (LBA), orina, biopsias vy llguido amniético siempre que haya un protocolo especifico de dos fases para este dltimo. De
hecho, se suelen encontrar altas cargas virales en el liquido amnidtico cuando da positive en CMV. Egte tipo de concentraciones nos ha
empujado a definir una estrategia especifica de dos fases para este tipo de muestras con el fin de permiti} una interpretacién comp!eta de los
resultados. De este modo, una misma muestra de liquido amnidtico debe probarse por duplicade: un tubo gue contenga la rré;.ngstra 9 ye:{ LYffo
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la muestra no queda inhibida, podra darse también una respuesta cuantllatwa En cambio, si la muestra da positivo y se mhlbe el ADN extraide
de la muestra debe volverse a probar con una dilucidn mayor conforme a los primeros resultados.

Se han validado varios tipos de muestras y dispositivos de purificacién automaticos y manuales con el kit. EI ADN extraido puede amplificarse
por PCR en tiempo real en las plataformas disponibles habitualmente.

El primer estandar internacional para CMV de la Organizacién Mundial de fa Salud (OMS) ya esta disponible. Su objetivo es setvir como
material de referencia para la calibracion y la cuantificacién de cargas virales de CMV. Los resultados obtenides estaran, por consiguiente,
estandarizados independientemente del tipo de muestras y combinaciones de plataformas de extraccidn y amplificacion que se usen. La
utilizacién de este estdndar internacional implica que la carga viral de un paciente determinada por medio de dos técnicas distintas se pueda
comparar de un laboratorio a otro.

Los resultados obtenidos mediante el kit CMV R-gene“, expresados en cp/mL al utilizar el software PCR en tiempo real, pueden ser convertidos
a la unidad internacional aplicando el factor de conversion que se describe en la seccién "Validacion e interpretacion de los resultados” de la
presente ficha técnica.

Gracias al programa de amplificacién general de la gama completa de productos R gene el andlisis de la muestra puede efectuarse al mismo
tiempo para otros virus: HSV-1, HSV-2, VZV con el kit HSV1 HSV2 VZV R-gene® (ref.: 69-0048) CMV, HHVE, HHV7Y yr HHV8 con el kit CMV
HHV6,7,8 R-gene® (ref.: 69 -100B), EBV con el kit EBV R-gene (ref.: 689-002B), Adenovirus con el kit Adenovirus R-gene® (ref.: 69-010B), BKV
con el kit BK Virus R-gene® (ref.; 69-013B) y Parvovirus B19 con el kit Parvovirus B19 R-gene® (ref.: 69-019B).

_os resultados se validan por medio de diferentes controles facilitados con el kit, entre los que se incluye un control de extraccion.

3. Principio del test

31 TIPO DE MUESTRA

El kit CMV R-gene® permite detectar y medir la carga viral del CMV en muestras de sangre total, plasma, suero, liquides cefalorraquideos
(LCR), liquido de lavado broncoalveolar (LBA), orina, biopsias y liquido amnidtico conforme a un protocolo especifico. La carga viral se mide
gracias a un estandar de cuantificacion incluido en el kit.

El estandar de cuantificacién para CMV es lineal de 500 copias/mL a 107 copias/mL, es decir: de 10 copias/PCR a 200 000 copias/PCR. Los
resultados se expresan en nimeros de copias/mL de muestra Los resultados se validan con controles de extraccidn, inhibicion, y controles
positivos y negativos que se suministran con el kit CMV R- -gene”,

3.2 EXTRACCION DE ADN
Los siguientes meétodos de extraccion de ADN han sido probados y validados con el kit CMV R-gene® (ref : 69-003B):

- MagNA Pure Compact Instrument

- MagNA Pure LC Instrument

- MagNA Pure 86| nstrument

- NucliSENS® easyMAG®

- QlAsymphony SP

- QlAamp® DNA Blood Mini Kit

- DNA Extraction kit (suministrado con la referencia 67-000 de ref. 69-003)

- QlAcube

- m2000sp

- Versant kPCR Molecular System SP
El ADN diana presente en la muestra y en el control de extraccién + inhibicién (IC2) se extrae utilizando uno de los métodes de extraccion
validados citados anteriormente.
La técnica usada por el DNA EXTRACTION KIT (Ref.: 67-000) asocia las propiedades selectivas de unidn de los geles de silice con la
velocidad de microcentrifugacion. En un primer paso, la muestra y el control de extraccidn + inhibicion (IC2) se lisan en presencia de una
proteasa, en un tampon elegido para optimizar la capacidad de unién def ADN a la membrana. La utilizacién de las columnas de silice permite,
tras la unién del ADN, lavar eficazmente la muestra para eliminar los agentes contaminantes. Tras la elucidn, el ADN esta preparado para su
uso directo en las técnicas de amplificacién.

3.3 AMPLIFICACION Y CUANTIFICACION EN TIEMPO REAL

La amplificacion se realiza mediante el uso de la tecnologia de la nucleasa 5' (patentes n.® 5210015, 5487972) tambien lamada sondas
TagMan o de hidrélisis. La mezcla de amplificacion esté lista para su uso y contiene dNTP, tampdn de amplificacidn, polimerasa Taq y la
sonda de CMV ademas de cebadores especificos y sondas para el control interno (IC2} que deben someterse a todo el procedimiento de

extraccion (incluyendo la lisis).
Los siguientes instrumentos de amplificacion se han probado y validado con el kit CMV R-gene° (ref.. 69-003B):
- LightCycler 1.0, 2.0 y 480 (System Il).
- Applied Biosystemns 7500, 7500 Fast, 7500 Fast Dx, 7300, ViiA™ 7 Real-Time PCR System (blogues para placas de 96 pocillos y
placas Fast 96), StepOne
- Rotor-Gene
- Mx3005P,(Stratagene y Agilent) y Versant kPCR Molecular System AD
- Dx Real-Time System y CFX 96 Real-Time System

Las muestras extraidas se amplifican y detectan al mismo tiempo.
El CMV se detecta cualitativa y cuantitativamente.
El gen amplificado para CMV corresponde al gen codificante para la proteina ppUL83. Tamafio del fragmento amplificado: 283 pares de bases.

Estandar de 4 puntos (QS1, @S2, QS3, QS4) que comprende entre 5000 y 5 copias/uL de ADN estandar que incluye entre 50 000 y 60 copias
de cada p!ésmldo por PCR, utilizado para generar una curva esténdar a partlr de |a cual se cuantifican las muestras analizadas. 1z
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El punto QS3 contiene 50 copias/uL de ADN estandar correspondiente a 500 copias de cada plasmido por amplificacién. Q53 permite mel é’g PR
carga viral de CMV por medio de una curva estandar externa que se haya creado previamente con los 4 puntos y se haya validado y registradb
como la curva estandar externa. De esta forma, no es necesario crear 4 puntos cada vez que se lleve a cabo un experimento nuevo (siempre
que se satisfagan las condiciones descritas en la seccién "Estandar de cuantificacién QS3"). También sirve de control positivo para la deteccién
cualitativa del CMV.,

SC es un control de sensibilidad que contiene 1 plasmido especlifico de CMV con una concentracién de 10 copias por PCR. El SC (control de
sensibilidad) se usa para validar los resultados de un ensayo a lo largo del tiempo.

Ademas, se incluye un contral de extraccién + inhibicién (1C2) en el kit CMV R-gene®, ref.: 69-003B). Se utiliza para verificar, empezando por la
fase de lisis, que cada muestra se extrae correctamente y no contiene inhibidores.

£¥e

ATENCION: Las caracteristicas descritas han sido validadas y estan garantizadas si e! kit se utiliza con las técnicas de
extraccién y los instrumentos de amplificacién recomendados en la ficha técnica.
Para seguir la evolucion de la carga viral de un paciente (expresada en copias/ml) prueba tras prueba es necesario
que los andlisis sucesivos de las muestras se realicen siguiendo el mismo protocolo y con las mismas
combinaciones de instrumentos de extraccién/amplificacién.

;,..‘_H.”.,,h, a
L4 “Composmlon del klt Yy condlclones de conservaclon )
Ficha técnica: 1 ficha técnica facilitada en el kit o descargable desde www. bnomeneux comltechhb

4.1 DNA EXTRACTION KIT 67-000

. N¢mero de extracciones: 50
A MINICOIUMNA QLARIMIPT ..o rsssssssssssersnsersssssnsssssngsnsspsnssnseseens 9 X 10
B Tubos de recogida (2 mL}.... 2x50
C  Tampédn AL .. i2mb
D** Tampén AW1 (concentrado) SO USRS UUSURUTURURRN 1: B 1)
E  Tampdn AW2 (concentrado) ... rtrrirrer e st aeespenetneernessemnesnesnaessemeeseneesresnareenaeneen b ML
F  Tampén AE 12mL
G*** Proteasa QIAGEN....... et ettt e e ass s e sranrteranestes e neentensees 240 (TIQ)
H Diluyente de la proteasa 1.2mL

*, **y ***: Consulte “Peligros y normas de seguridad™.

1

. Este kit puede conservarse antes y después de su apertura en un lugar seco a una temperatura de +2 °C/+8 °C hasta la fecha de
caducidad indicada en el envase, salvo la proteasa QIAGEN que se mantiene estable durante 6 meses a temperatura ambiente cuando
esté liofilizada. Después de la reconstitucién, debe conservarse en allcuotas a -15 °C/-31 °C para evitar su posterior congelacién y
descongelacién.

4.2 KIT DE DETECCION Y CUANTIFICACION CMV R-GENE® 69-003B
. Numero de pruebas: 90

wo Agua para la extraccién (grado de PCR) eeeria st a e srnenresnansarnansrnresreensresnsressarenesreneers X 1,8 ML
IC2 Control interno 2 . rereeraenenas . L Ix1mb
L x 300uL

RO H,0 {grado de PCR) ve .

QS1 Estandar de cuantrf‘caclén 1 CMV (5000 copnas I uL) SO STRRURUURURRRRRS b g 1# 19171

QS2 Estandar de cuantificacion 2 CMV (500 copias / L)... cretreneareenarennesennarennreenennereesennnenees 1% SQOPL '
QS3 Estandar de cuantificacion 3 CMV (50 copias / L) ... 1x 300pL :
QS4 Estandar de cuantificacién 4 CMV (5 COPIas / HL) ...oovvvecivinsiniinnersinnissensessrsenrsemarnssenennnees 1% 3001k ;
sSC Contral de sensibilidad CMWY (1 COPIA FUL) ..cceviiieeriieere e vintevreersrsrnrssrserssesesersrssssnrvsnnneseeneeene 1% SO0PL ’
RS Premezcla de amplificacion CMV ¥ IC2 .......ccoooiee i sreerertirnssresssreesntesssensssresniessninennnns 9X 450pL !

. Al recibirlo, el kit {ref. 69-003B) debe conservarse, lanto antes como después de la primera apertura, a -15 *C/-31 °C, y fuera de! alcance
de la luz hasta la fecha de caducidad.

. Antes y después de abrir por primera vez el kit (ref. 69-003B), los estandares de cuantificacion (QS1, QS2, QS3, QS4), el control de
sensibilidad (SC), el control interno 2 (IC2) y el reactivo (W0) deben permanecer a -15 °C/-31 °C en la sala de extraccion. La premezcla
de ampilificacién (R5) y el reactivo {R0) deben conservarse a -15 °C/-31 °C en la sala de preparacién de premezcla.

. Cada premezcla puede pasar solo por un maximo de 7 ciclos de congelacidn/descongelacion.

. Restablezca las premezclas de amplificacion (RS), los estandares de cuantificacién (QS) y el control de sensibilidad (SC) a -15 °C/-31 °C
inmediatamente después de su uso.

5. Materiales y.reactivos necesarios _
51 PARALA EXTRACCION DE LAS MUESTRAS
5.1.1 Con el kit de extraccién "DNA/RNA Extraction Kit” (ref. 67-000):

« Etanol 96-100%. '
+ Centrifuga de mesa (6000 g — 12 000 g).

* Vortex.
» Tubos de polipropileno para migrocentrifugacion (1,5 mL, 2 mi). "
» Bafio Marla +56 °C. Eduardo Peluft.
+ Micropipetas y puntas con filtro. d;oMérieux Argenting £
+ Guantes desechables. / APODERALO

4 DN 33.167.514
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5.1.2 Con otros métodos de extraccién validados:
+ Siga las instrucciones del fabricante.

5.2 PARA EL KIT DE DETECCION CUANTITATIVA/CUALITATIVA 69-003B

Micropipeta (P20) y puntas con filtro estériles de 20 ul.

Termocicladores validados con el kit CMV R-gene®,

Centrifuga de carruse! LC para LightCycler 1.0, 2.0, o bien microcentrifuga de mesa (7000 g) o centrifuga de placa.
Guantes desechables.

Capilares, tubos o placas apropiados para cada instrumento de amplificacion en tiempo real validado con el kit CMV R-gene®.
Blogque frio apropiado para cada instrumento de amplificacién en tiempo real validado con el kit CMV R-gene”.

Lampara UV.

Estacién de trabajo o pantalla de plexiglas para la distribucién de muestras y premezclas

Kit para crear archivos de compensacidn de color: Colour Compensation r-gene® (ref.. 71-103) para la interpretacion de los resultados
obtenidos con LightCycler 2.0.

> 5 & & & 9 8

6. Reconstitucion de los reactivos
ste paso so aplica a los reactlvos suministrados con el DNA EXTRACTION KIT (ref.: 67-000)

6.1 PREPARACION DE LA SOLUCION MADRE DE PROTEASA

+ Agregue 1,2 mL de diluyente de la proteasa (H) a los 24 mg de la proteasa liofilizada (G).
« Consérvela en alicuotas a -15 °C/-31 °C (evite la congelacién y descongelacion repetidas).

6.2 PREPARACION DEL TAMPON AL (C)
» Consérvelo a +2 °C/+8 °C.
+ Mezcle bien el tampoén AL (C} antes de su uso.
» No almacene la proteasa mezclada con el tampon AL (C).
« Para disolver cualquier precipitado que aparezca en el tampon AL (C), caliéntelo a +70 °C.

6.3 PREPARACION DEL TAMPON AW1 (D)
» Consérvelo a +2 °C/+8 °C.
« El tampén AW1 (D) se suministra como concentrado. Antes de utilizarlo por primera vez, afiada 25 mL de etanol (86-100%) a 19 mL de
tampén concentrado.

6.4 PREPARACION DEL TAMPON AW2 (E)

» Consérvelo a +2 °C/+8 °C.
» El tampén AW2 (E) se suministra como concentrado. Antes de utilizarlo por primera vez, afiada 30 mL de etano! (96-100%) a 13 mL de
tampén concentrado.

7 Pellgrosy nérmas de seguridad_ e

+ Este kit esla disefiado exclusivamente para uso in vitro. El kit debe ser manejado por personal cualificado de acuerdo con las buenas
practicas de laboratorio y las instrucciones de manejo para biologia molecular.

Lea todas las instrucciones antes de proceder a su maniputacioén.

e am o —— s -

7.1 Peligros generales y normas de seqguridad
« Lleve un equipo de proteccién, es decir: guantes desechables, bata, gafas de proteccién mascarilla.
« Evite cualquier contacto entre los reactivos y la plel. Si esto ocurre, lavese inmediatamente con abundante agua.
« Las muestras se deben preparar en un espacio de seguridad biolégica.
s« No pipetee nunca con fa boca.

+ No fume, coma ni beba en zonas que sean solamente de trabajo.

+ El tampbn AW2 y el disolvente de la proteasa contienen azida de sodio que puede reaccionar con tuberias de plomo o cobre para
formar azidas de metal explosivas. Si se desecha cualquier liquide que contenga azida de sodio por el sistema de tuberias, debera
dejarse correr agua por el desaglie para evitar que se acumule.

s Los reactivos sin usar deberan tratarse como residuos quimicos peligrosos y desecharse como comesponde. Deseche los reactivos
usados, asi como cualquier otro material desechable contaminado, siguiendo los procedimientos para productos infecciosos o
potencialmente infecciosos.

Es responsabilidad de cada faboratorio manipular los residuos y efluentes producidos segin su naturaleza y grado de peligrosidad, asi
como tratarlos y desecharlos (o encargar que sean tratados ¢ desechados) de acuerdo con las normativas aplicables.

7.2 Peligros y normas de seguridad para biologia molecular

» Para los procedimientos de amplificacion, se necesitan técnicas muy desarrolladas con las que evitar el riesgo de contaminacion de las
muestras: !

o Las fases de preparacién de reactivos, preparacién de muestras y amplificacidn deberdn desarrollarse en zonas de trabajo

separadas. Los movimientos en el laboraterio deben ir en una direccidn solamente: del drea de preparacion de reactivos al

area de ampliificaciéon. Asigne un juego de batas de laboratorio y pipetas a cada area. No introduzca nunca un|producto

/ amplificado en las &reas de preparacion de reactivos o muestras. o
Y A RTRE
/ o 2
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o Las pipetas empleadas para manejar las muestras se deben reservar para este fin solamente. Estaipe& dd
pipetas de desplazamiento positivo o bien pipetas equipadas con puntas con filtro. Todas las puntas debe
esterilizadas. ‘

o Las pipetas empleadas para preparar y distribuir los reactivos se deben reservar también para este fin solamente. Los
reactivos requeridos para la amplificacién deberian alicuotarse para que se usen en un unico experimento.

o Los tubos con distintas muestras y distintas premezclas de amplificacién no se deben abrir nunca a la vez.
o Las musstras usadas se deben reservar exclusivamente para este analisis.
» No use reactivos una vez caducados.
+« No mezcle los reactivos de diferentes lotes o kits de otros fabricantes.
« Los reactivos deben descongelarse completamente a temperatura ambiente antes de proceder a la prueba.
« Se recomienda usar un bloque de metal frio (+2 *C/+8 °C) para manipular los reactivos y las muestras.
« FEfectie siempre las tareas de mantenimientc preventivo en las estaciones de trabajo, los instrumentos para la extraccion
automatizada, las plataformas de amplificacion y los sistemas de centrifugacién respetando las recomendaciones del fabricante. i
7.3 PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS ESPECIFICAS SOBRE DETERMINADOS REACTIVOS
+ Tampén AL {C) y tampon AW1 (D) en kit 67-000 i

Este componente no debe utilizarse con agentes desinfectantes que contengan lgjia.
. Tampén AL (C)
Palabra de advertencia : ATENCION

Indicacidn de peligro !
H315 : Provoca irritacion cutanea. :
H317 : Puede provocar una reaccién alérgica en la piel

H319 : Provoca irritacion ocular grave.

Conseijo de prudencia i
P280 : Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion
P305 + P351 + P338 : EN CASO DE CONTACTO CON LOS QJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. lear las

lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando. :
P302 + P352 : EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con abundante agua. 5

s  Tampdn AW1 (D)
Palabra de advertencia : ATENCION

Indicacién de peligro

H302/H332 : Nocivo por inhalacion y por ingestidn.
H315 : Provoca imitacién cutanea.

H319 : Provoca irritacion ocular grave. !

Consejo de prudencia j
P280 : Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteceion .
P305 + P351 + P338 : EN CASO DE CONTACTO CON LOS QJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las

lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.
P302 + P352 : EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con abundante agua.

» Protease (G)

1
H
i
!
3 |
Palabra de advertencia : PELIGRO ;
|
1

Indicacién de peligro -

H315 : Provoca imitacidn cutanea.
H334 : Puede provocar sintomas de alergia o0 asma o dificultades respiratorias en ¢aso de inhalagion.

Consejo de prudencia j o
P261 : Evitar respirar el polvo/el humo/el gasfia nieblaflos vapores/el aerosol. guardo Peiu
P305 + P351 + P338 : EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minuto_s;dmﬁté?% RADU
lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Segmr aclarando. AP

o
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P342 + P311 : En caso de sintomas respiratorios: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOG[AImédicZ 4

Evite cualguier contacto entre los diferentes reactivos y la piel. En caso de contacto, lavar abundantemente con agua. Llevar gua
durante la manipulacién.

Para mds informacion, consulte la ficha de seguridad.

8. Gama de estandares y controles

530 nm = corresponds al canal de lectura “FAM” o "Green” u otros que dependan de plataformas de PCR en tiempo real. Con el fin de
simplificar las instrucciones, se utiliza Gnicamente el término "530 nm".

560 nm = corresponde al canal de lectura "VIC", "HEX" u otro conforme a las plataformas de PCR en tiempo real. Con el fin de simpiificar las
instrucciones, se utiliza tinicamente el término "560 nm”.

CT = Crossing Threshold para la mayoria de las plataformas de PCR en tiempo real o CP (Crossing Point) para la gama de instrumentos
LightCycler. Para simplificar las instrucciones, solo se utiliza el término “CT",

ATENCION: Respete el orden con el que se afiaden las muestras y los controles. (Véase la seccién "Preparacidn de la amplificacién”).

8.1 ESTANDARES DE CUANTIFICACION INTERNOS (0S4, QS2, QS3, Q54)

« Es necesario el uso de la gama de estandares de cuantificacion internos para la cuantificacion de muestras.

« Los estandares de cuantificacién se usan para generar una curva estandar a partir de |a cual se calcula la carga viral de CMV.

» Cada punto de la gama de estandares incluye un plasmido especifico de CMV.

« Los estandares de cuantificacién incluyen desde 5000 copias/uL (QS1) hasta 5 copias. pl (QS4).

» Los estandares de cuantificacion deben designarse como “estandar” y sus valores deben introducirse cuando las muestras se registran
en el software de andlisis de datos.

+ La sefal QS se detecta a 530 nm.

8.2 ESTANDAR DE CUANTIFICACION (QS3)

s El estandar de cuantificacién Q83 permite importar una curva estandar creada en €l primer experimento.

» La importacion de la curva estandar por medio del QS3 solo es posible si se usan kits CMV R-gene" con el mismo namero de lote. El
periodo que transcurra entre el experimento que define la curva estandar con los cuatro estandares de cuantificacién y el experimento en
el que se use la curva estandar importada no debe superar los 3 meses.

» Applied Biosystems 7500, 7500 Fast, 7500 Fast Dx, 7300 y StepOne, Dx Real-Time system, CFX 96 Real-Time System, Mx3005P y
Versant kPCR Molecular System AD no permiten importar la curva estandar.

Nota: en caso dg iratarse de una deteccidn cualitativa Onicamente, QS3 sirve como control positivo para verificar el correcto desarrollo de la
fase de amplificacién.

8.3 CONTROL DE SENSIBILIDAD {SC})

« El control de sensibilidad (SC) permite validar ios resultados del ensayo a lo largo del tiempo.

« El control de sensibilidad (SC) se amplifica con la premezcla de amplificacion RS

« Probado de manera sistematica, el contro! de sensibilidad {(SC) equivale a una muestra ligeramente positiva. Por ello, ocasionalmente
podria dar un resultado negativo.

« Sy sefial se detecta a 530 nm.

44 CONTROLES DE EXTRACCION + INHIBICION
8.4.1 Control de extraccién + inhibicién de muestras {IC2sample}

« Este control consiste en un control interno (IC2) que se agrega a las muestras de los pacientes, se extrae y amplifica para verificar |a
eficacia de la extraccion y detectar la presencia de posibles inhibidores.

« Su senal se detecta a 560 nm.

8.4.2 Control de extraccién + inhibicidn de muestras (IC2W0)

« Este control consiste en un control interno (IC2) que se agrega al control de extraccion negativo (W0), se extrae y amplifica al mismo
tiempe que las muestras de pacientes para obtener una referencia (IC2W0). Debe compararse con los resultados del control de
extraccion + inhibicion de 1as muestras de pacientes (IC2sample).

« Su sefal se detecta a 560 nm.

=  La comparacién de los valores CT (Crossing Threshold) para los controles IC2W0 y IC2sample con 560 nm evalda la eficacia de la
extraccion y detecta la presencia de posibles inhibidores.

8.5 CONTROLES NEGATIVOS
8.5.1 Control negativo de extraccién + amplificacién (IC2W0)
s Se trata exactamente del mismo tubo que el descrito en la seccion "Control de extraccidn + inhibicién de referencia”. Sin embargo,
cuando se analiza a 530 nm, este control hace patente |la ausencia de contaminacién durante 1a extraccién y ampiificacion.
¢ Su sefial se detecta a 530 nm.
8.5.2 Control negativo de amplificacién (R0)
« El control negativo de amplificacién consiste en amplificar el reactivo (R0) en la premezcla de amplificacion (RS).
» Este control hace patente la ausencia de contaminacion durante la amplificacién.
=  El uso de este control es opcional. Los valores CT (Crossing Threshold) de estos dos controles (RO e IC2W0) a 530 nm se pueden
comparar para identificar |la etapa de! experimento en la que ha podido ocurrir una posible contaminacion.

8.6 ESTANDARINTERNACIONAL HCMV DE LA OMS {no se incluyel: ‘uﬁo
eduarde Pelt as
DioML’arieux Arg:t:)lg
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+ El comité experto de la OMS ha establecido referencias para el uso de sustancias biologicas para la prevencion, tratamiento
diagnostico de enfermedades humanas. Los estdndares internacionales de la OMS se consideran la referencia en este campo y
constituyen la unidad internacional (U1).

« Los resultados obtenidos mediante el kit CMV R-gene®, expresados en cp/mL al utilizar el software PCR en tiempo real, pueden ser
convertidos a la unidad internacional aplicando el factor de conversidn que se describe en la seccion "Validacion e interpretacion de los
resultados” de la presente ficha técnica. Ei factor de conversién considera el tipo de muestra y la combinacién de plataformas de

extraccién/amplificacién usadas.

9. Obtencion, transporte y preparacion de las muestras
Las muestras deben recogerse siguiendo las instrucciones del laboratorio.

9.1 TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS
« Las muestras deben transportarse seg(n las normativas locales aplicables sobre el transporte de materiales potencialmente infecciosos.

« Las muestras deben ser transportadas y tratadas por el laboratorio en el menor tiempo posible {preferiblemente, en 24 horas).
9.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

9.2.1. Muestras de sangre

ATENCION: Los tubos que contienen heparina no son apropiados para el analisis por amplificacién genética. Los tubos
de obtencién de muestras sanguineas contienen citrato que puede provocar problemas de pérdida de sefial
durante la deteccién de los productos amplificados.

» |a sangre se recoge en tubos con EDTA.

« Antes de proceder a la extraccién de muestras de sangre, es necesario homogeneizarlas por inversion de los tubos de forma manual o con
un agitador automatico durante 10 minutos.

s Alicuote la muestra en un espacio de seguridad biologica.

« El tiempo entre Ia recogida de sangre y la llegada al laboratorio no debe superar las 24 horas.

» Las muestras de sangre deben transportarse at laboratorio a temperatura ambiente (+18 °C/+25 °C),

9.2.2. Muestras de plasma

« La sangre se recoge en un tubo seco o en un tubo con EDTA.

+ Centrifugue los tubos a 1200 g durante 10 minutos a 20 °C. Decante un maximo de 2 mL (minimo 200 pL) de plasma en criotubos en un
espacio de seguridad biologica.

» El plasma debe transportarse al laboratorio preferentemente a temperatura ambiente (+18 °C/+25 °C) o a +2 °C/+8 °C. El plasma gue no
se trate a la llegada al laboratorio puede conservarse a +2 °C/8 °C durante una semana como maximo. Si se requiere un
almacenamiento prolongado, congele el plasma a -15 °C/-31 °C.

» Si las muestras de plasma congelado se envian al laboratorio en hielo seco, deben aimacenarse posteriormente a -15 *C/-31 °C o bien a
-78 °C/-82 °C preferiblemente.

9.2.3. Muestras de LCR

» EI LCR se obtiene siguiendo las condiciones habituales de punciones lumbares.

» Si las muestras de LCR congelado se envian al laboratorio en hielo seco, deben almacenarse posteriormente a -15 °C/-31 °C o
bien a -78 °C/-82 °C preferiblemente.

8.2.4 Muestras de orina
s Las muestras de orina se recogen en un bote esterilizado.
» Las muestras de orina deben transportarse al laboratorio a temperatura ambiente (+18 °C/+25 °C) o0 a +2 °C/+8 °C.

+ Si la orina no se procesa nada mds llegar al laboratorio, se debe conservar a +2 °C/+8 °C durante una semana como maximg. Si
se requiere un almacenamiento prolongado, congele la orina a -15 *C/-31 °C.

10. Protocolo de extraccion de muestras

ATENCION: Antes de comenzar el procedimiento de extraccidn, aseglrese de que las muestras descongeladas y los
reactivos IC2 y W0 se han mezclado correctamente.
Las muestras de liquido amniético deben extraerse por duplicado: una extraccién a partir de una muestra sin
diluir y otra extraccién de una muestra diluida 1/100 en agua (grado de PCR}., Cada uno de los 2 se consideran
muestras en el protocolo de extraction and amplification.

r En ia sala reservada para la extraccion de muestras J

101 Con DNA EXTRACTION KIT (ref.: 67-000 + IC2 + W0)

» Equilibre la temperatura de las muestras IC2y W0 a +18 °C/+235 °C.

» Equilibre ta temperatura del tampén AE (F) a +18 °C/+25 °C.

+ Aseglrese de que el tampén AW1 (D), el tampén AW2 (E) y la solucién concentrada de proteasa han sido reconstituidos de acuerdo
con las instrucciones de la seccion "Reconstitucion de los reactivos”.

« Para disolver cualquier precipitado que aparezca en el tampdn AL (C), caliéntelo a +70 °C,

+ Todos los pasos del centrifugado deberan desarrollarse a temperatura ambiente.

10.1.1 LISIS

+ Prepare e identifique (en la tapa) el mismo mimero de tubos de 1,5 mL de micrecentrifugacion como muestras haya por analizar
0). Agregue un tubo para la extraccion de la mezcla de W0+IC2. ‘

- (2 tubos por cada muestra de liquido amnid :
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« Caliente al bafio maria a +56 °C.

« Pipetee 200 pL de tampén AL (C) en cada tubo de microcentrifugacién de 1,5 mL previamente identificados.

* Agregue 20 pL de proteasa,

» Agregue 10 pL de control interno (IC2}.

« Agregue 200 pL de W0 en el tubo identificado para la mezcla WO+IC2. :

+ Agregue 200 pL de muestra en los tubos identificados para {as muestras. Puede afiadir PBS a la muestra si el volumen de la muestra
es inferior 200 pL. En este caso, el resultado obtenido solo sera cualitativo.

» Mezcle la muestra agitando durante 15 segundos. Para garantizar |2 eficacia de la lisis, es esencial que la muestra se mezcle bien
hasta producir una solecién homogénea.

« Incube a 56 °C durante 10 minutos.

« La lisis estd completa tras 10 minutos de incubacion. Una incubacién mas prolongada no afecta al rendimiento o a la calidad del ADN
purificado. Los agentes potencialmente infecciosos pueden desactivarse al incubar las muestras a +95 °C durante 15 minutos tras la
etapa de la lisis. No obstante, una incubacién prolongada a esta temperatura puede degradar el ADN.

« Centrifugue brevemente los tubos para eliminar cualquier gota del interior de las tapas.

10.1.2 CARGA DE LA COLUMNA
« Agregue 200 yL de etanol de 96-100% a cada tubo y mezcle agitando durante 15 segundos.
« Centrifugue brevernente los tubos para eliminar cualquier gota del interior de las tapas.
« Aplique cuidadosamente la muestra obtenida a la columna QiAamp® en un tubo de 2 mL sin mojar el borde.
s Cierre cada columna para evitar la contaminacion cruzada entre muestras y centrifugue a 6000 g durante 1 minuto. Si queda sofucion
en la membrana, centrifugue de nuevo hasta que la columna quede vacia. ‘
« Coloque cada columna en un tubo limpio de 2 mL (no incluido) y deshagase de los tubos que contienen filtrados.

10.1.3 LAVADO
» Abra con cuidado las columnas y agregue 500 uL de tampén AW1 (D). Cierre las columnas y centrifugue a 6000 g durante 1 minuto.
+ Cologque cada columna en un tubo limpio de 2 mL y deshagase de los tubos que contienen filtrados.
« Abra con cuidado las columnas y agregue 500 L de tampén AW2 (E).
« Cierre {as columnas y centrifugue a maxima velocidad (12 000 g) durante 3 minutos.
« Coloque cada columna en un tubo limpio de 2 mL {no incluido) y deshagase de los tubos que contienen filtrados.
« Centrifugue durante 1 minuto a velocidad méaxima. Este paso elimina cualguier residuo de! tampén AW2 (E) en las columnas durante la
deceleracién de centrifugacion o cuando las columnas se retiran del rotor.
» Coloque cada columna en un tubo limpio e identificado de 1,5 mL (no incluido) y deshagase de los tubos que contienen filtrados.

10.1.4 ELUCION

« Abra fas columnas con cuidado.
ATENCION: Los volitmenes de elucién varian dependiendo del tipo de muestra.
- Para muestras de sangre total y liquido amnidtico, agregue_ 100 uL. de tampédn de elucién AE (F} a temperatura ambiente.
- Para muestras seroalbimina, ptasma o LCR, agregue_ 80 uL de tampdn de elucién AE (F) a temperatura ambiente.
« Cierre las columnas e incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
+ Centrifugue a 6000 g durante 1 minuto.
« El ADN extraido se encuentra en el eluido.

2| ADN extraido se conserva durante un afic a -15 *C/-31 *C.

10.2 INSTRUMENTOS DE EXTRACCION yjo KITS VALIDADOS CON CMV R-gene®

Estos instrumentos de extraccidn deben ser sometidos a mantenimiento periédico por parte de personal cualificado respetando las
recomendaciones de! fabricante.

Instrumentos Kit Muestra de la prueba | Tipo de muestra Protocolo V"";m:::sge la
Sangre {otal,
liquido amnidtico 1004
Plasma, LCR,
y ' 50 pL
QlAamp® DNA Blood Minf suero
Kit Sangre total, 100 4L
QlAacube 9 liquido amniético Blood and body fluid spin protocot H
= V3
= Plasma, LCR
a . [l
=] sSuero S50 pL
+
o
5 DNA_B 100_400
MagNA Pure Compact [ Sangre total Blood_100_ 100 pbL
Instrumento MagNA Pure Compact ]
Nucleic Acid Isolation Kit | E
b=
< Plas:'la. LCR, Total_NA_Plasma_100_400 50 L
uero 1
(=]
MagNA Pure DNA Isclation 8 DNA | Blood_Cell
Kit| Sangre total High Performance 100 4L
MagNA Pure LC
Instrumento .
MagNA Pure LC Total Liquido amniético Total_NA_Serum_plasma_blood 100 pi.
Nucleic Acid Isolation Kit Plasma
seroatbimina Total_NA_Varlable_Elution_Volume 50 uL
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Sangre total,
MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small orina, liguido . .
Instrurmento Volume kit amnidtico, LCR, Viral NA Universal SV
LBA
Profocolo especliico B del fabricante
Sangre total “Whole Blood Viral Extraction”™ 50 pL
con 140 pl de silice'"
" . Protocolo especifico 8 del fabricante
NucliSENS® easyMAG® R ea;ﬁg'fei':fmeo Sangre total con 140 pL. de sllice SouL
Plasma, LCR,
liguido
amnidtico™, Genérico/Especifico B 50 pL
seroalbumlna
Muestra 300 UL + 15 90 pl.
QlAsymphony SP Kt mini OIASLﬂphony psp pl ICZ}’J Sangre total VirusBlood200_DSP (eluido de 60
(Extraccaén de 200 pL) ' HL)
Sangre total,
. Muestra 800 pL + 10 plasma, LBA, 250 pL
m2000sp Sample Pregﬂ:ﬂon Systemn L IC2*H300 pL de orina, liquido DNA-Brsgg;léla-_‘:'suo-ﬁo (eluido de 150
extraccitn) amnidtico, pl)
biopsias
Muastra 400 pl + 10 85 uL
ger?:;tg;CR Molecular ﬁ??‘;?;?:;“f? pL Ic2™ Plasma Sample Preparation Protgcol 5 (etuido de 150
¥S P ‘ (Extraccion de 250 yL) uL)

m Debe prepararse extemporaneamente una premezcla compuesta por IC2, tampén de lisis y silice, y afadirse a las muestras previamente
repartidas en los recipientes que contienen 2 mL de tampdn de lisis. Para n muestras, mezcle 600 yuL de tampén de lisis x (n+1) + 10 pl. de
IC2 x (n+1) + 140 pL. de silice x (n+1). Agregue 740 pL de la mezcla a cada muestra. Para una mayor precision, véase el protocolo detallado
"Worksheet easyMAG® Viral Whole Blood extraction protocol” de bioMerieux.

B para el liquido amnidtico y en caso de extraccign con el instrumento NUcliSENS® easyMAG®, es necesario el tratamiento previo de las
muestras con proteinasa K. En este caso, agregue 10 pL de proteinasa K a 20 mg/mL para 200 pL de muestra y déjela incubar durante

15 minutos a 56 °C.

@ Si se uliliza el sistema automatico QlAsymphony SP, es posible preparar de_manera improvisada una premezcla que ¢ontenga el
tampén IC2 y ATE (QIASymphony). Para 24 mezclas, mezcle 1 414 pl de tampén ATE + 266 pl de IC2.

O Para extraer muestras de un volumen inicial superior a 800 L, agregue las siguientes cantidades de reactivo IC2:
Para 1 volumen de muestra inicial, agregue 1/80 de la cantidad de reactive 1C2 {ejemplo: para extraer una muestra de 1 mL, agregue

12,5 L de reactive IC2).

' Para extraer muestras de un volumen iniciat superior a 400 pi, agreque las siguientes cantidades de reactivo IC2:
Para 1 volumen de muestra inicial, agregue 1/40 de la cantidad de reactivo IC2 (ejemplo; para extraer una muestra de 600 uL, agregue

15 pL de reactivo IC2).

.]_1 . Protocolo de deteccion y de cuantificacion en tiempo real

v

Nota: Con el fin de simplificar la ficha técnica, el instrumanto dg sujecion de la mezcla reacliva de amplificacién se denomina "tubo”,

ATENCION:

Para supervisar la carga viral de un paciente {(expresada en copias/mL} prueba tras prueba, es obligatorio que el analisis

sucesivo de muestras se efectie usando exactamente el mismo protocolo y las mismas combinaciones de

instrumentos de extraccién/amplificacién.
Las muestras de liguido amnidtico deben extraerse por duplicado: una extraccién a partir de una muestra sin diluir y

otra extraccién de una muestra diluida 1/100 en agua (grado de PCR). (Véase la seccién "Presentacion del kit").

Para determinar los reactivos y el numero de tubos de amplificacién que se requieren para el experimento, compruebe si el experimento exige
la creacion de una curva estandar (véase la seccién "Estandar de cuantificacion QS3"),

por cada muestra.

por cada muestra de Jiquido amniético.

para la curva estandar de cuantificacidén imporiada/creada.

para el QS3 como control positive en caso de una deteccién cualitativa,

para el control de sensibilidad (SC).

para el control de extraccidn + inhibicién de referencia también utilizado como control
negativo de extraccién + amplificacién {(IC2W0).

- Para los instrumentos de amplificacién Dx Real-Time System y CFX 96 Real-Time System, ulifice placas rransparenres {ref.:

- Para &l instrumento de amplificacién LightCycler 480 System I, ulifice las placas de color blanco de LightCycler 480 Mumweﬂ

- Cuando se use UNG, consuile fos prolocolos y programas descritos en la fiche técnice del producto ref. 65-001.

Se requiere:
A tubo
2 tubos
104 tubois)
1 tubo
1 tubo
1 tubo
Notas:
HSP9601) con lapones dplicos (ref.: TCS0803).
Plate 96 (ref.: 04729692001).
Ejemplo 1:

Investigacién cuantitativa para CMV en 2 muestras de sangre tolal con LightCycler 2.0 o Rotor-Gens. La curva esténdar para CMV se Impor!a

Para la amplificacion se requiere:

A |

[t st et i
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2 tubos para el andlisis de muestras: 2 {muestras + R5)

1 tubo para importar ia curva esténdar de cuantificacién para CMV (QS3+R5)
1 tubo para el control de sensibifidad para CMV (SC+R5)

1 tubo para el control de extraccidn + inhibicién de referencia para CMV y para el conlrol negative de extraccidn + amplificacion (1IC2Wo+

Ejemplo 2:
Prueba cuantitativa de CMV en 2 muestras da liquido amnidtico utifizando LightCycler 2.0 0 Rolor-Gene. La curva estdndar para CMV se

importa.

Para la amplificacion se requiere.

4 tubos para el andlisis de muestras: 2 tubos (muestra extralda sin diluir + RS) y 2 tubos (muestra extralda diluida 1/100 + R5)
1 tubo para importar ia curva esténdar de cuantificacién para CMV (QS3+R5}

1 tubo para el control de sensibilided para CMV (SC+R5)
1 tubo para ef control de extraccion + inhibicion de referencia para CMV y para el control negativo de extraccion + amplificacion (IC2W0+R5).

11.1 PROGRAMA

Independienternente de !a plataforma de PCR en tiempo real que se use, se sigue el siguiente programa de amplificacion:
ATENCION: En Mx3005P, Versant KPCR Motecular system AD, ajuste el paso de desnaturalizacién a 20 s.

F, Adquisicién de fluorescencia
J Mx3005P, Dx Real-Time
Etapas Duracién | Temperatura | Ciclos LC1.0 LC2.0 | Applied Rotor-| Versant kPCR |System y CFX
: LCa80 | Biosystems| Gene Molecular |96 Real-Time
System AD System

Las subidas y bajadas de temperatura estin predeterminadas, es decir; al 100% o hasta alcanzar su maximo.

- - 10 sag. )
B @Dssnaturallzacmn 2‘:):;9 95 *C:’ . S IR B - - - -
BT i .t _4 !-1.'; ; > BY IO TR N S I I SR -
AT“E'!!‘%‘&Q-‘-’@ e A I M00se | - o | 4B
i AT R B B e 830 530-500) | Famvic |Sreen FAM-HEX FAM-HEX
| Hlpfldnclén * 40 seg. BO‘C Yellow
S - : Al final de |a hibridacién

Nota 1: En LightCycler, agregue una etapa de enfriamiento: 30 segundes/40 °C/1 ciclo al final de la PCR.
Nota 2: En LightCycler 2.0, ajuste Ia "seek temperature” a 60 °C durante la programacion.
Nota 3: En LightCycler 2.0, es INDISPENSABLE utitizar un archivo de compensacion de color para la interpretacién de resunados
Aseglrese de que este archivo sigue siendo vélido (véase la hoja de informacion técnica correspondmnle) y se ha creado y
registrado en el software de gestién LightCycler 2.0 utilizando el reactivo Colour Compensation r-gene® (ref.: 71-103).
Nota 4: Para LightCycler 480 existen dos sistemas épticos: solo "System 1" es compatible con el uso del kit CMV R-gene®. E} System Il
incluye una compensacién de color automatica en el programa.
Nota 5: En los instrumentos Applied Biosystems, sefeccione “none” en "passive reference”. i
Nota 6: En Rotor-Gene, calibre la sefial haciendo clic en "gain oplimisation™. i
Nota 7: En Mx3005P o Versant kPCR Molecular System AD, seleccione "none" en "Reference Dye". :
11.2 PREPARACION DE LA AMPLIFICACION i
) [ En la sala reservada para la amplificacion: t ?,
Antes de cada uso: !
Los reactivos deberan descongelarse a temperatura ambiente antes de iniciar la prueba. !
Mezcle cada reactivo (agitando durante 2 segundos o con sucesivos pipeteos} y, luego, centrifugue brevemente, '
- Asegiirese de que el blogue enfriador se ha descontaminado mediante la exposicion a luz uliravioleta durante 30 minutos. I
- Asegurese de que el bloque enfriader se ha refrigerado previamente a +2 °C/+8 °C. !
ATENCION:  Para evitar la contaminacién, cierre los tubos cuando se haya completado la distribucién.
Sustituya las premezclas de amplificacién (R5), estandares de cuantificacion (QS) y control de sensibilidad {SC)
-15 °C/{-31 °C inmediatamente después de cada uso.
Cada premezcla puede pasar solo por un maximo de 7 ciclos de congelacién/descongelacion.
« Homogeneice poco a poco la premezcla de amplificacién con la probeta (volumen ajustado a 15 ut) con el fin de distribuir el mismo
volumen en todos los tubos.
« Distribuya 15 pL de premezcla de amplificacién en los tubos de amplificacién.
ATENCION: Respete el orden de agregacién de las muestrasfreactivos. L
+ Para cada proceso de amplificacidn:
o Agregue 10 L de cada muestra extralda en los tubos comespondientes.
o Agregue 10 pL del control de sensibilidad (SC) en los tubos correspondientes (véase la seccién "Controles”). i
, o Agregue 10 pL de cada esténdar (de QS4 a Q51) en los tubos correspondientes (véase la seccion "Controles”).
| it brivhiod
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seccién "Controles”).
« Centrifugue los tubos con el instrumento correspondiente antes de transferirlos al termociclador.

11.3 EJECUCION DEL PROGRAMA

« Ejecute el programa de amplificacion descrito en la seccién "Programa”,
« Defina las muestras y los controles.

« Para la cuantificacién de CMV, introduzca los siguientes valores para el estandar de cuantificacidn (copias/mL):

7 0 8 g«u-s es~ 2015/09

Cuantificacion

{Sangre total, plasma, suero, LCR, orina, LBA, biopsias, liquido amniético)

Extraccién de 200 pL | Extraccion de 200 uL | Extraccion de 300 pl. | Extraccion de 250 uL | Extraccion de 200.uL
Elucrén en 50 L Elucién en 100 pL Elucién en 250 pl Elucién en 65 pL Elucién en 90 gL
{copias/mL} {copias/ml.) {copias/mL}) {copias/mL) (copias/mL)
Qs1 1 250 000 2 500000 4 000 000 1 250 000 2 250 000
Qs2 125 000 250 000 400 000 125 000 225 000
QS3 12 500 25000 40 000 12 500 22 500
Qs4 1250 2500 4000 1250 2250

[1 2. Anahsrs de los resultados

530 nm = comresponde al canal de fectura "FAM” o

simplificar las instrucciones, se uliliza Gnicamente el término "330 nm”.

560 nm = corresponde al canal de lectura "VIC", "HEX" u atro conforme a las plataformas de PCR en tiempo real. Con el fin de simplificar las
instrucciones, se utiliza Unicamente el ténmino "560 nm".

“Green” u otros que dependan de piataformas de PCR en tiempo real. Con el fin de

« Use el método de Fit Points en el modo Arithmetic en 2 puntos de medida.

« Desplace la linea de umbral {roja) de modo que atraviese todas las curvas de fluorescencia de las muestras en su pare lineal, por
encima del ruido de fondo.

Nota:

Si una linea recta no cruza todas las curvas en 1a parte lineal al mismo tiempo, repita la operacidn tantas veces como sea
necesario para conseguir un CP para cada muestra.

» Para cada muestra positiva, se calcula un Crossing Point {CP) a 530 nm.
« Para cuantificar las muestras, utilice el método "Second Derivative maximum” en modo Arithmetic.
« La concentracion calculada para CMV aparece en la columna Calculated (Copias/mL}.

[12.2

ANALISIS DE DATOS CON LIGHTCYCLER 2.0

« El andlisis de !a diana viral se realiza en el modo Absolute Quantification a $30 nm. .
« El control de extraccidn + inhibicién debe analizarse en modo Absolute Quantification con 560 nm después de activar e! archivo de
compensacién del cotor (Colour Compensation tab) (Colour Compensation r-gene® ref: 71-103).
« En primer lugar, utilice el método Fit Points para la interpretacién cuafitativa (identificacién positiva de fa muestra).
« Desplace la linea de umbral {roja) de modo que atraviese todas las curvas de fluorescencia de las muestras en su parte lineal, por
encima del ruido de fondo.

Nota:

Si una linea recta no cruza todas las curvas en la parte lineal al mismo tiempo, repita la operacion tantas veces como sea
necesario para conseguir un CP para cada muestra.

« Para cada muestra positiva, se calcula un Crossing Point (CP) a 530 nm.
« A continuacion, para cuantificar las muestras, seleccione el modo Automated F'max (segundo métedo derivativo).
« L.a concentracién calculada para CMV aparece en la columna Conc (Copias/mL).

+ Los controles de extraccidén + inhibicién se analizan at comparar el valor CP calculado para cada control de extraccién + mhlblcnén
{IC2sample) con el valor CP del control de extraccion + inhibicién de referencia (IC2W0) a 560 nm.

2 MANANSISTOE DA TOS!CONCIGHTCYCLER 480 (Systom ) B B ot 00 W5, fa i ie,
d L, £l i phXad! i

A

» Active la compensacion automatica FAM — HEX de LC480 (System 1I).
s La diana viral se analiza en el modo de Absolute Quantification a 530 nm (FAM).
 El control de extraccion + inhibicién se analiza en modo Absolute Quantification con 560 nm (HEX).

« Para cada muestra positiva, se calcula un Crossing Point (CP) a2 530 nm.

Raginarta/i2eir ¥
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« Los controles de extraccién + inhibicion se analizan al comparar el valor CP calculado Z'a (Qia c&troé extraccié
{(IC2sample) con el valor CP del control de extraccion + inhibicién de referencia (IC2W0) a 560 nm (HEX)).

contiene fiuorocromo de referencia pasiva.
» Las muestras se analizan de la misma forma tras seleccionar el detector FAM R-gene en el campo Detectorftarget.

e Ajuste ia linea de umbral manualmente hasta situarla en una posicién en la que atraviese cada curva de amplificacion en su parte
lineal. El objetivo de este paso es identificar muestras positivas para 1as que se calcula el CT. Las muestras negativas se definen como

Undetermined en la columna CT.

« Los controles de extraccién + inhibicidn {IC2sample & IC2W0) se analizan de la misma forma tras seleccionar el detector VIC R-gene
en el campo Detectorftarget.

¢ Para cuantificar las muestras, regrese al modo fineal.

« La concentracion calculada para CMV aparece en el informe editado e impreso al final de cada experimento.

» Los controles de extraccidn + inhibicidn se analizan al comparar el valor CT calculado para cada contrel de extraccién + inhibicion
(IC2sample) con el valor CT del contro! de extraccion + inhibicién de referencia (IC2W0) a 560 nm.

o La diana viral s& analiza en el modo Cycling A Green 530 nm.
» El control de extraccion + inhibicidn se analiza en modo Cycling A Yellow con 560 nm.

« La linea de umbral debe ajustarse en el modo de Linear Scale tras seleccionar Dynamic tubes y Slope Correct*.
» La concentracidn calculada de cada muestra aparece en la columna Cale Conc {copies/mL} de Quant. Results Cycling A Green.

e Los controles de extraccién + inhibicién se analizan al comparar el valor CT calculado para cada control de extraccion + inhibicion
(IC2sample) con el valor CT del control de extraccién + inhibicidn de referencia (IC2W0) a 5§60 nm.

* Véase el manual de usuario del termeciclador.

« Compruebe que se ha seleccionado none en el campo de reference dye, ya que la premezcla del kit CMV R-gene® no contiene
fivorocromo de referencia pasiva.

« La diana viral se analiza desactivando el boton Hex.

« El contro! de extraccién + inhibicion se analiza desactivando el botén Fam.

« Ajuste la linea umbral en el modo Linear scale.

« La concentracion de CMV calculada aparece en la columna Quantity (copies) de la ventana Quant de la tabla resumen.

+ Los controles de extraccion + inhibicion se analizan al comparar el valor CT calculado para cada control de extraccion + inhibicidn
(IC2sample) con el valor CT del control de extraccién + inhibicion de referencia (IC2W0) a 560 nm.

I + La diana viral se analiza dejando marcado el botén FAM en la pestaiia QUANTITATION,

. Si es necesario, ajuste manuaimente la linea de umbral de modo que atraviese cada curva de amplificaciéon al final de la fase
exponencial. E| objetivo de este paso es identificar muestras positivas para las que se calcula el CT. Las muestras negativas se
indican mediante NJA en la columna CT. Para cada muestra positiva, la concentracion calculada aparece en la coflumna STARTING
QUANTITY (SQ) en las pestafias de QUANTITATION y QUANTITATION DATA.

. Los controles de extraccion + inhibicidn {(IC2sample e IC2W0) se analizan de la misma forma tras seleccionar el detector HEX.

13. Validacion e interpretacion de los resultados
13.1  VALIDACION DEL TEST

ATENCION: El experimento solo es valido si se cumplen todas las condiciones que se especifican a continuacion.
Si no es asi, el experimento completo {incluidas todas las muestras, controles y estandares) deberan repetirse.

CT = Crossing Threshold para la mayoria de las plataformas de PCR en tiempo real o CP (Crossing Point) para la gama de inslrumentos
LightCycler. Para simpilificar las instrucciones, solo se uliliza el término "CT".

1° CONDICION: 1C2W0 no debe ofrecer sefial (CT) con 530 nm.
2* CONDICION: IC2W0 debe ofrecer una sefial {CT) menor ¢ igual a 32 ciclos con 560 nm.
3" CONDICION: - Interpretacién cuantitativa El valor de CT para el QS3 asi como la tendencia o [a eficacia requerida para la gama esténdar,
deben estar comprendidos entre los valores que figuran en la siguiente tabia.
- Interpretacién cualitativa El valor CT del QS3, que sirve como control positivo, debe encontrarse entre los 30 y 35 ciclos a
530 nm.
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Dx Real-Time System
y CFX 96 Real-Time
System

CUANTtFtCACION DETECCION CUALITATIVA
CTQs3 Tendenmalef’ icacia requerldas CTQs3
Instrumentos La curva estandar se prueba para | La curva estandar se crea :
Cmv cada experimento para la posterior CMV
importacidn
LightCycter 1.0 -3.917 < Tendencia < -3,103 -3,587 < Tendencia < -
3,208

LightCycler 2.0/ . .
LightCycler 480 1,8 < Eficacia < 2,1 1,8 < Eficacia < 2,05
Rotor-Gene 0,8 <Eficacia<1,1 0,9 < Eficacia < 1,05

30-35 30-35
Applied Biosystems -3,917 < Inclinacidn < -3,103

ciclos ciclos
M3005P o \Versant
kPCR Molecular 0,8 < Eficacia < 1,1
System AD No aplicabie

0.8 < Eficacia < 1,1

Si se cumplen todas estas condiciones, se pueden analizar todos los resultados obtenidos con la muestra.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

13.2

s (Cada muestra debera analizarse de forma individual.
« Se muestra un valor CT para cada muestra positiva.

« 5ino se puede calcular el valor CT, se considera que la muestra es negativa, inhibida y/o mal extraida.

13.21 Para muestras de liquido amnidtico

Primera etapa: ANALISIS DE LA MUESTRA SIN DILUIR

Segunda etapa: ANALISIS DE LA MUESTRA DILUIDA 1/100

MUESTRA SIN DILUIR

MUESTRA DILUIDA 1/100

f

IC2sample CONCLUSION 1 IC2sample CONCLUSION 2
CMV +/- " CMV +/- .
conforme/no conforme conforme/no conforme
+ conforme Muestra de CMV positiva.
Cuantificacion validada No se necesita un anélisis complementario
- conforme Muestra de CMV negativa.
Muestra de CMV posmva La
» + conforme cuantificacién de la mugstra diluida
Muestra de CMV positiva. 1/100 se ha validado.
s:fugﬁtﬁ.gc?gﬁ”ezg:: ol Muestra de CMV positiva. Para
+ no conforme andlisis complem'entario + ne conforme obtener resultados de cuantificacion,
(analisis de muestra diluya el ADN extraido (dé la muestra
diluida 1/100) P sin diluir y de la mugstra diluida
’ - conforme 1/100} en 1/10 y realice de nuevc la
- no conforme etapa de amplificacién.
Muestra de CMV pbsmva La
+ conforme cuantificacion de la musstra diluida
1/100 se ha validado. \
Muestra de CMV posntlva Para
-| obtener resultados de cuantificacion,
diluya el ADN extraido (dé la muestra
+ . P !
Vé | analisi na conforme sin diluir y de la muestra diluida
ase el analisis . 1/100) en 1/10 y realice de nuevo la
- no conforme complementario (analisis etapa de amplificacion. |
de muestra diluida 1/100). - La muestra contiene inhibidores.
conforme Realice la etapa de extraccion de
nuevo de la muestra sin diluir.
La muestra contiene inhibidores.
Realice la etapa de extraccién de
B no conforme nuevo de la muestra sin diluir y de la
muestra diluida 1/100.  §

*IC2sample conforme: CT [IC2sample]s CT [IC2WC] + 3 ciclos
/*Ic2sample no confoerme; CT [IC2samplel> CT [IC2W0] + 3 ciclos
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ATENCION: Si la cuantificacién valida es la que se obtiene a partir de una dilucién de ta muestra (1/10, 17100 o 1/1090% &
resultado de cuantificacion obtenido con la muestra diluida debera restablecerse conforme al factor de. diluShig
{x10, x100 o x1000).

13.2.2 Para las deméas muestras infecciosas

Control de extraccion - CT [IC2sample]s CT [IC2W0) + 3 ciclas ,
inhibiclén —
{IC2sample) Muestra NO INHIBIDA y BIEN EXTRAIDA Muestra INHIBIDA yfo mal extraida
: Muestra CT calculado CT no cajcujado CT calculado ‘ ~ CT no calculade
: Patdgeno detectado
Interpretacién Patageno detectado i .
! ; ; : Patdgeno no detectado Efectie de nuevo la Resultado ng valide
cuantitativa CMV Cuantificacién validada cuantificacién
Interpretac(;?\:‘\\;: ualitativa Patégenc detectado Patégeno no detectado Patégeno detectado Resuftado no valido
ATENCION: En caso de muestra negativa: ; Curvar 08 ampificacin T T T
i la inclinacién de la curva genera una calda en fa fluorescencia final (2 50%) comparada con lai | : ]
contigua), es posible una leve inhibicidn. Sugerimos volver a extraer y analizar |la muestra. [ X
- //mnm
g -
8 n
i- /o
£ /.
E ] !
- ~/
:..a-u..u.l.:r:hhnn'--...1.;..
Sattem - -

NOTAS IMPORTANTES:
» Para fa interpretacién de los resultados, se aconseja expresar el resultado de la cuantificacién en logaritmo base 10 (logig).

+ En el marco del seguimiento de un paciente, dos resutados de cuantificacién se consideran significativamente diferentes si Ids dos
valores expresados en 1094, (copias/mL de muestra) o log. (UlfmL de muestra) difieren en al menos 0,5 log..
' Si los resultados se expresan en logq (CopiasimL de muestra),esta interpretacidn solo se aplica si los 2 resultados de la cuantifi cacrén se han
obtenido usando los mismos métodos de extraccion y el mismo instrumento PCR en tiempo real.
« Es imprescindible comparar los resultados obtenidos con &l kit CMV R-gene® con otros resultados de pruebas clinicas y bnoléglcas para
definir ef estado viral de cada paciente. :
13.3 Resultados expresados en Unidades Internacionales: !
Nota: Ei factor de conversién se ha determinado tomando como base el 1% Esténdar Intamacional de CMV (NIBSC 09/162) ‘

« Los resultados obtenidos en copias/ml. pueden convertirse a Unidades Internacionales (UlfmL).
Para ello, se debe definir un factor de conversidn. E| factor de conversién depende del tipo de muestra probada y los mstrumenlos de
extraccion y amplificacién usados.

« Los estudios realizados con el kit CMV R-gem:s"p determinaron los diferentes factores de conversién para las siguientes combinaciones de
dispositivos y muestras: ‘

Extraccién: ABITS00 Dx Real-Ti;ne System Mx3005P
LC2.0 LL.C480 Fast Rotor-Gene CFX 96 Real-Time Mm:;rlzarnst k:t(e::n AD
Plataformas de PC System y
NUCliSENS® easyMAG® | 0,169 0,308

Ejemplo: para una muestra de plasma extralda con NUcliSENS® easyMAG® y amplificada con LightCycler 480, el factor para la conversnén de
copias/mL a Ul/mL es 0,308. !
Numero de UlimL: Ndmero de cp/mL x 0,308 1
Es decir, para una muestra determinada en 10 000 ¢p/mL, la cuantificacién correspondiente es 3080 Ul/mL. 1‘
No obstante, cada laboratorio debers establecer su propio valor de conversién. :

La compra de este producto otorga los derechos del comprador contemplados en determinadas patentes de Roche para ufilizar ef bmducro
exclusivamente con el objelivo de prestar servicios de diagndstico in vitro humano. bioMérieux no concede, por el presente documento,
derechos de patente generalss u otras licencias de cualquier tipo aparte del derscho de uso derivedo de la compra.
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14. Guia de Problemas / Soluciones

mmr— . e ——— = . . —

141 AUSENCIA DE SENAL DE FLUORESCENCIA EN MUESTRAS POSITIVAS O CUANTIFICACION SUBESTIMADA

La premezcla de amplificacion se ha descongelado
demasiadas veces,
La premezcla de amplificacién ha permanecido a

temperatura ambiente demasiado tiempo 0 se ha
descongelado a una temperatura demasiado alta.

. Desviacién de fas condiciones de recogida, transporte
y almacenamiento de muestras en el laboratorio.

L}

Desviaclén de las condiciones de almacenaje y
caducidad del kit CMV R-gene® (ref.: 63-0038).

A IBLES il

SOLUCIONES

« Siga las instrucciones de la seccién "Composicién del kit y condiciones de
conservacion”. Las premezclas no deben descongelarse mas de 7 veces.

« Compruebe que las premezclas de amplificacion, los estadndares de cuantificacion
y el contro! de sensibilidad regresan a los -15°C /-31 °C inmediatamente después
de su uso.

« Compruebe que las premezclas de amplificacién, los estadndares de cuantificacion
y €l control de sensibilidad se descongelaron a temperatura ambiente.

« Use un bloque enfriador cuando prepare y distribuya las premezclas.
« Consulte la seccidn "Obtencion, transporte y preparacién de tas muestras”, que

define las condiciones ¢&ptimas (temperatura, tiempo) de ftransporte y
almacenamiento.

« Compruebe el periodo transcurrido entre |2 recoglda de la muestra y su anélisis.
« Siga las instrucciones de la secc:én "Composicién del kit y oondlclones de

conservacién. El kit CMV R-gene® (ref. 69-003B debe conservarse a
-15°C /-31 °C en un lugar ascuro.

Problema durante la fase de extraccidn.

« Compruebe que las muestras se hayan mezclado bien antes de realizarse la
extraccion.

» Sise realiza la extraccién de forma manua! con el DNA Extraction Kit
(ref.: 67-000), respele el numero de lavados y el tiempo de incubacién indicado en
la seccién "DNA Extraction Kit".

+ Compruehe los materiales y protocolos que se utilizan para extraer muestras.

El rendimlento del kit solo se valida para las extracciones realizadas con los
sistemas descritos en la seccién "Protocolo de extraccion de muestras”.

» Efectue siempre las tareas de mantenimiento preventivo de los instrumentos para
extraccion automatizada conforme a las recomendaciones del fabricante.

Error en la distribucién de reactivos y muestras.

‘Error de programaclén.

Problema durante la fase de amplificacién.

» Compruebe la calibraclén de las pipetas.

+ Compruebe que se hayan utilizado los volimenes correctos.

+ Mezcle bien los reactivos y muestras antes de distribuirlos en los fubos de
amplificacion.

* Revise todos los parametros de programacién introducidos (canal de detecmén
medo, nimero de ciclos, temperatura y tiempo).
» Revise todas las etapas relativas al registro de las muestras.
« Compruebe las concentraciones almacenadas de los estandares de cuantificacién.
!
+ Compruebe el rendimiento témmico del instrumento segun {as recomendaciones del
fabricante.

+ Efectie siempre las tareas de mantenimiento preventivo del instrumento de PCR
en tiempo real segun las recomendaciones del fabricante.

. Compruebe gue los tubos estén cerrados y el anillo de fijacion del carrusel
Rotor-Gene® esté correctamente blogueado.

Error en el andlisis de los resuitados.

Error en ia interpretacién de los resultados.

» Compruebe el gjuste de Iz linea de umbral.

« En el caso de un andlisis basado en una curva estdndar importada, compruebe
que la curva importada es vélida.

« Compruebe que se han cumplido TODAS las condiciones de inlerpretacidn (véase
la seccidon “Validacitn e interpretacién de los resuftados®).

« Con Applied Biosystems: Compruebe que none eslé seleccionado en el campo
passive reference.

« Con LightCycler 2.0: Compruebe que los resultados obtenidos se hayan corregido
utilizande un archivo de compensacién de color valido previamente creado
utilizando el kit con ref. 71-103.

« Compare el resultado del control de extraccidn + inhibicién (IC2sample) para la
muestra considerada sospechosa con el resultado del control de extraccion +
inhibicion de referencia {IC2W0) {véase la seccion "Validacién e interpretacion de
los resultados™). )

Il
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14.2 AUSENCIA DE SERAL DE FLUORESCENCIA EN MUESTRAS POSITIVAS O CUANTIFICACION SOBRESTIMADA

» Descontamine el bloque enfriador mediante una luz ultravioleta.

+ Respete todas las recomendaciones del fabricante para la descontaminacion de
Contaminacion durante el experimento. los instrumentas para la extraccidon automatizada.
Solo el personal cualificado deberia manejar e! kit CMV R-gene®.
Use el reactivo RO incluido en el kit de forma paralela a las muestras extraidas
para identificar la etapa en la que se produjo la contaminacion.

« Compruebe |a calibracién de las pipetas.
« Compruebe que se hayan utilizado los volimenes correctos.
Mezcle bien los reactivos y muestras antes de distribuirlos en los tubos de
amplificacion.
« Revise todos los pardmetros de programacién introducidos (canal de deteccion,
. modo, nimero de ciclos, temperatura y tiempo).
Error de programacitn. + Revise todas las etapas relativas al registro de las muestras.
. « Compruebe las concentraciones almacenadas de los estandares de cuantificacién.

« Compruebe el ajuste de la linea de umbral.

En el caso de un andlisis basado en una curva estdndar importada, compruebe
que la curva importada es vélida.

« Compruebe que se han cumplido TODAS las condiciones de Interpretacion (véase
la seccitn "Validacidn e interpretacién de los resuitedos”).

« Con Applied Biosystems: Compruebe que none esté seleccionado en el campo
passive reference.

« Con LightCycler 2.0: Compruebe que los resultados obtenidos se hayan corregido

Ercor en la interpretacién de los resultados. utitizando un archivo de compensacién de color vélido previamente creade
utilizando el kit con ref. 71-103.

« Compare el resultade del control de extraccién + inhibicidn ({C2sample) para la
muestra consliderada sospechosa con el resultado del control de extraccién +
inhibicién de referencia (IC2W0) (véase la seccion "Validacién e interpretacién de
los resultados”).

Error en la distribucion de reactivos y muestras.

Error en &l andlisis de los resultados.

i

14.3 LAS MUESTRAS PARECEN INHIBIDAS
- - — b vl

CAUSAS POSIBLES ! SOLUCIONES

T -y . 7

Compruebe que las muestras se hayan mezclado bien antes de realizarse fa

extraccién.

Si se realiza la extraccidon de forma manual con el DNA Extraction Kit

{ref.: 67-000), respete el nimero de lavados y los tiempos de incubacidn indicados

en la seccién "DNA Extraction Kit".

Compruebe los materiales y protocolos que se utilizan para extraer muestras.

Los resultados del kit solo se validan para las extracciones descritas en la seccién

"Protocolo de extraccion de muestras”,

» Efectie siempre las tareas de mantenimiento preventivo de los instrumentos para
extraccién automatizada conforme a las recomendaciones del fabricante.

» En caso de obtener extractos coloreados y muestras inhibidas con NucliSENS®

easyMAG para la matriz de sangre total, es preferible usar el protocolo “Whole

Blood Viral Extraction”,

Problema durante la fase de extraccién.

» Aseglrese de que tedas las muestras probadas incluyen el mismo lote de IC2 y de
IC2W0.

EI IC2W0 no proviene de la misma extraccion. .
P » Cada extraccién deberia tener su propio IC2WQ.

{1;5:’;Eﬁ¢iencia__’_:h4 L o

ATENCION: Las caracteristicas de funcionamiento descritas han sido validadas y estan garantizadas si el kit se utllizé con las
técnicas de extraccién y los instrumentos de amplificacion recomendados en (a ficha técnica.

Como la premezcla de amplificacion de CMV (R5) se incluye tanto en el kit CMV HHVE,7.8 R—gene {Ref. 69-1008) como en el CMV R—gene
{Ref. 69-0038), ia eficiencia del pardmetro de CMYV se determind con cualquiera dg [os dos kits indifereniementa.

151 REPRODUCISILIDAD INTRAANALITICA

El estudio de reproducibilidad intraanalitica se realizé a partir de tres muestras de sangre total reconstituidas de la "muestra 1 de CMV de la
OMS” (cepa HCMV Merin). La muestra de CMV de la OMS se diluyé en sangre total probada como negativa para CMV en las siguientes
concentraciones: 750 000, 75 000 J 7500 coplas/mL. Cada dilucién se extrajo en 10 ocasiones durante la misma serie de extraccidn con el
instrumento NucliSENS® easyMAG® basandose en e! protocolo especifico B (140 pL de sllice) con 200 pl. de muestra y una elucién en; 50 pL.
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Los 30 extractos obtenidos se amplificaron en el dispositivo Dx Real Time System con la premezcla de amplificacién de CMV (R5) en u

experimento.
Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

| Cuantificacién
; OMS {cpsimL})

750 000 coplas
| CMVImL : 375267 5.57 0,08 1,39%

Muestra 1 de CMV de
1a OMS

, 75 000 copias
- CMVImL

41709

4,62

0,06

1.41%

, 7500 copias
. CMV/mL

6609

3.82

0,22

5,72%

Los resultados muestran coeficientes de variacion comprendidos entre el 1,39% y el 5,72% para una extraccién de NucliSEl@'easyMAG‘
basandose en el protocolo especifico B (140 L de silice), lo que demuestra la buena repetibilidad del kit.

15.2 REPRODUCIBILIDAD INTERANALITICA

=1 estudio de reproducibilidad interanalitica se realizé a partir de res muestras de sangre total reconstituidas de la "muestra 1 de CMV de la
IMS" (cepa HCMV Merlin). La muestra de CMV de la OMS se diluy6 en sangre total probada como negativa para CMV en las siguientes
concentraciones: 750 000, 75 000 y 7500 copias/mL. Cada dilucién se extrajo 5 veces durante 5 series independientes de extraccion y
amplificacion. La extraccion se realizé con el instrumento NUucliSENS easyMAG® basandose en el protocolo especifico B (140 pl. de silice) con
200 pt. de muestra y una etucidn en 50 pL. La amplificacién se realizé en el dispesitivo Dx Real Time System con la premezcla de amplificacién

de CMV (R5).

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Cuantificacién
OMS {cps/mL}

Muestra 1 de CMV de
fa OMS
OMS

750 000 copias
CMVImL

270153

543

0,03

061%

75 000 copias
CMV/mL

27 231

4,44

0,08

1.70%

7500 copias

2584

KRS

01

3,09%

CMV/mL
tos resultados muestran coeficientes de variacién comprendidos entre el 0,61% y el 3,09% para una extraccién de Nuc!iSENS"easyMAG‘
basandose en el protocolo especifico B (140 pL de sllice), lo que demuestra !a buena reproducibilidad del kit.

15.3 ESTUDIO DE LA GAMA DE LINEALIDAD DEL CMV

Uno de los problemas que plantea el diagnéstico del CMV es a gran diferencia de cargas virales presentes en [a muestra, en particular, en las
rmuestras de liquido amniético.

".a amplia gama de cargas virales en las muestras, en particular en el liguido amniético, nos ha llevado a comprobar la linealidad de nuestro
sstandar de cuantificacion mas alla del primer punto de la gama, es decir, 2,5.10° copias/mL para tas matrices de sangre total (la matriz mds
usado) y liquide amnidtico.

Para ello, una muestra de cultivo de MRCS infectada por la cepa AD169 de CMV positiva se diluyé antes de la extraccion en liquido amniético o
en sangre total negativa, La gama de dilucién abarca B log: de 1,43 log a 9,43 log de sangre total y de 1,45 log a 9,45 log de liquido amnidtico.
El instrumento de extraccién usado fue el NUCiSENS® easyMAG® y ta amplificacion se realizé en el dispositivo Dx Real-Time System.
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Los resultados se muestran en fos siguientes graficos:

Estudio de linealidad del matriz de sangre total

0,00 g - e

8,00 e, |
200 doee - ad ! La cuantificacién de CMV en la sangre total con los dISpOS!tIVOS
s L NucliSENS® easyMAG®/Dx Real Time System es lineal de ; 943 log

500 & {cp/mL) a 2,63 log (cp/mL). ‘
g !

Congcentracion tearica (fog)

4@ -
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00 s s et ) ]
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Congentracion calculada (lag) 5 t

Estudio de linealidad del matriz de liquido amniético

- . :

ROG % — La cuantificacién de CMV en liquido amniético con la combinacion de .

200 e o dispositivos NuchiSENS® easyMAG®/Dx Real Time System es lineal de :
A . yowmceduws | 945 log (cpimL) a 2,91 log {cp/mL).

P B — &

FTv o — B L8 . '

EL R

200 4.00 600 800 100

Concentracién calculada (log)

Concentracién tedrica (log)

15.4 SENSIBILIDAD ANALITICA |

La sensibilidad analitica o limite de deteccién del parametro de CMV se determind para una gama de diluciones del panel de la OMS {cepa
de HCMV Merlin) en sangre total. Las muestras se diluyeron en sangre total con EDTA previamente probada como negativa para CMV,

Las muestras contenian entre 1 a 1 x 10* copias/mL. 1

Cada dilucién se extrajo 15 veces con €l dispositive NUcliSENS® easyMAG” conforme a! protocolo especifice B, programa especifico B 2.01,
volumen de la muestra: 200 pL, volumen de la elucion: 50 plL y velumen de silice: 140 plL |

Los 15 extractos obtenidos en cada dilucién y en cada protocolo de extraccion se amplificaron con el dispositivo Dx Real Time Systerm con la
premezcla de amplificacion CMV (R5).

4
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La siguiente curva muestra el analisis Probit de los resultados obtenidos:
Sensibilidad analitica de CMV de sangre total (analisis Probit).

3 Sansibilidad analitica de CMV de sangre total
i (andlists Probit).

LoD @5% = 2,65

29 coplasiml

1,50 1,75 200 225 250 275
toglcoplasimL)

La curva muestra que existe:
- Un 95% de probabilidad de detectar el virus de CMV en la sangre total que contenga 446 copias/mL.
- Un 5% de probabilidad de detectar el virus de CMV en la sangre total que contenga 29 copias/mL.

15.5 ESPECIFICIDAD ANALITICA

La especificidad de reconocimiento de los cebadores y las sondas seleccionadas para la deteccion de los virus detectados por el kit se
determind conforme al analisis de las secuencias (viral, bacteriana y humana) presentes en las bases de datos. Se hizo la prueba en la
plataforma de PCR en tiempo real con estos virus: -

- Herpesvirus humanos: HSV-1, HSV-2, VZV, CMV, EBV, HHV-6, HHV-7, HHV-§;
- Poliomavirus: JCV, BKV,
- Adenovirus 12

=No se ha observado ninguna amplificactén viral con ninguno de estos patégenos salvo con aque! al que se dirige la premezcla.

NOTA: También se han realizado pruebas con ADN extraido de humanos y con muestras de sangre que hayan dado negativo en CMV.
Estas pruebas demostraron que las secuencias humanas no estaban amplificadas.

15.6 ESTUDIO CLINICO

1- Se ha realizado un estudio clinico retrospectivo a partir de 117 muestras de sangres total probadas en el Departamento de
Virotogla del Hospital de Caen, Francia. I

Las muestras, procedentes principalmente de pacientes que habian recibido un trasplante renal, se habian caracterizado prevramente
mediante el método de anllgenemla CMV ppULB3 (CINAk|t°) Se extrajeron ¢on el DNA Extraction Kit (ref. 67-000} incluide en el kit complelo
SMV HHV6,7,8 R-gene® (ref. §9-100). El mismo extracto se amplificd de forma simultanea con el dispositivo LightCyciert.0 con ia técnica de
PCR en tiempo real usada en el laboratorio y con el kit CMV HHV6,7.8 R-gene® (ref.; 63-100B).

*Quantitative anatysis of HCMV DNA load in whole bloed of renal transplant patients using real-time PCR assay_Gouarin S, et alJ Clin Virol. 2004
Mar;29(3):194-201.

Anélisis cualitativo de los resultados:
It I eni i v ® v CINAKI®:

82% de concordancia entre ambas técnicas

Antigenemia ngLsa
' CINAKIt
+ -
cMv + 89 20 109
HHVE,7.8
R-gene® - 1 7 8
90 27 117 X

Pagina 20/ 28

Eduardo Peluff
- kbMdrieux Argen i
APODERALO
DNI 28.167.514




ARGENE @ VK

El alto numero de detecciones positivas por medio del kit CMV HHV,6,7.8 R-gene® se explica por el hecho de que permite una deteccné

temprana del ADN viral gue la deteccidn por antigenemia.
El anAlisis de los resultados discordantes se ha podido realizar en garte al comparar ambos métodos de deteccién de ADN viral: la téchi
PCR en tiempo real del laboratorio y el kit CMV HHV6,7.8 R-gene”. Los resultades comparativos de estas dos técnicas se muestran en la

siguiente tabla:

Comparacién de los resultados obtenidos con el kit CMV HHV.6,7.8 R-gene® y la técnica de PCR en tiempo real del laboratorio (Gouaﬁn S et
al JCV 2004, 29 :45-52) |

PCR en tiempo real del
laboratorio
+ -
cmv + 108 1 109
HHVSE,7,8
&geneo - 4 4 8
112 5 117

96% de concordancia entre ambas técnicas de PCR en tiempo real. La comparacién permite afirmar:

- 18 de los 20 resultados positivos obtenidos con el kit CMV HHVE,7,8 R-gene®, pero negativos con el método de antigenemia CINAKIt® y una
nuestra positiva obtenida con el método de antigenemia (1 nicleo/200 000 células).

- 1 resultado negativo con 1as dos técnicas de PCR en tiempo real.

- Los otros 4 resultados discordantes entre CINAkit® y CMV HHV.6,7.8 R-gene {2 muestras < 5 nucleos/200 000 células y
2 > 5 nicleos/200 000 células) resultaron débilmente positivos con la técnica de PCR en tiempo real de! laboratorio (< 3100 coplasImL)

Analisis cuantitativo de [as muestras positivas obtenidas con las tres técnicas
La comparacién de las cuantificaciones obtenidas con el kit CMV HHVE,7,8 R-gene® y la técnica de antigenemia ppUL83 muestra una
dispersidn relativa de los valores. En cambio, la comparacion de las cuantificaciones obtenidas con las dos técnicas de PCR en hempo real

muestra una correlacidon bastante mejor.
Aparece claramente una diferencia en la cuantificacién de aproximadamente 0,7 log entre las dos técnicas, tal y como se muestra en Ia figura

inferior,

Comelacidn entre técnica de antigenemia/ CMV HHVE,7,8 R-gene™ Corralacion entra CMV HHVE,7,8 R-gena ki/Caen
?
¥ = 1,4300 ~ 1,083 § [ ‘s
R = 04067 * o H y = 0,6383x + 0,7208
. bl R? = 0,82 .

§ N [ T s
g & Yy H
B T N § 4
E ~. “ - 5 1

b g
s t £ b e s T 3
2 L XY §
3 . . 2
g ;
$ hd hd £ ]
¥ g
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o ' - h 3 3 ae Log (n.* de copiosimL do sangre Lo1a)-CMV HHVB,7.6 R-geno® i
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i

Promedio de la cuantificacién obtenida con las dos técnicas ‘
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o |
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2. Se ha realizado un estudio clinico retrospectivo a partir de 74 muestras de sangre total en el Departamento de Virologia del
Toulouse Hospital, Francia.
Las muestras, procedentes principalmente de pacientes que hablan recibido un trasplante renal, se hablan caracterizado prewamente
mediante la técnica de PCR en tiempo real del Iaboratono Se extrajeron con el instrumento MagNA Pure LC y amplificaron con
LightCycler2.0 mediante el kit CMV HHV6,7,8 R-gene® (ref. 69-100B).
*Automated Extraction and Quantification of Human Cytormegalovirus DNA in Whole Blood by Real-Time PCR Assay_ Mengelle et al. J Clin Microbiol 2003, 41, 3840-
~ 3B45)
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Anslisis cualitativo de los resultados: 7 0 & é‘

Comparacidn de los resultadgs obtenidos con et kit CMV HHV.6.7.8 R-gene® v [a técnica de PCR en tiempo real

PCR en tiempo real del
laboratorio
+ -
CMV + 57 5 62
HHVE,7,8 -
R-gene® - 8 4 12
65 9 74

82% de concordancia entre ambas técnicas de PCR en tiempo real.
Entre los 13 resultados discordantes, 10 presentan cargas virales inferiores a 1000 copias/mL de sangre. ~

Andlisis cuantitativo de las muestras positivas obtenidas con las dos técnicas

Comalacién entre la técnica Toulousefkit CMV HHV,7,8 R-gene®
2 ,00 — 0PSO
i
7.00 . . * |
. i
5 * ‘
‘2 6,00 .
2 y = 1,0042x + 0,0784 . !
% A= 07414
T 500 N *
z © e A
E . £l -
& 4,00 4 . L L
E . - -
2 -
=
5 300 A
E A L3N
7 - ., &~ .
g 200 1 .
g
£ 100 - .
=
5
.00 : v T v T T
0,06 1,06 2.00 3.00 4,00 5,00 6,00 7,00
Log {n.* de copias/mL de sangre tolal) —Toulouse

La pendiente de |a linea de regresidn de 1,09 muestra la buena correlacion entre ambas técnicas.

3- Se ha realizado un estudio clinico a partir de 218 muestras de sangre total en el Departamento de Virologia del Samt—Louls
Hospital, Paris, Francia.

Las muestras se tomaron de pacientes que habian recibido trasplantes de médula en el marco de ta actividad rutinarta del laboratoric y se
nalizaron de forma simultanea con el dispositivo ABI 7500 con la técnica de referencia del laboratorio y el kit CMV HHVE,7 8 R-gene Se uso
un mismo extracto obtenido con el dispositivo de extraccién MagNAPure LC para realizar los dos ensayos en paralelo. ;
1

1

Resultados de CMV : !

Analisis cuantitativo de ios resultados CMV_obtenidos con el kit CMV HHV.6.7.8 R-gene® en comparacién con la técnica de PCR en

tiempo real del laboratorio I
! I
1
I

l: PCR en tiempo reai del
Il‘ laboratorio
. + - !
+ 73 1 74 i
CMV HHVE7.8 _ 2 137 | 144
R-gene
Total 80 138 218

96% de concordancia entre ambas técnicas de PCR en tiempo real desde el punto de vista cualitativo.
Las siete muestras que dieron negative cen el kit CMV HHVE.7,8 R-gene® y positivo con la técnica de referencia del laboratorio tienen todas
cargas virales inferiores a 413 copias/mL (por debajo del nivel de sensibifidad del kit). Es estadisticamente posible que las muestras con una
carga viral inferior o igual al nivel de sensibilidad del kit salgan positivas o negatlvas Del mismo modo, la muestra que dic negativoe con Ia

técnica de referencia del laboratorio, pero positivo con el kit CMV HHVE,7,8 R-gene® tenia una carga viral de 289 copias/mL.




20841 - E — es = 2015/09

ARGENE @

Analisis de resultados de CMV con grupos de cuantificacion

7084

PCR en tiempo real del laboratorio CMV HHV6,7,8 R-gene”
Distribucién NS, 0a3000 | 3000a25000 | 220902 | 2300002

de los resultados de muestras copias/mbL copias/mL copiasimL copiasiml.
0 a 3000
copiasimL 180 178 2
3000 a 25 000
copias/imL 25 2t 4
25 000 a 250 000
copias/mL 13 1 9 3
250 000 a 2 500 000 0 0
copias/ml
> 2 500 000 0 0
copias/mL
TOTAL 218 178 24 13 3 0

Correlacén entra la técnica St Louia/kit CMV HHVE,T,8 R-gene®

. L} H 1 4 L *

E ¥ = 1,0657x - 0,2198 1
s R? = (,9201

% .

§ ]

F .

2

i

3

Log (m* de coplasimi. ca sangre tolaf) -S1 Louls

La concordancia entre los grupos de cuantificacién de CMV es del 95,41% (208/218). El anélisis de las diez muestras discordantes indica enla
siguiente tabla que la diferencia de cuantificacidn entre las dos técnicas es inferior a 0,5 log para todas estas muestras.

Una diferencia de esta [ndole no se puede considerar significativa si no se tienen en cuenta los resultados de la técnica de PCR en tlempo real
en términos de repetibilidad y reproducibilidad.

Diferencia de los resultados de cuantificacién entre el kit CMV HHV,6,7.8 R-gene® v |a técnica de PCR en tiempo real del [aboratorio

Cuantificacién

PCR en liempo real del CMV HHV6,7,8 R-gene® Delta
Copias/mL Log Copias/mL Log Log
2100 3,32 3131 3,50 0,17
2935 347 4212 3,62 0,16
16 549 422 33 862 4,53 -0,31
21 700 434 35 602 4,55 -0,22
23151 4,35 58 593 477 -0,40
24 629 439 38 474 4 59 0,19
32 056 4,51 11912 4,08 0,43
158 391 5,20 424 381 5,63 0,43
206 004 5,31 630 5396 5,80 -0,49
231 817 537 317 915 5,50 0,14

Aungue las dos técnicas de PCR en tiempo real amplifican regiones diferentes del genoma del CMV, la comparacién de los resultados de fa
carga virat de CMV muestra una correlacién perfecta entre las dos técnicas. \

4- Estudio retrospectivo sobra el liquido amnidtico en el Departamento de Virologia del Necker Unlversity Hospital - Laboratorio
asociado: Centro de Referencia Nacional para el Citomegalovirus {Red de Hospitales Piblicos de Paris, Francia).

Se analizaron 138 muestras de liquido amnidlico de mujeres embarazadas para las que se habla solicitado un diagnéstico de CMV con la
técnica de PCR en tiempo real del laboratorio (Leruez et al. J Clin Microbiol 2003 May; 41(5): 2040-6) y el kit CMV HHV6,7,8 R-gene®, De estas
muestras, 38 se habfan catalogade como positivas para CMV y 100 negativas para CMV (de las cuales 2 eran positivas para el Parvovirus
B19) en el primer intento y mediante la técnica de referencia.

Pagina 23 7 28
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Se extrajeron y diluyeron 200 pL de muestras en 100 pL con el autdémata MagNaPure y después se amplificaron con ABI Prism. C
fue probada en estado puro y diluida al 1/10.

Los resultados de! estudio retrospectivo muestran una concordancia del 99% entre las dos técnicas.
La dnica muestra discordante muestra una carga viral muy préxima al limite de
sensibilidad, En una segunda prueba, resultd ser negativa con ambas técnicas.

PCR en tiempo real del
laboratorio
+ -
+ 37 0 37
|_CMV R-gene” - 1 100 101
Total 38 100 138

De las 100 muestras que se detectaron como negativas previamente con las dos técnicas, una se habla inhibido y no se podia volver a probar
por falta de material.

De las 37 pruebas que se detectaron como positivas previamente con las dos técnicas, se detectdé un nimero poco habitual de muestras
inhibidas. Oe hecho, 24 muestras se habian inhibido (contral de inhibicidn negativo o no contenido en las especificaciones) como resultado de
una carga viral de CMV muy elevada. De esta forma, constatamos que las cargas virales de CMV en las muestras de liquido amnidtico eran
extremadamente altas.

Sntre estas 24 muestras, 19 extractos contaban con el volumen suficiente como para que se pudieran realizar mas pruebas en diluciones de
/100 y 1/1000. Las diluciones de 1/100 o 1/1000 de los extractos se usaron para disipar las inhibiciones causadas por CMV excesivo y para

cuantificar las muestras. '

El conjunto de estos resultados nos ha permitido definir un protocolo especifico para el liquido amnidtico gue pemmile, en un primer momento,

dar un resultado cualitative de manera sistemalica (y a veces un resultado cuantitativo) y, en un segundo momento, un resultado cuantitativo,

tal y como se describe en el apartado de “Interpretacion de los resultados - Para el liguido amnidtico”™ .

16. informe de prueba en paneles

Con motivo de la campafa europea de control de CMV propuesta por €t QCMD en 2013, se probaron mediante un método ciego 10 muestras
para el panel de CMV con el kit R-gene®. 200 pL de cada muestra se extrajeron con el NucliSENS® easyMAG® y se amplificaron con el ABI
7500 Fast con la premezcla de amplificacion de CMV especifica,

& h?g::g)a | Resuttados de Qcmp Reémggis;ggcmv Deita Log
o cp/ml Log cp/mb | Log
CMV 13-01 | CMV (AD169) 875 2,94 851 2,93 -0,01
CMV13-02 | CMV (AD169) 8570 3,93 7375 3,87 0,07
CMV 1303 | CMV (AD169) 460 2,66 437 2,64 -0,02
CMV 1304 | CMV (AD169) 90 1,95 79 19 005
CMV 13-05 Negativa - - - - - ,
CMV13-06 | CMV (AD169) 162 2,21 145 2,16 -0,05
| cMV 1307 |  CMV (AD169) 826 2,92 811 2,91 -0,01
| CMV 13.08 CMV (RS75) 437 2,64 382 2,58 -0,06
CMV 13-09 CMV (RS75) 310 2,49 203 2,31 -0,18
| CMV 13-10 CMV (RS75) 2004 3,30 1563 3,19 0,11

= 100% (10/10) de las muestras probadas concordaban con los resultados esperados. i

En el panel de CMV 2013, 9 de las 10 muestras eran CMV positivas. i
La muestra negativa se confirmé como tal con la ayuda de! kit CMV R-gene® La deteccién de muestras con un reducido contenidé viral de
CMV ((LMV13-O4 a razdn de 90 copiasimlL y CMV13-06 a razén de 162 copias/mL) pone de manifiesto la correcta sensibilidad de! kit CMV
R-gene”,
En términos de cuantificacién, se observa una excelente correlacién con los resultados del QCMD con los delta logs comprendidos entre -0,01
y -0,18 log. )
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