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BUENOS AIRES, @ '1 OC, 2016

VISTO el expediente N° 1-47-3110-952/16-1 del Registro de la

Administración Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnología Medica y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIOARS S.A. solicita autorización

para la venta a laboratorios de análisis clínicos del Producto para diagnlstico de
I ,

uso "in vitro" denominado CMV DNA QUANTITATION (QT) 2' GENERACION/. , I
ENSAYO DE PCR EN TIEMPO REAL DE SEGUNDA GENERACION RARA LA

DETECCIÓN CUANTITATIVA DEL -ADN DE CITOMEGALOVIRUS EN MJESTRAS

HUMANAS (SANGRE, PLASMA Y LÍQUIDO AMNIÓTICO) ,

las

Que a fojas 80 consta el informe técnico producido por el

Productos para Diagnóstico que establece que los productos

condiciones de aptitud requeridas para su autorización.

Servicio de

reJnen

,

Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la inte'rvención '

de su competencia, .,

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N°

16.463, Resolución Ministerial NO145/98 Y Disposición ANMAT N° 2674~99,

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

<f' Decretos N° 1490/92 el por el Decreto NO101 de fecha 16 de diciembre 6e 2015,

'£' /(
I
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DIS?OSICION N° t t O 3 9,
I
I

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

DISPONE:

ARTÍCULO 1°,- Autorizase la venta a laboratorios de análisis c1ínTos del

productos de diagnostico para uso in Vitro denominado CMV DNA QUANTITATION

(QT) 2' GENERACIÓN/ ENSAYO DE PCR EN TIEMPO REAL DE SJGUNDA

GENERACIÓN PARA LA DETECCIÓN CUANTITATIVA DEL AdN DE

CITOMEGALOVIRUS EN MUESTRAS HUMANAS (SANGRE, PLASMA Y ~QUIDO

AMNIÓTICO)en envases que se detallan en el Anexo, con una vida útil dieDOCE

(12) meses desde la fecha de elaboración, conservado entre 2-8 oC ; el que será

elaborado por DIA. PRO. Diagnostic Bioprobes Srl. Via G. Carducci n027. 20099

Sesto San Giovanni. Milán. (ITALIA) e importado terminado por la firma IOARS

S.A. Y que la composición se detalla a fojas 22.

ARTICULO 20.- Acéptense los proyectos de rótulos y Manual de Instrucciones a

fojas 44 a 76. Desglosándose fojas 48 a 52 y 59 a 64 debiendo consta~ en los

mismos que la fecha de vencimiento es la declarada por el elaborador imJreso en

los rótulos de cada partida.

ARTÍCULO 30,':' Extiéndase el Certificado correspondiente.

ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MEDICA se reserva el derecho

ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE MEDICAMENTOS,

de reexaJinar los
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métodos de control, estabilidad y elaboración cuando las circunstancias así lo

determinen.

ARTÍCULO 5°,- Regístrese, gírese a la Dirección de Gestión de información

Técnica a sus efectos, por Mesa de Entradas de la Dirección Nacilna' de

Productos Médicos notifíquese al interesado y hágasele entrega de lb copia

Iautenticada de la presente Disposición junto con la copia de los proyectos de

rótulos, manual de instrucciones y el certificado correspondiente. cJmPlido,

archívese.-

Dr. ROBERTO Ll:DI!I
Subadmlnistrador Nacioaal

A.N.M.A:T.
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EXPEDIENTE NO 1-47-3110-952/16-1

DISPOSICIÓN NO:
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ANEXO

Expediente N° 1-47-3110-9S2/16-1
, I

PRODUCTO/USO: CMV DNA QUANTITATION (QT) 2' GENERACION/ ENSrO ~E

PCR EN TIEMPO REAL DE SEGUNDA GENERACIÓN PARA LA DETECCION

CUANTITATIVA DEL ADN DE CITOMEGALOVIRUS EN MUESTRAS HuLANAS

(SANGRE, PLASMA Y LÍQUIDO AMNIÓTICO).

PRESENTACIÓN: ENVASES POR 2S, SO, 100 Y lS0 DETERMINACIONES,

CONTENIENDO:
25 50 100 150

DETERMINACIONES DETERMINACIONES DETERMINACIONES DETERMtNACION S,
MEZCLA MAESTRA II x 0.40 mi Ix 0.825 mi 2 x 0.825 mI 3 x 0.825 mi
(COMPONENTE A)

CEBADORES/SONDAS
6 viales liofilizadoJI vialliof¡Jizado 2 viales liofilizados 4 viales liofilizados

(COMPONENTE B) I
AGUA GRADO

MOLECULAR 2 x 1.50 mi 4 x 1.50 mi 5xL50ml 7xlSOml

(COMPONENTE C)

CONTROL NEGATIVO
I x 1.50 mi Ix 1.50 mI 1 x 1.50ml 1 x 1.50 mI

(I\'TC)

ESTANDAR
6viales liofili,zados t2viales liofilizados 4viales liofilizados 4viales liofilizados

CUANTITATIVO (STD)

CONTROL INTERNO
6 viales liofilizadosI vial liofilizado 2 viales liofilizados 4 viales Hofili:mdos

(lC)

DISPOSICION N°:

Id

11039
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Nombre del producto:
CMV DNA QUANTITATION (QT) 2nd Generation

(

11
PROYECTO DE ROTULOS EXTERNOS

07 OCT 2O'J
I

25 pruebas

G d ~ Clli 'ji
0000.00 DOOO.OO I:'"26

n CMV DNA CMVDNAQuanlitalion 2nd Gcncration
~ Reagenl&IReagenliIReactif$z ReagenZlenlRellctlvo!JResgll!ntcs

~ Quantitatlon 2nd Generation n OOMPONENTA (A) n" , 0.40 mI
~ ILOTI 0000 ICOMPONENT8 IBI n"1 lyoph.

" COMPONENTe- (el '"2 '.5 mlg
REF: CMVONAQT.;/:Q_CE.2~

~tite n"1 1,6 mi

"'.%'.~E ~
STO n"2 Iyoph.

111
Clo,'r~ OllgM.tk Illop,ol>Ulit INTERNAL CONTROL (IC) n"' Iyoph.
I'l' b~JW.n.~)II!< ,l. tO" «•••'>01(YI~fi.1¡

~ LOT\11:.ItWIX>lllll""')1 olll~ml mmaa
.".J:I",t4",~,.lt 03\.

50 pruebas

GJ d ~ []J w I0000.00 0000.00 :l> 60
I

n CMV DNAI CMV DNA QuanUtatlon 2nd Generalioll
ReagentsIReagentURNCUfs

Quantitation 2nd Generation RNgCnZlenlReactlvosIReagentes
" COMPONENTA• (A) '"' 0.025 mI" in ILOTI 0000 COMPONENTB (BI ," 2 lvoph.
~ COMPONENTe (el nO' 1.6 mi• NTCREF: CMVONAQT.20.CE o n"' 1.5 mi--r.... "111

OJ•.P,. 1l1.~n.,lk Iloprob•• ,11 ~
STO ,0 , Iyoph.

\01,(:"1",,, 17.~'; I,'l> l.IAO:.••.,"1 ("'l"''1 ''"" (€ INfERNAL. CONTROL. (IC) ,"2 Ivoph.hl::'lI0Im"l,," ""'''9Ilf;~rnl ~ LOT m"",.,"",lrJ!~.;->~.\ ,
011111 ' .

100 ruebas

B d S cm 'ij I
I

0000.00 0000-00 1:= 100

n CMV DNA~ CMV ONA QUlInutation 2nd Gcneralion
z ReagenlsIReagenlllReac;tirs
~

Quantitation 2nd Generation
Re.agenzjenIReac;UvosIReagentes

h

ICOMPONENTA {A) n° 2 O.a25 mI

~ ILO]
COMPONENTB lB) o", Iyoph.

0000 COMPONENTe ,el n° , 1.6m1

~ S NTe n"' 1.') mi
REF: cMVONAQT.20,CE,100 %ct"u p STO n", Ivoph.

MIl
OI•.Pro llllOM,II,al~prohn orl ''"' (E • INfERNAL CONTROL (IC) n" , lyoph.
VI. C"""Jl<~ 11 •"(~II"I.$'" o:•• ,-.nII\\fltl'f "I,lo.)t~lllMttll ~'" ,'i~i»)ml • lOT m"",',.","1 t-l<C".;tol llMe

,

.

(
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'r::-I:~ d ¡;¡ O!J
0000-00: 0000.00

150 rl,lebas

W
L:" 160

CMVDNA
Quantitation ,2nd Generatlon

ILOT I 0000

(1318

r'~C~Mv;¡;;~D~N~A~Qu;;::.=n=I~.,='=;o=n~2~n=d~G~e-n-e-,.~17'0-n'
ReagentsIReagentllReactlrs

R"~~nz.lenIReadl.•.osmea;:"entes
COMPONENTA (Al n.; 0.8260111
COMPONENTB lB) n" , Iyoph.
COMPONENTe (C) ,"1 1.6 mI
NTC ,"1 t.6 mI
STO " , lyoph.
INTERNAL CONTROL (Iel n" • Iyopll.

LOT mmaii'

Establecimiento Elaborador: Dia.Pro Diagnostic Bioprobes S.r.1. - Via G. Carducci, 27 - 20099 Sesto S.
Giovanni (Mi) Italia,
Establecimiento Importador BIOARS S.A. - Estomba 961/965 -Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Director Técnico: Dra. Claudia E. Elchevés • Bioquímica- Matricula Nacional N~ 7028
Uso Profesional Exclusivo. Autorizado por la A.N.MAT. Certificado W

,
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PROYECTO DE RÓTULOS INTERNOS

Nombre del roduclo:
CMV ONA QUANTITATION QT 2nd Generalion

Mezcla maestra

OIa.P,o $11

[!J 0.400 mil,
. I

~ mm-aa:-llQT ~mmas ~

%''''C;' •• ' ;;"~
. . J;I.'\'"e... ~. I

25 pruebas

Cebadores/sondas liofilizados
. , '''uPro~u,,'
'!<!(;M~rrAQT'

¥ "",' " !1"J"
j!!'L!1~60iJl1'"
U"'" "hoT Ioo~~IV"" .-e ••o' ~"\;

~c••.•.•4 dMa>

Agua grado molecular Control negativo
--¡j¡;Pro ,rI

1NTc11,5 mI]
~ tJ<,.ot< 00 (~OTI0000

v.rca,.
"r-c.", -4 AI.1J'tf1C

~- -~-~----
Control interno liofilizado

~ 201•••11LOr Io'" 1
1IIr .,." ••.

'.7c~4 AUAC )

ih '1' '11

!••• ~'

Estándar cuantitativo liofilizado

50 pruebas
Cebadores/sondas liofilizados ,Mezcla maestra

, , • -',\ ""-:-biLPio'tif--', -.""DiaPco :;11,

(KJ 0.825 mIl I "'CNiVÓNA'Glt
I ,'OO¡¡<ltirl" ,",

,
~ÍlUjh1~I<orlmm•• ,

~ ••••."ILor'oo~~--r''''." "* .'.e...... .l,u.-a.t-4 -iL %"'<:'>1' -J¡5
:)"-(:fttrl CNViCB-- -

CMV ONA QUANTITATlON (QT) 2nd Generation; Producto Dia.Pro Diagnoslic BioProbes S.r.!.
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Agua grado molecular

~---- '~OJa.&J> •.••

e 1.6 (mi
~ 0000. 00 IlOT I0000

Ir "'0... j
-315"C10th -"'1 AWC- - ---

Control negativo

nliPl.) vi

ItlTcl1.5 mIl
~ ••••.•• (I2T I0000

&r'~rc111"
.re •• -4 All.JNlC

Control interno liofilizado

~ 2011l~1jlOT 10715

V 'l'~••••

'l'1;"''''''-¡' AU.nC

Estándar cuantitativo liofilizado CF+SJ
I
i,

100 pruebas

I
I,

Mezcla maestra

Di.Pro '511

[!10.1125 mil ,
'lJ 'lÍi mm-aa ILOTlmn'l38 !, , I

--f •.e.... ""'ok
"'A."

2~:~_ All~-t. _J

Cebadores/sondas liofilizados

ot»lO ~.t
CMVONAQT
.~ 60 1111
~ OC!Of-OlJllaTloo~

Ilrt--e ••• ~~
?c,",ln4 o.IWC8 I

•,
Agua grado molecular-,- _._]

O1,I.P..rP:_J.lt .

L[£].M iJIil I
~ 000""" [¡of] 0000

X"'o." I. . I
.;J5,'C........ 4UJC I

Control negativo
--oüpi-li 'Sll" --,'ª1,5 mlj

~ ••••.•• ü£D 0000 j
, lr'Ir'(;r.lI'

IYC."''';¡ ~
--

Estándar cuantitativo liofilizado Control interno liofilizado

BIOARS S.A.
BIOO. CLAUDIA ETCHEVE1'

DIRE'Cl(lk rr:r:"lIO""
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Control interno liofilizado

Mezcla maestra

Dia.Pro ~rt

00 0.826 mIl
1 ~ rnm-aa ~I..oi]mmaa !

. 1.'"O.P 7I."z \
JGIOIlI4 AL:L~".,.
Agua grado molecular

Estándar cuantitativo liofilizado

150 pruebas
Cebadores/sondas liofilizados

oll.P.o $.JI
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[[l 60!J! I

~ ••••• 00 ILO<IOÓ~,~
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~ t010..Q7(iOT] 01'&
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Establecimiento Elaborador: Dia.Pro Diagnostic Bioprobes S.r.!. - Via G. Carducci, 27.20099 Sesto S.
Giovanni (Mi) Italia.
Establecimiento Importador BlOARS S.A. - Estomba 961/965 -Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Director Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés ~Bioqu{mica~ Matricula Nacional W 7028
Uso Profesional Exclusivo. Autorizado por la A.N.M.A.T. Certificado W

CMV DNA OUANTITATION (OT) 2nd Generation; Producto Dia.Pro Diagr'lOstic BioProbes S.r.1. . i/
,////;;,, l' JJlíPvVv r/':h ,,/¡;t!.u-W

()/tit0BIOARS S,A,
BIOO CLAUDIA ETCHEVES

OlRFCTOR TECNICO



I

¡

I

C.2.','.3 f"':'!. ~B,OQ. CLAUDIA e . z..~_
DIRECTOR T CN;~cF''''

"GI\t~~
Foch" 07/2013 1'\ .~,

--~

1~039

Rev.: O

REF. CMVDNAQT.2G,CE
25/50/100/150 pruebas

- Uso exclusivo para diagnóstico "in vitro"-

-''''''''''''''"- .,,,._ ... _"""", """""''''''''''''"''-- """""'-1

~~~~~~2oprobes Sr. li

l
,

Via G. Carducci na 27
20099 Seslo San Giovanni
(Milán) - Italia i

Teléfono +39 02 27007161 1

1

,

Fax +39 02 26007726
e-mail: info@diapro.it

____ "",,,,,,,,,,,,, __ ,,,,,,,,1

PCR en tiempo real
para la cuantificación del

genoma del CMV

l'

I,,

CMVDNA
QUANTITATION (QTj

2a Generación

¡ Doc.; I INS CMVDNAQT.2G,CE/espl Página I 1 de 10

[

mailto:info@diapro.it


Doc.: INS CMVDNAQT.2G.CE/esp Página 2 de 10 Rev.: O Fecha: 0712013

. ,

1I ADN DE CMV I
A. OBJETIVO DEL EQUIPO.
El equipo PCR en tiempo real de segunda generación para
cuantificación (Ql) de ADN del CMV, Código
CMVDNAQT.2G.CE, esté diseñado para la detección
cuantitativa de AON del citomegalovirus en muestras humanas
(sangre, plasma, liquido amniótico) con control simulténeo de
la reacción de extracción/amplificación mediante un control
interno (IC). El ensayo CMVDNAQT.2G.CE se ha normalizado
según la 1" Norma Internacional de la OMS para HCMV
(NIBSC código 09/162) con el fin de expresar también la
concentración de las muestras en unidades internaciones
(IUlml).
El equipo se ha adaptado para el uso en termocicladores
Real~Time y AS! 7500 Sequence Dejactlon 8yslem@(software
SOS, versión 1.3,1, Applied Biosystems n.'), Miniopticon@
(software CFX manager, versión 1.6, Biorad™-), MX3000P
(software MxPro, versión 4.01, Stratagene™.") o CFX96
(Software CFX manager versión 1.7, BioradTM.').

• A¡JpIIOOEll00ySlllmses o.na marca ~al rejstm;Ja y ABI PRISM" es <ni marca
iXImerClalde A¡JpI••••Gapaaljon o sus !ieles an EE UU ylo0/01obus paises detemJrIIIi:bs,
•• Blorad .S una maree.OOrTlOrcialregislrada
'''Slralagene es una marea oomerelal registrada.

B. INTRODUCCiÓN,
El citomegaiovirus humano (HCMV) es un miembro ubicuo de
la familia de herpesvirus humanos.
Los datos clínicos indican que el HCMV infecta varios tipos de
tejidos y células y, por lo tanto, es responsable de numerosas
complicaciones clinicas, Dependiendo del tipo de tejido y del
estado inmunológico del huésped, ei HCMV participa en tres
modos distintos de infección: infecciones agudas con un
crecimiento altamente productivo, infecciones persistentes con
bajos niveles de replicación e infecciones latentes en las que
no se produce progenie viral, El mecanismo de reactivación es
desconocido en gran parte, pero parece estar muy relacionado
con el control inmune deteriorado dei virus. Por esta razón, el
CMV es uno de los patógenos oportunistas más comunes que
complican el cuidado de los receptores de transplantes.
Potencialmente, es Lrla causa importante de morbilidad y
mortalidad.
Con un gemma de ADN lineal de doble cadena de >230 kb, el
HCMV es el mayor miembro de la famma de herpesvirus humanos.
Dentro de la familia, el HCMV es el prototipo del subgrupo
herpesvirus b, que incluye los herpesvirus 6 y 7.
El tratamiento de la enfermedad del CMV con medicamentos
antivirales especlflCOS, como ganciclovir y foscamet, reduce la
gravedad de la enfermedad y la mortalidad en estos
pacientes, Se han desarrollado estrategias antivirales
profilácticas y preventivas con ei objetivo de evitar ei
tratamiento agresivo de la enfermedad establecida en el
órgano afectado.
La cuantificación de la carga viral de ADN de CMV define de
forma especifica la progresión de la enfermedad. Los ensayos
basados en PCR en tiempo real pueden cuantificar el ADN
viral de forma precisa y sin el manejo de una muestra post-
peR, proporcionando resultados rápidos y un riesgo
realmente bajo de contaminación cruzada para la muestra en
evaluación.

El Control Interno (IC) heterólogo sirve como control de
extracción/amplificación para cada muestra procesada
individualmente con el fin de identificar inhibidores de la
reacción.
Se suministra una curva estándar que permite la
determinación de la carga viral.

D. COMPONENTES
El formato estándar del producto, Código CMVDNAQT.2G,CE,
contiene reactivos suficientes para realizar 50 pruebas.

, _"" - .
CMVDNAQT.2G.CE

Compon,ente Contenido
50 reacciones.

A

CóDIGO: ALUMM4

Mezda maestra Vales n.Q1/0,825 ni
cóDIGO COlOR:
TRANSPAREIfTE

I
VlBlesn.Q2 IB

(Disolver con el
CÓDIGO: CMVICB Cebadores/son

CÓDIGO COLOR: volumen de AlUC
das iiofiizados

AMARILLO indicado en la

etiqueta del vial)
C

Agua grado
CÓOlGO: ALL.C VlBlesn.Q4/1,5 mi

CóDIGO COLOR: GRIS moleaJar

NTC

CÓDIGO: AL1JNTC
Control negativo Vales n,Q1/1,5 mi

CóDIGO COLOR:

BLANCO

BID Vialesn.Q4
Estándarde

Estándar (Disolver con elcuantfficaciÓll
(6x1a'copiasllJl or cuantilalivo volumen de AlUC

6.0x104IU/¡J1)
liofilizado indicado en ia

CóDIGO: CMVlSm etiqueta del vial)CÓDIGO COLOR: ROJO
IC Vialesn.Q2

ConIrollntemo
Control interno

(Disolver con el

volumen de AL.UC
liofilizado

CóDIGO: AUJlC indicado en la
cóDIGO COLOR: VERDE etiqueta del vial)

Instrucdones
Manual de instrucdones 1

de""

Nota Importante: A petición, Dia.Pro puede suministrar
reactivos para 25, 100, 150 pruebas, como se indica a
continuación:

C. PRINCIPIOS DEL. ENSAYO,
El equipo CMVDNAQT,2G,CE se basa en una qulmica en
tiempo real que utiliza cebadores y sondas especificas,
El ADN de CMV, recuperado de una muestra biológica en
investigación en una fase de extracción, se amplifica utilizando
un sistema de amplificación en tiempo real. El producto
amplificado se detecta y se cuantifica comparándolo con la
curva estándar, utilizando una sonda con tinte indicador
fluorescente especifica para una secuencia genómica única
deICMV.

2

1~nteA lo1a1n'1/0,4m ~n.°210,1l25m Vlalesn03l0,1l25m
2~ntea n.' l'Ial \II$$n.4 lo1a1esn"6
3.~C Vialn,0211,5m Vlaln0411,5m 1A¡jn.'711.5m.~, Vialn,"ll,5m lo1a1n" 11,5m 1A¡jn.'ll1.5m
a,le "'1 vial lo1aies"'4 \Aáe$n,'a
7,510 ~.. lAaies"'4 \Aáe$n'ij
a MInA ilsno:c. o". o". o".
Númertlde ••••• 3 .00 .00 ,
~~ ~w '. A
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E. ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD
El equipoCMVDNAQT.2GCEdebe almacenarse a +2 .. ,8 "C.
Una vez disueltos, el Componente B (código CMVICB) y el
Componente le (código AlUIC) se mantienen estables
durante 1 mes a -20 oC, Una vez disuelto, el Componente
STO (código CMVISTD) se mantiene estable durante 2
semanas a -20 oC. Si lOS componentes se van a utilizar solo
de forma intennitente, deberlan congelarse en alícuotas.
Evitar ciclos de congelación/descongelación repetidos. Solo se
permite descongelar una vez.

F. MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS.
1 Micropipetas calibradas (0,5 !JI < volumen < 1000 f.ll)
2. Equipo de extracci6n de AON
3. MG EIOH
4. Bloque térmiCO
5. Microcentrifuga
6. Racks para tuboS
7. Puntas filtradas estériies con barrera contra aerosoles
8, Microtubos libres de nucleasa
9. Microtubos de 0,2 mi o microplacas PCR recomendados

por los fabricantes de los instrumentos PCR en tiempo
re,1

10. Guantes desechables, sin polvo
11. TennocicJador Real-Time PCR (")
12. Papel absorbente,
13. Vórtex o similar.
('l Atención: Se debe realizar de forma rutinaria una callbra"ón válida de lo.

Mies puros (.rchI'o del com»onenle dal eepectro puro) , del fondO (arehlll<ldol

componentede l""dO)

G. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
1. El equipo sólo debe ser usado por personal técnico
adecuadamente entrenado, bajo la supervisión de un médico
responsable dellaboralorio.
2. El personal técnico debe tener ma amplia formación en el uso
de termocídadores Real-Time, en la manipulación de readivos para
biología molecular y en los protocolos de ampliflCaci6n de PCR en
~empo real.
3, El equipo debe utilizarse en un laboratorio certiiicado y
homologado por la autoridad nacional en este campo (Ministerio de
Sanidad o entidad similar) para realizar este tipo de análisis.
4. Todo el personal que participe en la realización de los ensayos
deberá llevar la Indumentaria protectora adecuada del laboratorio,
guantes sin polvo y gafas. Evitar el uso de objetos cortantes
(cuchillas) o punzantes (agujas). El personal debe ser adiestrado
en procedimientos de bioseguridad, según ha sido recomendado
por el Centro de Control de Enfermedades de Allanta, Estados
Unidos, y publicado por ellnstiluto Nacional de Salud: "Biosafely in
Microbiological and Biomedical Laboratories", ed. 1984.
5. Todo el personal involuaado en el manejo de muestras debe
estar vacunado contra HBV y HAV, para lo cual existen vacunas
disponibles, seguras y eflcaces.
6, Se debe controlar ei entorno del laboratorio para evitar la
contaminaCIónpor polvo o agentes microbianos en el aire.
7. Los componentes A y B son sensibles a la luz. Protegerlos de
la exposici6n a la luz intensa.
8. Evitar vibraciones de ia superficie de la mesa de trabajo doroe
se realiza la prueba.
g. Tras ia recepción, conservar el equipo a una temperatura
entre 2,8 OC en un refrigerador o en una cámara de refJigeradón
con control de temperatura,
10. No intercambiar componentes de diferentes lotes ni tampoco
de diferentes equipos del mismo 100e.
11. Comprobar que los reactivos no contengan precipitados ni
agregados en el momento del uso, De darse el caso, informar al
responsable para reaíizarel procedimiento pertinente y reemplazar el
equipo,
12. Evitar contaminación cruzada entre muestras usando puntas
desechables y cambiándolas después de cada uso,
13, Evitar contaminad6n cruzada entre los reactivos del equipo
usando puntas desed1ables y cambiándolas depués de cada uso.

3

14, No usar el producto después de la fecha de caducidad
iroicada en la etiqueta del envase externo.
15. Tratar todas las muestrcls como potendalmente infedivas.
Todas las muestras de sangrelplasmalllquido amniótico humanos
deben ser manipuladas al nivel 2 de bloseguridad, según ha
recomendado el centro de control de enfermedades de Atlanta,
EE.UU., y de conformidad con \o publicado por los Institutos
nacionales de la salud: "Síosafety in Microbiologica\ and Biomedical
Laboralories", ed. 1984.
16. Almacenar y extraer las muestras separadas de los demás
reactivos y usar un espado separado para su manipulad6n
17. Disolver los reactivos IkJfllizadoscon la cantidad correcta (rnicada
en las etiquetas) de componente C (código:AUJC) s\JT1inistradocon
el equipo.
18. Llevar a cabo todas las operaciones lo más rápido posible,
manteniendo los componentes en hielo o en un bloque de
refrigeraOO1.
19. El flujo de trabajo en el laboratorio debe ser unidireccional,
comenzaroo en la zona de extraa:i6n y avanzando hasta la zona
de ampiificad6n y de análisis de datos. No devolver las muestras,
equipos o reactivos a la zona donde se hayan realizado las fases
anteriores.
20, Se recomieroa el uso de material plás~co desed1able para la
preparad6n de los componentes liquidos y para la transferenda de
los componentes a ios diferentes equipos automatizados para evitar
contaminación cruzada. í
21 Los desechos producidos durante el uso del equipo deben ser
eliminados según lo establecido por las directivas nacionales y las
leyes relacionadas con eIlratamiento de los residuos químicos y
biológicos de laboratorio. Especiaimente, los desechos liquides
procedentes de los procedimientos de extracción de muestras
deben ser tratados como material poIendalmente infea:ioso y
deben ser inactivados antes de su eliminación, No poner en
contado con lejla los desechos de la extracción. ,
22. En caso de derrame aa:idental de algún producto, se debe
utilizar papel absorbente embebido en lejía y posteriormente en
agua. El papel debe e~mínarse en contenedores designados para
este fln en hospitales y labol"atorios.
23. Otros materiales de desecho generados (por ejemplo: puntas
usadas para las muestras) deben ser manipulados como
polencialmente infecciosos y deben eliminarse de acuerdo con las
directivas y leyes nacionales sobre los residuos de laboratorio.

H. MUESTRA: PREPARACIÓN Y RECOMENDACIONES
1.Extraer la sangre asépticamente por punción venosa y preparclr el
plasma según las témicas estándar de los laboratorios de análisis
dínicos.
2. La recogida del liquido amnió~co debe realizarse después de 15
semanas desde el inielo de la gestaci6n, bajo control de uKrasohido
continuo, siguiendo las pautas dínicas establecidas y aprobadas.
3. No se ha observado ninguna influencia debida a la preparación
de la muestra con citrato o EDTA
Atención: La heparina (>10 IU/ml) afecta a las reaa:iones de PCR
Las muestras recogidas en tubos que contengan heparina como
anticoagulante no deben usarse. Por lo tanto, las muestras de
pacientes heparinizados no deben usarse.
4. Evílar cualquier adición de conservantes a las muestras, ,
5. Las muestras deben ser identiiicadas daramente mediante
código de barras o nombres, a fln de evitar errores en los
resultados. ,
6. Las muestras hemolizadas (color rojo) o hlperlipémicas (aspecto
lechoso) deben ser descartadas para evitar falsos resultados al
igual que aquellas donde se observe la presencia de precipitados,
restos de fibrina o filamentos microbianos.
7.EI plasma y el liquido amní6lico, si no se usan inmediatamente,
deben almacenarse a una temperatura de -20 'C a -80 'c tras la
extracción, Las muestras pueden almacenarse a --80oC durante
varios meses. Las muestras congeladas no se deben descongelar
más de una vez, ya que podrta afectar al resLltado de la pruel;la.
8. Las muestras de plasma para extracción de ADN odeben
recogerse en EDTA, de acuerdo con los procedimientos comunes
del laboratorio, y transportarse y almacenarse a una temperatura de
+2 oCa +8'C durante un periodo máximo de 4 horas. Las muestras

I
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de plasma pueden almacenarse a -20 oC durante un periodo
máximo de 30 dlas, o a -70 oCpara periodos más largos.
9.Las muestras de líquido amniótioo deben cenlrifiJgarse antes de
la extracción de AON y disolverse en PBS, de acuerdo con los
procedimientos oomunes del laboratorio. Las muestras de liquido
amniólJoodeben transportarse y almacenarse a una temperatura de
+2 "C a +8 "C durante un máximo de 4 horas. Las muestras de
líquido amniótioo pueden almacenarse a -20 oCdurante un periodo
máximo de 30 dlas, o a -70 oCpara periodos más largos.
10. Para un almacenamienlo óptimo de las muestras,
recomendamos dividirlas en varias allcuotas (volumen mínimo 300
~Qy almacenarlas a -20 oCdurante un periodo máximo de 30 dlas,
o a -70 oC para periodos más largos. Evitar cidos de
oongelaciónldescongetBciónrepetidos.
11 Al utilizar muestras congeladas, descongelar las muestras justo
anles de la fase de extracción para evitar la degradación de los
áCIdosnudeioos,
12.Las muestras de sangre perifélica para extracción de AON
deben recogerse en EOTA, de acuerdo con las indicaciones
del laboratorio, y transportarse y almacenarse a una
temperatura de +2 oC a +8 oC durante un período máximo de
3 días. No congelar todas las muestras de sangre periférica
para evitar lisis celular y pérdida de tftulo viral.

1.PREPARACiÓN DE LOS COMPONENTES YPRECAUCIONES.

Mezcla maestra:
Comoonente A Listo para el uso. Mezdar bien con un vórtex antes
de usar y centrifugar brevemente para recoger el volumen
completo.

ADVERTENCIA: El componente A N nnslb/e a la luz. Protegarlo
de la exposición ela luz Intensa.

Cebadores/Sondas:
Componente B.
• Centrifugar el vial durante 1 minuto a 11000 rpm.
• Abrir con cuidado la tapa del vial evitando la dispersión del polvo.
• Oisolver de fOl1l1ahomogénea el componente B liofilkzsOOoon el

VOlumende oomponente C (código: AUJC) indicado en la
etiqueta del vial.

• Mantener en la parte superior de la mesa de trabajo durante al
menos 10 minutos a temperatura ambiente (15 oC <; RT <; 25
oC)

• Mezclar brevemente con un vórtex

ADVERTENCIA: El componente B es sensible 11 la luz. ProteJlerlo
de la exposición a la luz Intensa.

Agua grado molecular:
Componente C. Listo para el uso.

Control negativo:
NTC. Listo para el uso.

Curva estándar:
STO,
• Centrifugar el vial durante 1 minuto a 11000 rpm.
• Abrir oon cuidado la tapa del vial evitando la dispersión del polvo.
• O¡Solverde forma homogénea el STO liofilizado oon el volumen

de componente C (código: AWC) indicado en te etiqueta del
vial

• Mantener en la parte superior de la mesa de trabajo durante al
menos 10 minutos a temperatura ambiente (15 oC < RT < 25
OC)

Mezclar brevemente con un vórtex
Preparar los viales libres de nucleasa para la preparación

de la CUNa estándar
Establecer una dilución de serie STO 1:10 en el
componente C (código: ALLlC) para obtener los puntos de
la CUNa estándar, como se describe en la siguiente tabla:

4

"""" , ............Pretiarácíoíf de-lífcílíVa éStlI'ndilr -I - --
Calibrador Al\adirelvolumendeWT1f1OrJente

STO 60000 copias! ~I o C(código:ALI£) oomoseind"K:a

60000 IUf~l" en la etiql/5l¡l delvial

10lJl(STO)
6000 coplas! ~I o •STO 1
6000JUf¡.II" 90•.•decomponentee

(Código:ALLIC)

10~I(STO1)
600 copiasJ ~I o •STO 2

600IUl~I. 90 ¡J decomponentee
(Código:ALlft:)

10 ¡J (STD2)
60 coplasJ ~I o •STO 3
60 IUI~I. 90•.•deoomponenteC

(Código:ALlft:)

10¡J (STO3)
6 coplas! ~I o •STO 4
6 IUI~I. 90 ~Ideoomponentee

(Código:ALUC)

.Calibrado según la l' Norma Intemacionalde la OMS (NIBSCc6digo
09/162)

Control Interno:
lQ

• Centrifugar el vial durante 1 minuto a 11000 rpm..
• Abrir con cuidado la tapa del vial evitan:lo la dispersión del polvo.
• O¡Solverde fOl1l1ahomogénea el IC liofilkzsdocon el volumen de

componente C (código: AUJC) indicado en la etiqueta del vial.
• Mantener en la parte superior de la mesa de trabajo durante al

menos 10 minutos a temperatura ambiente (15 oC <; RT <; 25 oC)
• Mezclar brevemente con un vórtex

L.INSTRUMENTOS y EQUIPAMIENTO UTILIZADOS EN
COMBINACiÓN CON EL EQUIPO.
1. Las micropipetas deben calibrarse y deben someterse a

una descontaminación periódica de las partes que
pudieran entrar accidentalmente en contacto con la
muestra (alcohol de uso doméstico, lejla al 10%.
desinfectantes de calidad hospitalaria), Además, deben
revisarse regularmente para mantener una precisión del
1% Y una confiabilidad de +/- 5%.

2. Dispositivo de extracción; El equipo
CMVONAQT.2G.CE esté disel"iado para utilizarse en
combinación con QIAamp ONA Minikit, código 51306
(QIAGEN), y NucJeospin Blood kit. código 740951
(Macherey Nagel), exdusivamente; también puede
utilizarse con el instrumento de extracción automática
OIAFASTEX, NA Body Fluid Kit, código 02021 (Oia,Pro
es distribuidor de Chemagen), y el instrumento de
extracción automática nudiSENSeasyMAG. Los usuarios
finales deben seguir estrictamente las instrucciones de
uso suministradas por los fabricantes
Los usuarios finales deben seguir estrictamente las
instrucciones de uso suministradas por los fabricantes,

3, Termocicladores Real.TIme y software de los
instrumentos. El equipo CMVONAQT.2G.CE ha sido
diseflado para usarse solo con los termocidadores Real
Time ABI 7500. software SOS. versión 1.3.1 (Applied
Biosystems), MX3000P, software MxPro, versión 4.01



Nota: Antes del aislamiento de ADN, centrifugar Iss muestres
de ¡¡quicio smnlótlco (10.000 g. 5 minutos), mlirsr el
sobrenadante y disolver el precipitado en 200 uf de PBS
estéril.

1.
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El AON extmldo de las muestras, no ~ado en la serie, clebe
almacenarne congelado (de -20.C a -80 .C). •
Nota Importante: el le del equipo CMVONAQT.2G,CE
puede USSr.leen el procedimiento de slslamiento como ~trol
da artracdón.
El 'I81or Ct del control Interno se usa paf13evaluar si 8/
procedimiento de extnJcc/ótl de ADN stl ha resllzedo
correctamente (v6as8 el apartado O).
Para es!a apllclJCión
• NucIeosp/n B/ood y Q/Aamp DNA mini kit: afladlr 5pI de le
fJ la mezcla do tlJmp6n de lis/s y muestra, y proceder
siguIendo las Instrvcclone:J del manual proporr:/onado
por el fabrlcsnte del equipo de extraccIón, I
• NA Body Fluid Kit : afiad!' 5 1/1 de le lf le muest11l'
(pro toc% de $Bngre) o 8 la mezcla de tl/mpón do lisis y
muestra (protocolo de plasma), y proceder siguiendo las
Instrucc/ones del fflllnulll proporcIonado por el fabri"nte
del equipo de extracción. 1
• Sistemll NucJiSENSeasyMAG: Aflad/, 5 ~I de le • la
muestra tnJ.s la l's/.s y antes de afledlr la .s/flee (protOcolo
genot1J/); tambltm es posible afladir 55 pi do le
directamente al tubo de "lI1ee (550 pi de s/f/ee+550 pi de
H20) y dispensar 100 pI dl1 fa mezc:la/én las UI1 '1'

I
El aislamiento de ADN solo debe realizarse de acuerdo con el
manual de Instrucclones (CIAGEN"', MN"', Dia.Pr\;,.
Blomerieux). I
NOfa Importante: los siguientes volúmenes deben usarse
estriCtamente en los nrocedimientos de extrncdOn:

Volumon Volumen olucr7
DescripcIón m~~st.ra (~I)

1

Nuc!eotlp1n Blood 200 100 I
CIAsmp ONA mini 200 '00 I

""'
NA Body Fluid Kit 200 '00

NIldISENS
~:$YMA.GS'P~ 100 55--

l

~to ~'~
I I

1\~~ ...---' e
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i U•••• trII -~.. lloluck> •••• "'.' "hbrl- - ,~.
~.. , ,

I .. ,
TllITIPÓ"'de,.. 2"'"••",>se",
,,_..

••• ,.",.NudlSENSo..,...,
•••••••-- 280130

f'hlOISENSe
nyMAG1 ••••...,. -- ."" NucllSENS--' '..••... • ••• yMAG.- 280131

NucIISEN8e
nyUAG2

T-e>6ncle.- ,
NudISEw.io ,.,'"
"""'0 ,

''''""",- ,.,'"NucliSENSe

"""'0

l d.

HerramIenta ara extraccIón automatlca

D"crlp C6d 110 • ~"'MU.r111 '" FlbrlClnlll
clón ,,'

P!tI,mal Chema;en
ung~1 NA Body 0-2021 c$lstrlbuklo OIA.FASTEX
I!qllklo FIukl KIt por O!lI.P/Q.-

HerramIentas nara extracción manual

Mlllorlal Descrlpc!On
-cO~ipo-

Fabriellnto-~~~
Plasma/sangre! Nudeospin 740951 MNN
liquido amnl6l1co Blood

P1asma/5lIngrel QIAsmpDNA 51306 Ciagen'"
liquido amnlóUco mlnl k1Wl

N. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO
El ensayo debe realizarse de acuerdo con lo Indicado a
continuadOn.

•

(Slratagene), MinlOptlcon, software CFX manager, vernlOn
1.6 (Slorad) y CFX96 RTS, software CFX manager versión
1.7 (Slorad).
Los usuarios finales deben seguir estrictamente las
instrucciones de uso de los Instrumentos suministradas
por los fabricantes.

N,1 Extr!!ccl6n do APN

La lase de extracclOn del AON gen6mico de CMV debe
realizarse exdusivamente en combinadOn con los siguientes
equipos:

M. OPERACIONES Y CONTROLES PREVIOS AL. ENSAYO.
1. Comprobar la fedla de caducidad Indicada en la etiqueta

externa de la caja del equipo. No usar si ha caducado.
2. Comprobar Que los componentes liquides no estén

contaminados con partlculas o agregados obseMlbles a
simple vista. Comprobar que en la parte Inferior de los
viales de los componentes liofilizados haya un agregado
bien formado. Comprobar que no se han producido roturas
ni derrames de liquido dentro de la caja durante el
transporte.

3. Disolver los componentes liofilizados con la cantidad
adecuada de componente e (c6digo: ALUC) como se
describe en la secci6n corre5pondlente (H).

4. Encender los tennocidadores, comprobar la conf'9umci6n
y asegurarne de que se usa el protocolo de ensayo
correcto.

5. seguir eslIld.amente los manuales de los lnstnmentos
suministrados por los fabricantes para la conflguradOn
correcta de los termocidadores Real-TIme.

6. Comprobar que las micropipe1as estén lijadas en los
volúmenes requeridos.

7. Comprobar que el resto del equipamiento esté disponible
y listo para usarse.

8. En caso de surgir algún problema, se debe detener el
aMayo y avisar al responsable.

I Doc.: IINS CMVDNAQT.2G.CEJcspl Página I
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Proceder según las instrucciones del manual
proporcionado por el fabricante de! equipo de extraccIón.

N.2.2 Procedimiento de amplificación

N.2 Configuración de la reacción

El equipo CMVONAQT.2G,CE ha sido dísef'iado para usarse
solo con ASI 7500, software SOS, versión 1.3.1 (Applied
Bíosyslems), MX3000P, software MxPro, versión 4.01
(Sira lag ene), CFX96 RTS, software CFX manager versión 1.7
(Biorad) y MiniOpticon, software CFX manager, versión 1.6
(Biorad).

N.2.1 Preparación de PCR

Importante: En la sección O se incluya un ejemplo de
esquema de dispensación. ConsúlfeJo antes de iniciar las
operaciones que se describen a continuación.

• Prepararlos componentes como se describe en la sección I ;

• Preparar el número requerido de tubos de reacción o una

placa de reacción de 96 pocillos para las muestras en

evaluación y para la curva estándar (preparada como se

describe en la secciónl ).

Nota importante: Usar sólo tubos ópticos o microplacas
sugeridos por los fabricantes de los termocicladores Real-
Time.
• Tener en cuenta que las muestras deberían comprobarse

en duplicado, siempre que sea posible;

• Incluir al menos 1 tubo para el NTC (control negativo)

Preparar la meJ:cla de amplificación para muestras,

NTC y curva estándar segun la siguiente tabla:

Dispensar 20 !JIde la mezcla de amplificación en cada tubo

de reacción o pocillo de la microplaca

• Madir 10 !JIde las muestras, NTC y curva estándar a los

tubos de reacción.

• Cerrar bien los tubos de reacción

• Centrtfugar brevemente los tubos de reacdón a 2000 rpm.

• No dejar los tubos de reacdón a temperatura ambiente (RT)

durante más de 30 minutos ni exponer a la luz (cubrir los

tubos).

• cargar los tubos en el soporte del bloque tém1ico dé!

lem1ociclador Real-TIme,

• Tras las operaciones de configuradón descritas en la sección

N3 (programación del instrumento). iniciar la serie del

tel1l1ocidador.

Nota Importante: Los componentes liofilizados tras la

disolución en componente C (CÓdigo: ALUC) no estarár

estables más de 3 horas. Mantener en hielo o a una

temperatura de 2 oC a 8 'C.

Al final de la jornada laboral, desechar adecuadamente los

materiales sobrantes de los puntos de dilución STO,

El volumen no utilizado de Componente B. STO Yde IC puede

congelarse a -20 oC y usarse como se indica en el apartado E,

1
2 1 10min

3 50 15,
1 min

NOTA IMPORTANTE; (*) fase para la adquisición de datos

en tiempo real

ADVERTENCIA: Prestar atención para programar el

termociclador Real-Time con el perfil ténnico correcto

siguiendo las instrucciones del manual del instrumento

suministrado por el fabricante del instrumento.

N.3.1 Perfil térmico

El perfilténnico se indica en la siguiente tabla:

N.3 Programación del instrumento

Para la programación del instrumento, consultar el manual de,
instrucciones del instrumento propordonado por los

fabricantes.

Nota Importante: Para Mx3000P ajustar "Ajuste de ganancia

del filtro": ROX =x1, FAM =x8, VIClJOE = x1. (véasa el

manual de instrucciones de/ soll'ware Mxpro™ QPCR, pág.

41)

6

e

Preparación de la mezcla de amplificación

(le como control de extracción/amplificación)

úmerade illíféi:loheá':' " 'x12 JI
"-',,,",,'<, .." • ,,,,.~. "''''".L

A Mezcla maestra 180 !JI

B Cebadores/Sondas 24 !JI

Agua grado

Preparación de la meJ:cla de amplificación

!lC como control de amplificación)

Numeró:d.e reaceIQJ1e$ 'x1,,,,. "'.""'"",-= ~ .',
Mezcla maestra

Nota Importante: SI e/ control interno se añadió durante e/
procedimiento de aislamiento del ADN, preparar la mezcla de
amplificación para muestras, NTC y curva estándar según
la siguiente tabla:

molecular
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N.3.2 Sofocclón dp lO! dotoctores

Siguiendo los manuales de Instrucciones de los

termocidadOfe5 Real- TIme sugeridos (ABI 7500. Biorad

Minlopticon, BloRad CFX96 y MX3000P Stratagene),

seleccionar los detectores indicados en la siguiente tabla:

i DelecdOn Indicador "Templador

CMV FAM No fluorescente

Conlrollnlemo
No f1llOrescenteJOENIC

(le)

Referencia pasiva ROX No presente

P,2 Anllllsls de datO!!

Se rearlZa una comprobad6n en lO! calibradores STO cada
vez que se usa el equipo para I/erificar si los I/alores Cl son
lo!; esperados e Indicados en la siguiente tabla:

I
.ADemés, los lIilIores de pendlente y R2 se cx:rnprueban PD£8
vertficar la calidad de la serie. Se deben wnpI"r los slguIentes~. I

, BIORAD= :mñio' ti~o¡' ': lUORAD"Tl'l DI RT S\'~ltm

I Comprobar ExigencIa
FAM .
STO 1 23,0 < Cl Threshold C de < 25,5
STO 2 265<Ct hreshold d, < 29 5
STO 3 30,0 < Ct Threshold C ,<330
ST04 330<Ct Threshold C de < 36,5

ADVERTENCIA: Prestar atendOn para programar el

termocidador Real-TIme con la conflguradón correda

siguiendo las Instrucciones del manual suministrado por el

fabricante.

o. ESQUEMA DEL ENSAYO.
A conjlnuaci6n, se ofrece un ejemplo de esquema de
dispensaciOn para elsnélisis cuantitativo:

Micro laclI o rubos
,.. , ,

r A STO 1 Muestra 4
I B

,
STO' Muestra 5, ,
STO' Muestra 6

r o , ST04 Muestra 7

" NTe Muestra 8

" Muestra 1 Muestra 9
r G Muestra 2 Muestra 10

H . Muestra 3 Muestra 11

ABITMI'RIS:\I
Comprobar

FAM
STO 1
S O,
STO 3
STO 4

7500 SI}S-=STRAl'AGEN'l'TIll ~h3000P.g¡
Exigencia

< 24 5
< 28 5
< 32,0
<35

L.,- mc. ConInlIne;r.r.v STO1,2,3,•• c..v. llIWIcIIr'" AONele
CMY. MuI's:ra1,2,3. Muewas en-...ció'\

P, CONTROL DE CAUOAD INTERNO.

P,1 Conflgurpcl6n pre-!lnéll$ls

1
.. , . .._.-"f --..•....-.

CO~.CLAlJ ~~.¡.::.-:;...
DiRECTO. TEC!I:,:O

...- - - - .- .
CMYfAM _f~~~J R"ulttdo d'l

lIlWll

2O<Ct<<lO CORRECTO
MUESTRAPOSITIVA

CI>"Oor INVAuoo"lndetetmlnadB

MUESTRA 2O<CI<"O CORRECTO
NEGATIVA

CI>"Oor
indeterminada INVALlOO"

• IMPORTANTE:Una c:oncentrad6n Inkilll eltl de AONde CM\! (MOflet
fAM po.lliIIlI) puede lev., 11un•• ,,!\al n\lOlllsc:ente REDUCtOAdel
controIlnlemo (IC) debido .Ie eompetend.l de reactivos .
•• Pueden eperecer problemea durante lo !lIse ótl .mplíficácl6n
(.mplilleeel6n iMfoclente o euserrte) o dl,fflinte t. lue de eldreOCi6n
(pr~ndlI de k\hlb/dores o mueslrlllnldal con nVrnllroIntU1lcienle de
clJMts) q\lll PQdrl.n dtf ~tf e resulltldo. lnc:on"et:!llI

Q,INTERPRETACI6N DE LOS RESULTADOS Y
SOLUCI6N DE PROBLEMAS

Para cada rruestra. se ast.rne la ftuorescerda FA/lA (wlor,1Ct
posi1M:inegatlllo) Y la ftuorescencia JOEMCde1 control b-4emoj)8nI
valdar la dete<:dOnde CMV, como se desaibe en la sigUente ta!lIa:

1

7

Ajustar manualmente el "Tnr01lnold" fluorescente

FAMlJOENIC

Antes de inicJarla/nterpretBCJón de los datos;

AJust8r la "I/nea de base" (nivel fluorescente del fondo)

como se inda en la siguiente rebla:
- "Unea do baso"-
ABI"'PRISM" 7500 SOS L1noa de baso automatlca

BtORAO'" Mlnloptlcone L1noa de base automtltlca

STRATAGENE'"
LInea do base adaptable

MX3000r"
Nota Importante: ~

algoritmo Mx40QQyl.OO a '13.00

BIOR;\DT>' CFX96" LInea de baso automl!ltlca
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Tabla de solución de problemas

procedimiento de prueba debe repetirse empezando desde la fase de
extracción, utilizando una muestra frasca procedente del paciente.

NOTA IMPORTANTE: Para la cuantificación dalas muestras,

consultar la sección R

copla!1uI (dpto! d'l_ U",) x V9lyrntn mun'rJ d, o)yclOn (yll
Volumen d_ ,xtl'llcelón do munt, •• (mi)

Roeun.do. (copile/mi).

Notas importantes;
1. La Interpretación de los resultados debe hacerse bajo la

supervisión del responsable del laboratorio para reducir el
riesgo de effOres de juicio y de interpretación.

2, Al transmitir los resultados de la prueba de/laboratorio a
un centro Infonnátlcc, debe prestarse mucha atención
pera evitar la transferencia de datos erróneos. ¡

Si los resu~ados de la prueba coinciden con los requisitos del
RESULTADO DEL ENSAYO CORRECTO estableados
anteriormente, pasar a la siguiente sección,

Si aparecen uno o más de los problemas descritos en la tabla
anterior, tras la comprobación, informar al supervisor de
cualquier problema residual para tomar ¡as medidas
pertinentes.

R, CUANTIFICACiÓN
Los calibradores STO se tratan cerno muestras del paciente 'J se
usa el mismo volumen, 10 )JI,durante la fase de amplificación.
La concentración de los calibradores STO se expresa en copiasI)Jf.
La concentración del genoma viral por mi para cada
muestra del paciente se calcula aplicando la siguiente fórmula:

, que 1o!<XlI"""anteue haya-¡
~ <:om>darmnte:
2. que ro ••• hay'"' o:>malldo

IATENCIONI erroreaenal ¡:rocecI_de-POSIBIUOAO DE, a qwlos tirleSde deteoo6nSTO . • ~s-JFAM palala
Erraren el d!lec:d6ndaCMVy JOEMC p;ra

pipeteado o en la_l:ndelC;
4 que ei onáIlsiuehaya reallza:D

el procedimiento o:l1la o;rligcra:j/:n <:om>dadel
'J1slJumento:
5 q'-'Oal eq"po'" haya
alrm<:er'IlIdoO) IectaI, lilOlIe,

la ••••••JOE/VIC ~'Al solo osNTe . ". RESULTADO camda lUI"d:>" D:I"troi i1an>o
CORRECTO (IC) .eulllzaa>mo o:ntrni da

""""'",. """ los ~ se haya1
~O)ledatllilO,",

IATENClÓN< 2. que no se haya1 o:>meIido
lITOI'fIS en el ¡:rocecIrrier-w <le

'le • .,. POSlBlUOAO DE:
_.
3. qu& al I"I}'I" <le l7b;jo Y los

~_oo insInJ_ se r:ies<:a1tamnen a--'''" • .•.~ • ,.".~-

BlIPORTANTf; U1a ~
II"iCiala'ta de ADN rje CMV (_
FilM poSti'l3) puedell"" ••. a una
•••••• !corascerte REDUaOA """
Q;II1!"dIrtemo (IC) detidoa la
~adereedi'oQ$.

1 quelos~sehayan
¡:nipindo <:aIllCIarrenE:
2, q'-'Oro se hay"" comelldo
_ en al ¡n>:::adrrient> <le-3, Qi.IOlOillirtesdadeleW6n
selao:i~.~FAMpalala
detea:ióf1 de CMV y JOENlC pala
la_I:n<leIC:
4, qw 01 anál,~. se haya ",allZ<Úl
Q;II1laca1lgo.mal:n camda """
instJunent<l,
5, que al oqupo se haya
aI~cc1lllcta",a"te,
6 que ni"i).Íl1Irt>t:icb" PCR
pctendaI haya ~mmdo al~.
7, q.oe aI..-ocednierio <le
~I:n se haya reeiizado-

IATENCIONI

POSIBILlOADDE'

Inhiblción, erre.-
o",

procedimienlo om.
furlCiorlamiento

de los
instrumentos

RESULTADO
CORRECTO
~

Por cada muestra positiva detectada por el equipo con código
CMVDNAQT.2G.CE, se puede aplicar una cuantificación
correcta de la carga viral como se indica en las siguientes
labias:

Los resultados obtenidos con el equipo CMVDNAQT.2G,CE
deben ser interpretados por el responsable del laboratorio,
teniendo en cuenta los sintomas clinicos de los pacientes 'J los
demás marcadores de infección del laboratorio.

Los siguientes resultados son posibles:

C::=~O~A~T~O~'hA~N~A~Lgf~~e~O~'~.=.=+;;;:~O~A~T~O~'~O¥'A~G~N~s~~~e~o~,~'~'=,:;~,1' D~¿o;n~:$~a IS~~~I:~V",::~,,!~~~I"~~~I~~(C,oplas~ml:", )

Cantidad" 2,OE+05 Ca a viral de CMV" 1,OE+Oa
1 OE+OO "Cant .." 2,OE+05 CUANTIFICACI N

Cantidad" l,OE+OO Ca a viral de CMV" 5,OE+02

RESULTADO
CORRECTO

N ""
Ejemplo:
Resultados (copias/mi):; 1600 x 10q,.,

'10
RESULTADO
CORRECTO

La seII>IiJOENlC""9"ti'Al$Oloes
o:>rre<:taroY'Ido al <:<M"Itrdirtem:>
(IC) se ubro:aa>mo c:oobti de
~SClJI:n,

Resultsdos (copl •• lml):; 7,5 E+05

'lO

,ATENCIÓN'

FOSIBILlOADCE'

Erre.-enel
p;peteado o en

el procedimiento

1, que los ~ se hayan
prepm:locamdamenl'l,
2, que ro se haya1 alIT"IIlVdo
""""'" en allJOC"dmoolo de_.
3 """ los tnes seleoic:mdos-FAM parala""""""l:ndeCMVy
JOEMC para le deteo::il:n da re,
4 que al ..-.lii~. se haya reailZado
Q;II1laca1I\roIlIc>I:ncamda <leI
Instrumant<l,
5 que ei <q.ípo se haya
eimooonaoo oarectImente:
6, que ruvJn Irht>dc.- PCR
~ hay. cortamredc al~.

Para convertir a IU/ml la carga viral de las muestras
expresadas en copias/mi se utiliza un factor de conversión de
1,0.

Resultados; 1,0 copla/mi 5 1,OlUfml

S. PRESTACIONES
La evaluación de los rendimientos se ha realizado de acuerdo
con lo indicado en las EspecJficaCiones técnicas internas
(IT8),
La evaluación del rendimiento se llevó a cabo en laboratorios
DiaPro con materiales suministrados por los laboratorios
cllnicos de referencia.

8
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S.1 SENSIBILIDAD ANALITICA

La sensibilidad analitica se puede e:<presar como Limite de
detección y como Limite de cuantificación.
Limite de detección (LOO): es la cantidad minima de
sustancia que puede detectarse por el sistema con una
probabilidad establecida.
Para las pruebas NAT se e:<presa como la concentración
mlnima del analito que, tras probarse en múltiples
repeticiones, da un resultado posiUvo.
El límite de detección (LOO) se determina probando
diluciones en serie que contienen concentraciones conocidas
del analito.
El LOO es la concentración minima de analito que puede
detectarse de forma consistente (p. ej" en .:: 95% de las
muestras en condiciones rutinarias del laboratorio).
Para el equipo CMVONAQT.2G,CE el LOO se ha determinado
probardo diudones en serie de 1:5 y 1:2 (8 répicas en tres series
distintas)de un plásmidoque porta la secuencia viralmela.
Los resultados se analizaron mediante un análisis Probit para
determinar el limite de detección en 95%,

comprobar si alguna de las secuencias nucleótidas
depositadas en los bancos genómicos a nivel mundial liene
alguna homologla con el CMV, y por el software "ClustaIX"
para comparar las secuencias meta del genoma de los
distintos genotipos de CMV.

3. La especificidad se mejoró mediante la selección de
condiciones de reacción estrictas.

4, Las muestras procedentes de pacientes con Infecciones
debidas a organismos que interfieren potencialmente se
obtuvieron de un centro clinico de referencia y se
comprobaron.
Los resultados se indican en la tabla siguiente:

Los resultados del análisis PROBIT son los siguientes:
5.3. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DIAGNÓSTICA

Tomando como base los resultados obtenidos, la
especificidad diagnóstica del sistema se ha calculado en
el 100%.

l.,;':;'l.C_:J, ." ~
C;:={2QTOR n:c: :.";,Y~

J

Muestras nosltivas de ADN de CMV

POSITIVOS VERDADEROS 42

FALSOS NEGATIVOS O

TOTAL MUESTRAS 42

SENSIBiliDAD % 100 I

NEGATIVOS VERDADEROS 102
FALSOS POSITIVOS O

TOTAL MUESTRAS 102 ,

ESPECIFICIDAD "l. 100

Asimismo, se analizaron los paneles del citomegalovirus
QCMD 2005 y QCMD 2006, El panel QCMD 2005 contiene 10 ./
muestras de plasma positivas y 2 muestras de plasma
negativas, mientras que el panel QCMD 20~6 contiene 8
muestras de plasma positivas y 2 muestras de pi sma
negativas. I . .

~
I,

S.3.2. Sensibilidad diagnóstica
La sensibilidad diagnóstica es la probabilidad de que el
dispositivo dé un resultado positivo en presencia del marcador
meta. Asi, la muestra positiva verdadera es una muestra
conocida como positiva para el marcador meta y clasificada
correctamente por el dispositivo.
Para el equipo con 05digo CMVDNAQT.2G.CE, este parámetro se
estudió examinando 14 muestras de plasma y 28 muestras de
sangre positivas deADN de CMV

5.3.1. Especificidad diagnóstica:
La especificidad diagnóstica es la probabilidad de que el
disposilivo dé un resultado negativo en ausencia del marcador
meta. Asi, la muestra negativa verdadera es una mueslra
conocida como negativa para el marcador meta y clasificada
correctamente por el dispositivo
Para estudiar este parámetro se analizaron 19 muestras de
AON en plasma negativas para CMV y 83 muestras de AbN
en sangre entera negativas para CMV. '

9

El juego de cebador/sonda se ha elegido analizando la
secuencia meta del genoma con un software adecuado
(LionSoft v,1.0 suministrado por 6iotools y Primer Express
v.3.0 suministrado por Applied Biosystems Inc.).

2. El juego de cebador/sonda y la secuencia meta del genoma
han sido controlados por el software "6LAST' para

El limite de cuantificación se determinó midiendo la
linealidad. el rango dlnémico y la reproduclbilidad.
La linealidad es la medida del grado en que una curva se
aproxima a la linea recta. Se expresa con el valor
PENDIENTE.
El rango dinámIco es la extensión de concentraciones de
analito para la que el valor de salida final (ciclo umbral Ct) del
sistema es directamente proporcional a la concentración de
analito, con confiabílldad y precisión aceptables.
Los límrtes del rango dinámico son los limites inferior y
superior de cuantificación (Limite de cuantificación).
Para el equipo CMVONAQT.2G.CE se preparó una curva de
dilución limite de una muestra positiva para CMV con valores
definidos en copias/u!. Los puntos de dilución se probaron en
el sistema analítico y se determinaron sus Ct (ciclo umbral).
En el ensayo CMVDNAQT.2G,CE realizado con ABI 7500,
Mx3000P. BioRadMiniOplicon Y BioRad CFXS6 se estableció
un limite de cuantificación superior de 5,3010g10 (2,OE+05
copias/ul) y un limite de cuantificación inferior de 0,0010g10
(1.0E+00 copias/ul).
El rango dinámico se determinó con una dilución en serie del
material calibrado según la la Norma Internacional de la OMS
para HCMV (NIBSC códiso 09/162),
En el ensayo CMVONAQT.2G.CE realizado con ABI 7500,
Mx3000P, BioRadMiniOpticon y BioRad CFX se estableció un
limite de cuantificación superior de 6,7010g10 (5,OE+06IUlml)
y un limite de cuantificación inferior de 2,7010g10 (5,OE+02
iU/ml},CMVDNAQT 2G,CE

S.2 ESPECIFICIDAD ANAllTlCA
La especificidad analitica es la capacidad de un método de
detectar sólo la secuencia de ADN meta,
La especificidad analitica del ensayo de ADN de CMV se ha
estudiado del siguiente modo:

limite de detección LOO ==0.05
BIORAD™ Minio ticon 0.50 co las/ I
ABjT"PRIS 7500 SOS 0.57 co iasl I
STRATAGENET" MX3000P@ 0.62 ca lasl I
BIORAO'" Dx RT S stem@ 0.85 co iasJ I

S.1.1 limite de cuantificación
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Tomando como base los resultados obtenidos, la
sensibilidad diagnóstica del sistema se ha calculado en el
100%.

S. 4 PRECISiÓN
La precisión muestra el grado de fiabilidad del sistema. Cada
procedimiento de medición tiene una variación aleatoria
inherente denominada "error aleatorio". El error aleatorio no
tiene un vaior numérico, sino que se determina por dispersión
de la medición como desviación esténdar (DevST) y variación
de coeficiente (CV%). Normalmente, la precisión de un ensayo
se refiere a la concordancia entre mediciones repetidas del
mismo material.
En el equipo CMVDNAQT.2G.CE, la precisión se expresó
como variabilidad intraensayo y variabilidad interensayo. Se
probaron 4 puntos de dilución en 8 réplicas en la misma serie
(intraensayo) y en tres series distintas (interensayo),
Tomando como base los resultados obtenidos, se calculó la
variabilidad intraensayo e interensayo.

En ausencia de parámetros internacionales establecidos,
hemos identificado el siguiente vaior de aceptabilidad para el
equipo CMVDNAQT.2G.CE:
Variación de coeficiente de Intraensayo (CV%) :$10%.
Variación de coeficienív de interensayo (CV%):$ 10%.

T. UMITAC10NES
El usuario final del equipo deberá leer cuidadosamente Yentender
este manual de instrucciones, El seguimiento estricto del
protocolo es fundamental para obtener unos resultados fiables,
Especialmente, el pipeteado preciso de muestra y reactivo, la
aplicación de un flujo de trabajo correcto junto con una
programación cuidadosa de la lase de termociclado, son
esenciales para la detección y cuantificación precisas y
reprodudbles de AON de CMV.
La determinadón de ADN de CMV en la muestra de un paciente
tiene numerosas implicaciones médicas, sociales, psicológicas y
económicas,
Se recomienda que la confidencialidad, el asesoramiento y la
evaluación médica apropiados, se consideren un aspecto
esencial de la secuencia de prueba.
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INDICACiÓN AL CONSUMIDOR
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2.

Por cualquier información puede consultar al siguiente
teléfono: (011) 4555-4601 en el horario de ;9.00 a
18.00 de lunes a Viernes. Personal de BIOARS SA
estaré a vuestra disposición. t
La mercadería viaja por cuenta y riesgo del
destinatario. Todo reclamo será atendido según lo
prevee el "Manual de procedimiento para reclamos
técnicos y devolución de mercaderia" que BIOÁRS S.
A. pone a disposición del Cliente. ,

I
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CERTIFICADO DE AUTORIZACIÓN DE VENTA DE

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

I

{
Expediente na 1-47-3110-95i/16-1

I
Se autoriza a la firma BIOARS S.A. a importar y comercializar el Producto para

I
diagnóstico de uso in vitro denominado CMV DNA QUANTITATION (QT) 2"

, I ,
GENERACION/ ENSAYO DE PCR EN TIEMPO REAL DE SEGUNDA GENERACION,

, I
PARA LA DETECCION CUANTITATIVA DEL ADN DE CITOMEGALOVIRUS EN

, ,,1
MUESTRAS' HUMANAS (SANGRE, PLASMA Y LIQUIDO AMNIOTICO).----------------

PRESENTACIÓN: ENVASES POR 25, 50, 100 Y 150 DETERMINAdIONES,

CONTENIENDO: I
25 50 100 150 I

DETERMINACIONES DETERMINACIONES DETERMINACIONES DETERMINACIONES,
MEZCLA MAESTRA JI x 0.40 mI Ix 0,825 mI 2 x 0.825 mI 3 x 0.825 mi
(COMPONENTE Al I

CEBADORES/SONDAS .
6 viale., liOJililad[)SI vialliolllizado 2 viales lioJili7.mlo5 4 viales liolilizados

(COMPONENTE ~)

AGUA GRADO IMOLECULAR 2xJ.50ml 4x 1.501111 5x 1,501111 7~ 1.501111

(COMPONENTE C) I
CONTROL NeGATIVO

I ~ 1.50 '/)1I ~ 1.50 mi 1 X 1.50 mi Ix 1.50 mI
(NTC)

ESTANDAR

6vi"les liOliL~dOSCUANTITATIVO 2viales lioJili7.udos 4viales liofilizados 4viales IiofLlizndos

(STO) I
CONTROL INTERNO ,

I vial lio[¡li7.ado 2 viales liofilizados 4 viales liofili~.ad()~ 6 viales liofili7.ados
(IC) I

Vida útil: DOCE (12) meses desde la fecha de elaboración, conservad)entre 2-8
1

oc . Se le asigna la categoría: venta a

hallarse en las condiciones establecidas

Laboratorios de ana lisis dínicos por

/ ,
en la Ley NO 16.463 Y Resoluc¡on,

Ministerial NO 145/98. Lugar de elaboración: OlA. PRO. oiagnostic Bioprobes Sr/.

~ Via G. Carducci

{' /[
n027. 20099 Sesto San Giovanni. Milán. (ITALIA), En las

I
I



etiquetas de los envases, anuncios y prospectos deberá constar PRODUCTO PARA

DIAGNOSTICO USO IN VITROAUTORIZADO POR LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL

(r6~8~4~5.ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA. Certificado nO

Dr. AOBERTO Lt::D:.i Firma y sello
Subadrninlstrador Naclollal-

A.N.M.A.T.

TECNOLOGIAADMINISTRACIÓN NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOSr MEDICAt- Buenos Aires, O 7 OCT 2016

el

2

I
I,
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