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Limite de deteccién: plasma

El limite de deteccién (limit of detection, LOD) teniendo en cuenta la purificacién (limite de
sensibilidad) se evalué para el arfus CMV QS-RGQ Kit utilizando muestras clinicas positivas para

el CMV en combinacién con la extraccién con el instrumento QlAsymphony® SP.

En el caso del plasma, el LOD teniendo en cuenta la purificacién del artus CMV QS-RGQ Kit se
determiné afiadiendo una serie de diluciones de material viral CMV de 1000 a 0,316 copias/ml
nominales de CMV a muestras clinicas de plasma. Estas diluciones se sometieron a la extraccién
de ADN con el QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit en combinacién con el protocolo
Cellfree 1000_DSP (volumen de exiraccién: 1 ml, volumen de elucién: 60 pl). Cada una de las
10 diluciones se analizé con el artus CMV QS-RGQ Kit en 4 dias diferentes y en 4 series analiticas
con 8 duplicados cada una. Los resultados se determinaron mediante un andlisis probit. En la
figura 1 se muestra una representacién gréfica del andlisis probit. EI LOD teniendo en cuenta la
purificacion  del arfus CMV QSRGQ Kit en combinacién con el Rotor-Gene Q es de
42,5 copias/ml (p = 0,05). Esto significa que existe una probabilidad del 95% de que se detecten
42,5 copias/ml (correspondientes a 69,7 Ul/ml).
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Figura 1. Andlisis probit: plasma, CMV (Rotor-Gene Q). El limite de deteccién teniendo en cuenta la
purificacién (plasma, utilizando el QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit) del artus CMV QSRGQ Kit en
el Rotor-Gene Q.

Especificidad: plasma

La especificidad del artus CMV QS-RGQ Kit se asegura ante todo mediante la seleccién de los

cebadores y de las sondas, asi como mediante la seleccién de condiciones estrictas para la
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reaccién. Los cebadores y las sondas se comprobaron con respecto a posibles homologias con
todas las secuencias publicadas en los bancos de genes por medio de un andlisis de comparacién
de secuencias. De este modo se ha asegurado la deteccidn de todos los genotipos relevantes.
Ademds, la especificidad se validé con 100 muestras diferentes de plasma negativas para el CMV.
Estas no generaron ninguna sefial con los cebadores y las sondas especificos del CMV que se
incluyen en la mezcla maestra CMV RG Master.

Se analizé una posible reactividad cruzada del artus CMV QS-RGQ Kit mediante el grupo de
control indicado en la tabla 1 (a continuacién). Ninguno de los patégenos analizados mostré

reactividad. No se observé ninguna incidencia de reactividades cruzadas en el caso de infecciones

mixtas.
Tabla 1. Andlisis de la especificidad del kit con patégenos con posible reactividad cruzada
CMV Control intero (Cycling

Grupo de control (Cycling Green) Yellow)
Virus del herpes humano 1 ~ .
(virus del herpes simple 1)
Virus del herpes humano 2 ~ N
(virus del herpes simple 2)
Virus del herpes humano 3 ~ N
(virus de la varicela-zéster)
Virus del herpes humano 4 ~ .
(virus de Epstein-Barr)
Virus del herpes humano 6A - +
Virus del herpes humano 6B -
Virus del herpes humano 7 - +
Virus del herpes humano 8
(virus del herpes asociado al sarcoma de - +
Kaposi)
Virus de la hepatitis A - +
Virus de la hepatitis B - +
Virus de la hepatitis C - +
Virus de la inmunodeficiencia humana 1 - +
Virus de la leucemia de células T humana ~ N
de tipo 1
Virus de la leucemia de células T humana _ .
de tipo 2
Virus del Nilo Occidental - +
Enterovirus -
Parvovirus B19 -

Intervalo lineal: plasma

El intervalo lineal teniendo en cuenta la purificacién del artus CMV QS-RGQ Kit se determiné

mediante el andlisis de una serie de diluciones de material viral (CMV) que varia de 1,00 x 108
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copias/mla 3,16 x 10! copias/ml en plasma. La purificacién se realizé en duplicados (n = 4 para
concentraciones >1,00 x 107 copias/ml; n =8 para concentraciones <1,00 x 107 copias/ml)
mediante el QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit en combinacién con el protocolo
Cellfree 1000_DSP (volumen de exiraccién: 1 ml, volumen de elucién: 60 pl). Cada una de las
muestras se analizé con el arfus CMV QS-RGQ Kit. Se determiné el intervalo lineal teniendo en
cuenta la purificacién del artus CMV QS-RGQ Kit para incluir concentraciones de 7,94 x 10!
copias/ml hasta 1,00 x 108 copias/ml (correspondientes a 1,30 x 10% hasta 1,64 x 108 Ul/ml)

para plasma (figura 2).
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Figura 2. Intervalo lineal del arfus CMV QS-RGQ Kit (plasma). Célculo del intervalo lineal. La linea recta se
determiné mediante una regresién lineal del log1o de las concentraciones calculadas con el logio de las
concentraciones nominales. En la figura se incluye la ecuacién de la linea de regresién.

Robustez: plasma

La verificacién de la robustez permite determinar el indice total de fallos del artus CMV QS-
RGQ Kit. Para verificar la robustez se afiadieron 130 copias/ml de CMV (aproximadamente tres

veces la concentracién del LOD) a 100 muestras de plasma CMV negativas.
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Tras realizar la extraccién con el QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit en combinacién con
el protocolo Cellfree 1000_DSP para plasma (volumen de extraccién: 1 ml, volumen de elucién:
60 pl), las muestras se analizaron con el artus CMV QS-RGQ Kit. Ademds, la robustez del control
interno se evalué mediante la purificacién y el andlisis de las 100 muestras de plasma a las que
se habia afiadido el virus. No se observaron inhibiciones. Asi, la robustez del artus CMV QS-
RGQ Kit es >99%.

Sustancias causantes de interferencias: plasma

Se han identificado cuatro sustancias endégenas (bilirrubina, hemoglobina, triglicéridos y
albimina) en una concentracién elevada como posibles sustancias causantes de interferencias
presentes en muestras de plasma con EDTA. Sus efectos se evaluaron en plasma que contenia CMV
en niveles de aproximadamente 10 veces el valor LOD (425 copias/ml). Como control se
incluyeron muestras de plasma a las que se habia afiadido CMV sin adicién de ninguna sustancia
causante de interferencia. Todas las muestras, con o sin la adicién de sustancias causantes de
interferencia, se analizaron en 4 duplicados con el QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit en
combinacién con el protocolo Cellfree 1000 (volumen de extraccién: 1 ml, volumen de elucién:
60 pl). En las muestras que contenian niveles elevados de inhibidores endégenos (30 mg/dl de
bilirrubina, 2 g/dl de hemoglobina, 1 g/dl de triglicéridos y 6 g/dl de albimina) no se observéd

interferencia para la deteccién del CMV.

Evaluacién clinica: plasma

El rendimiento clinico del artus CMV QSRGQ Kit se evalué analizando muestras clinicas y
comparando los resultados con los obtenidos con un método de comparacién. Se analizé un total
de 174 muestras de plasma recogidas en tubos con EDTA de pacientes infectados por el CMV o
preparadas artificialmente utilizando el primer estdndar de la OMS para el CMV, asi como de
controles negativos, con el arfus CMV QS-RGQ Kit y con el método de comparacién en un centro
externo. La concordancia cualitativa de ambos kits fue del 100%. Se llevé a cabo un andlisis de
regresién de Deming y Passing-Bablok con el resultado del andlisis con el kit de QIAGEN en el eje
de ordenadas (Y) y con el resultado del andlisis con el método de comparacién en el eje de
abscisas (X) (consulte la figura 3). La diferencia estimada en logio (Ul/ml) en el punto de decisién
médica (1000 Ul/ml) entre el kit de QIAGEN vy el kit de comparacién fue de 0,074 log1o Ul/ml,

calculado a partir de la regresién de Deming.
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Figura 3. Grdfico de regresién con las lineas de Passing-Bablok y de Deming (plasma). Se incluyeron en el
andlisis las muestras que se encontraban entre el limite inferior de cuantificacién (lower limit of quantification,
LLOQ) y el limite superior de cuantificacién (upper limit of quantification, ULOQ) para ambos kits.

Se generé un grdfico de Bland-Altman para estudiar la diferencia en el logio (Ul/ml) calculado.
Ademds, se calculé la diferencia media del logio (Ul/ml) y su intervalo del 95% correspondiente

y se superpuso en el gréfico (consulte la figura 4).
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Promedio de logio Ul/ml: arfus CMV QS-RGQ Kit y logio Ul/ml: Kit de comparacién

Figura 4. Gréfico de Bland-Altman (plasma). Las lineas de referencia horizontales corresponden a 0,00, -
0,57 y 0,58 e indican la diferencia media (log1o Ul/ml: artus CMV QS-RGQ Kit; logio Ul/ml: kit de
comparacién) y su intervalo predictivo del 95% correspondiente. Se incluyeron en el andlisis las muestras que
se encontraban entre el limite inferior de cuantificacién y el limite superior de cuantificacién para ambos kits.
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Limite de defeccién: sangre completa

El LOD teniendo en cuenta la purificacién (limite de sensibilidad) se evalué para el artus CMV QS-
RGQ Kit mediante muestras clinicas CMV positivas en combinacién con la extraccién con el
QIAsymphony SP.

En el caso de la sangre completa, el LOD teniendo en cuenta la purificacién del artus CMV QS-
RGQ Kit se determiné afadiendo una serie de diluciones de material viral (CMV) de 1000 a 3,16

copias/ml nominales de CMV a muestras clinicas de sangre completa.

Estas se sometieron a la extraccién de ADN con el QlAsymphony DNA Mini Kit en combinacién
con el protocolo VirusBlood200_DSP (volumen de extraccién: 200 pl, volumen de elucién: 60 pl).
Cada una de las 8 diluciones se analizé con el artus CMV QS-RGQ Kit en 3 dias diferentes y en
6 series analiticas con 11 duplicados cada una. Los resultados se determinaron mediante un

andlisis probit.

En la figura 5 se muestra una representacién gréfica del andlisis probit. El LOD teniendo en cuenta
la purificacién del arfus CMV QSRGQ Kit en combinacién con el Rotor-Gene Q es de
164,55 copias/ml (p = 0,05). Esto significa que existe una probabilidad del 95% de que se
detecten 164,55 copias/ml (correspondientes a 122,59 Ul/ml).
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Figura 5. Andlisis Probit: sangre completa, CMV (Rotor-Gene Q). Limite de deteccién teniendo en cuenta la
purificacién (sangre completa, utilizando el QIAsymphony DNA Mini Kit) del artus CMV QS-RGQ Kit en el
Rotor-Gene Q.

artus® CMV QS-RGQ Kit: Caracteristicas de rendimiento  02/2018



Especificidad: sangre completa

La especificidad del artus CMV QS-RGQ Kit se asegura ante todo mediante la seleccién de los
cebadores y de las sondas, asi como mediante la seleccién de condiciones estrictas para la
reaccién. Los cebadores y las sondas se comprobaron con respecto a posibles homologias con
todas las secuencias publicadas en los bancos de genes por medio de un andlisis de comparacién

de secuencias. De este modo se ha asegurado la deteccién de todos los genotipos relevantes.

Lla especificidad se evalué ademds con 100 muestras de sangre completa CMV negativas
diferentes. Estas no generaron ninguna sefial con los cebadores y las sondas especificos del CMV

que se incluyen en la mezcla maestra CMV RG Master.

Se analizé una posible reactividad cruzada del artus CMV QS-RGQ Kit mediante el grupo de
control indicado en la tabla 1 (véase la pagina 3). Ninguno de los patégenos analizados mostré
reactividad. No se observé ninguna incidencia de reactividad cruzada en el caso de infecciones

mixtas.

Intervalo lineal: sangre completa

El intervalo lineal teniendo en cuenta la purificacién del arfus CMV QSRGQ Kit se determiné
mediante el andlisis de una serie de diluciones de material viral (CMV) que varia de 5,00 x 107 a
1,00 x 102 en sangre completa. la purificacién se realizé en duplicados (n =4 para
concentraciones >1,00 x 107 copias/ml; n = 8 para concentraciones <1,00 x 107 copias/ml)
mediante el QIAsymphony DNA Mini Kit en combinacién con el protocolo VirusBlood200_DSP
(volumen de extraccién: 200 pl, volumen de elucién: 60 pl). Cada una de las muestras se analizé
con el artus CMV QSRGQ Kit. Se determiné el infervalo lineal teniendo en cuenta la purificacién
del artus CMV QSRGQ Kit para incluir concentraciones de 1,00 x 102 copias/ml hasta
5,00 x 107 copias/ml (correspondientes a 7,45 x 10?2 hasta 3,73 x 107 Ul/ml) para sangre

completa (figura 6).
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Figura 6. Intervalo lineal del arfus CMV QS-RGQ Kit (sangre completa). Célculo del intervalo lineal. La linea
recta se determiné mediante una regresién lineal del log1o de las concentraciones calculadas con el logio de
las concentraciones nominales. En la figura se incluye la ecuacién de la linea de regresién.

Robustez: sangre completa

La verificacién de la robustez permite determinar el indice total de fallos del arfus CMV QS-
RGQ Kit. Para verificar la robustez se afadieron 500 copias/ml de CMV (aproximadamente tres
veces la concentracién del LOD) a 100 muestras de sangre completa de CMV negativas. Tras la
extraccién mediante el QIlAsymphony DNA Mini Kit en combinacién con el protocolo
VirusBlood200_DSP para sangre completa, estas muestras se analizaron con el artus CMV QS-
RGQ Kit. Ademds, la robustez del control interno se evalué mediante la purificacién y el andlisis
de 100 muestras de sangre completa adicionadas. No se observaron inhibiciones. Asi, la robustez
del artus CMV QS-RGQ Kit es >99%.
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Sustancias causantes de interferencias: sangre
completa

Se han identificado tres sustancias endégenas (bilirrubina, triglicéridos y ADNg) en una
concentracién elevada como posibles sustancias causantes de interferencias presentes en muestras
de sangre completa con EDTA. Sus efectos se evaluaron en sangre completa que contenia CMV
en niveles de aproximadamente 10 veces el valor LOD (1650 copias/ml). Como control se
incluyeron muestras de sangre completa a las que se habia afiadido CMV sin adicién de ninguna
sustancia causante de interferencia. Todas las muestras, con o sin la adicién de sustancias
causantes de interferencias, se analizaron en 4 duplicados con el QlAsymphony DNA Mini Kit en
combinacién con el protocolo VirusBlood200_DSP (volumen de extraccién: 0,2 ml. volumen de
elucién: 60 pl). En las muestras que contenian niveles elevados de inhibidores endégenos
(30 mg/dl de bilirrubina, 1 g/dl de triglicéridos y hasta 3 pg/muestra de ADNg) no se observéd

interferencia para la deteccién del CMV.

Evaluacién clinica: sangre completa

El rendimiento clinico del artus CMV QS-RGQ Kit se evalué analizando muestras clinicas y
comparando los resultados con los obtenidos con un método de comparacién. Se analizé un total
de 115 muestras clinicas de sangre completa obtenidas de pacientes infectados por el CMV, asi
como de controles negativos, con el artus CMV QS-RGQ Kit y con el método de comparacién en
un centro externo. Se llevé a cabo un andlisis de regresién de Deming y Passing-Bablok con el
resultado del andlisis con el kit de QIAGEN en el eje de ordenadas (Y) y con el resultado del

andlisis con el método de comparacién en el eje de abscisas (X) (consulte la figura 7).
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Figura 7. Gréfico de regresion con las lineas de Passing-Bablok y de Deming (sangre completa). Solamente se
incluyeron muestras clinicas en el andlisis. Se incluyeron en el andlisis las muestras que se encontraban entre
el limite inferior de cuantificacién (lower limit of quantification, LLOQ) y el limite superior de cuantificacién
(upper limit of quantification, ULOQ) para ambos kits.

Se generé un grdfico de Bland-Altman para estudiar la diferencia en el logio (Ul/ml) calculado.
Ademds, se calculé la diferencia media del logio (Ul/ml) y su intervalo del 95% correspondiente

y se superpuso en el gréfico (consulte la figura 8).

La diferencia media en logio (Ul/ml) entre el kit de QIAGEN vy el kit de comparacién fue de

0,18 logio Ul/ml. La concordancia cualitativa de ambos kits fue del 100%.
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Figura 8. Grdfico de Bland-Altman (sangre completa). Las lineas de referencia horizontales corresponden
a-0,18,-0,86y 0,51 e indican la diferencia media (log10 Ul/ml: artus CMV QS-RGQ Kit;

log10 Ul/ml: kit de comparacién) y su intervalo predictivo del 95% correspondiente. Solamente se
incluyeron muestras clinicas en el andlisis. Se incluyeron en el andlisis las muestras que se encontraban
entre el limite inferior de cuantificacién y el limite superior de cuantificacién para ambos kits.

Precision

Los datos de precisién del artus CMV QS-RGQ Kit permiten la determinacién de la varianza total
del ensayo. La varianza total consta de la variabilidad intraensayo (variabilidad de mdltiples
resultados de muestras de la misma concentracién en un Unico experimento), la variabilidad
interensayo (variabilidad de mdltiples resultados del ensayo generados en diferentes instrumentos
del mismo tipo por diferentes operadores en un mismo laboratorio) y la variabilidad interlote

(variabilidad de mdltiples resultados del ensayo con diferentes lotes). Los datos obtenidos se
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utilizaron para determinar la desviacién estdndar, la varianza y el coeficiente de variacién para

la PCR especifica del patégeno y para la PCR del control interno.

Se recopilaron datos de precisién analitica del arfus CMV QSRGQ Kit (sin tener en cuenta la
purificacién) utilizando el estdndar de cuantificacién de la concentracién més baja (QS 4;
10 copias/pl). El andlisis se realizé por octuplicado. Los datos de precisién se calcularon segin
los valores de Cr de las curvas de amplificacién (Cr: umbral del ciclo, consulte la tabla 2 en la
pdgina 12). Ademds, se determinaron los datos de precisién para los resultados cuantitativos en
copias/pl mediante los valores Cr correspondientes (tabla 3, pdgina 13). En base a estos
resultados, la dispersion estadistica de cualquier muestra existente con la concentracién
mencionada es del 1,21% (Cr) o del 14,38% (concentracién) y del 1,93% (C1) para la deteccién
del control interno. Estos valores se basan en la totalidad de los valores individuales de las

variabilidades determinadas.

Tabla 2. Datos de precision en funcién de los valores de Cr

Desviacién Coeficiente de
estandar Varianza variacion (%)
Variabilidad intraensayo: CMV QS 4 0,17 0,03 0,57
Variabilidad intraensayo: Control
. 0,31 0,10 1,16
inferno
Variabilidad interensayo: CMV QS 4 0,38 0,14 1,27
Variabilidad interensayo: Control
. 0,47 0,22 1,77
interno
Variabilidad interlote: CMV QS 4 0,33 0,11 1,10
Variabilidad interlote: Control interno 0,53 0,28 2,02
Varianza total: CMV QS 4 0,36 0,13 1,21
Varianza total: Control interno 0,51 0,26 1,93
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Tabla 3. Datos de precisién segin los resultados cuantitativos (en copias/pl)

Desviacién Coeficiente de
estandar Varianza variacion (%)
Variabilidad intraensayo: CMV QS
1,34 1,80 13,30
4
Variabilidad interensayo: CMV QS
1,54 2,38 15,25
4
Variabilidad interlote: CMV QS 4 1,46 2,12 14,41
Varianza total: CMV QS 4 1,45 2,11 14,38

artus® CMV QS-RGQ Kit: Caracteristicas de rendimiento  02/2018



Reproducibilidad

Los datos de reproducibilidad permiten evaluar periédicamente el rendimiento del artus CMV QS-
RGQ Kit y comparar su eficiencia con la de otros productos. Estos datos se obtienen por medio de

la participacién en programas de competencia establecidos.

Contaminacidén cruzada

Se ha demostrado la ausencia de una contaminacién cruzada entre las muestras para el flujo de
trabajo completo por medio de la deteccién correcta de todas las muestras positivas y negativas
conocidas en posiciones alternantes (patrén de cuadricula) para un sistema arfus QS-RGQ

representativo.

En el manual de uso del artus CMV QS-RGQ Kit encontrard los productos relacionados y la

informacién para pedidos.

Historial de revisiones del documento

R4, Febrero 2018 Se cambié “sensibilidad analitica” a “limite de deteccién” o “LOD”;
se anadié informacién sobre las “sustancias interferentes”; se
afadieron valores en Ul/ml (ademds de los datos existentes en
copias/ml) en funcién de la informacién del factor de conversién en
las hojas de aplicacién respectivas.
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Si desea obtener informacién actualizada sobre la licencia y las exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual del usuario o el manual del kit de QIAGEN
correspondiente. Los manuales del usuario y los manuales del kit de QIAGEN estdn disponibles en
www.giagen.com o pueden solicitarse a los servicios técnicos de QIAGEN o a su distribuidor local.
Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).

Los nombres registrados, las marcas comerciales, etc. utilizados en este documento, incluso cuando no aparecen marcados como tales, estén protegidos por la legislacién. 02/2018 HB-0356-D01-004.
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