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Uso previsto

El artus CMV RG PCR Kit es una prueba de amplificacién de dcidos nucleicos in vitro para la
cuantificacién del ADN del citomegalovirus (CMV) en plasma humano. Este kit para pruebas
diagnésticas utiliza la reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR)
y estd configurado para usarse con los instrumentos Rotor-Gene Q.

El artus CMV RG PCR Kit ha sido desarrollado para utilizarse en combinacién con la
presentacién clinica y otros marcadores de laboratorio para controlar la infeccién por CMV
en pacientes en riesgo de contraer esta enfermedad.

Los resultados obtenidos con el arfus CMV RG PCR Kit deben interpretarse dentro del contexto
de todos los resultados clinicos y de laboratorio relevantes.

El artus CMV RG PCR Kit no estd indicado para usarse como prueba de cribado para
deferminar la presencia de CMV en sangre o hemoderivados ni como prueba diagnéstica
para confirmar la presencia de una infeccién por CMV.

Descripcién y principio

El artus CMV RG PCR Kit es un sistema listo para usar para la deteccién del ADN del CMV
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) en los
instrumentos Rotor-Gene Q MDx. La mezcla maestra CMV RG Master contiene los reactivos y
las enzimas necesarios para la amplificacién especifica de una regién de 105 pb del gen
mayor inmediato temprano (MIE) del genoma del CMV (el ensayo es capaz de detectar los
genotipos gB1-gB4 del CMV), asi como para la deteccién directa de este amplicén especifico

en el canal de fluorescencia Cycling Green del instrumento Rotor-Gene Q MDx.

Ademds, el artus CMV RG PCR Kit contiene un segundo sistema de amplificacién heterégeno
para identificar una posible inhibicién de la PCR. Este se detecta como control interno (infernal
control, IC) en el canal de fluorescencia Cycling Yellow de los instrumentos Rotor-
Gene Q MDx. Se suministran controles positivos externos (CMV QS 1-4), que permiten
deferminar la cantidad de ADN viral. Para obtener mds informacién, consulte el apartado

“Cuantificacién” en la pdgina 23.
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Informacién sobre el patégeno

El citomegalovirus humano (CMV) estd presente en la sangre, los tejidos y en précticamente todas
las secreciones de las personas infectadas. La transmisién puede ser oral, sexual, por transfusiones
sanguineas o trasplantes de érganos, intrauterina o perinatal (1-4). La determinacién de la carga
virica de CMV es una importante ayuda para evaluar el riesgo de contraer la enfermedad,

diagnosticar la enfermedad y controlar la respuesta al tratamiento (5).

La infeccién por CMV produce con frecuencia una infeccidn asintomética seguida de una
persistencia del virus de por vida en el cuerpo. Si aparecen sinfomas en adolescentes o en
adultos, son parecidos a los de la mononucleosis e incluyen fiebre, hepatitis leve y malestar
general (6). Se ha observado una evolucién grave de la infeccién por CMV especialmente en

el caso de infecciones intrauterinas y en pacientes inmunodeprimidos (4,7).
Principio del procedimiento

La deteccién de patégenos mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase
Chain Reaction, PCR) se basa en la amplificacién de regiones especificas del genoma de un
patégeno. Con realtime PCR, el producto amplificado se detecta mediante colorantes
fluorescentes. Estos suelen estar ligados a sondas oligonucleotidicas que se unen
especificamente al producto amplificado. La monitorizacién de las intensidades de
fluorescencia durante la serie de PCR (es decir, en tiempo real) permite detectar y cuantificar
el producto que se acumula sin tener que volver a abrir los tubos de reaccién una vez
finalizada la serie de PCR (8).
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Materiales suministrados

Contenido del kit

arfus CMV RG PCR Kit (24) (96)
N.° de catdlogo. 4503263 4503265
Nomero de reacciones 24 96
Azul CMV RG Master (Taq 0,1 U/pl) 2 x 12 reacciones 8 x 12 reacciones
Amarillo CMV Mg-Sol* Mg-Sol 600 600 pl
Rojo CMV QS 11 (1 x 104 copias/pl) QS 200 pl 200 pl
Rojo CMV QS 21 (1 x 103 copias/pl) Qs 200 l 200 pl
Rojo CMV QS 31 (1 x 102 copias/pl) Qs 200 pl 200 pl
Rojo CMV QS 41 (1 x 101 copias/pl) Qs 200 pl 200 pl
Verde CMV RG IC* |c 1000 pl 2 x 1000 pl
Blanco Agua (de calidad para PCR) 1000 pl 1000 pl
Instrucciones de uso [:Ij] 1 1

* Solucién de magnesio
t Estdndar de cuantificacién
* Control interno
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Materiales necesarios pero no suministrados

Reactivos

Kit de aislamiento de ADN (consulte el apartado “Aislamiento del ADN” en la pagina 12)

Consumibles

Puntas de pipeta estériles con filtro

Strip Tubes and Caps, 0,1 ml, para uso con un 72-Well Rotor (N.° de cat. 981103 0 981106)
De forma dlternativa: PCR Tubes, 0,2 ml, para uso con un 36Well Rotor
(N.° de cat. 981005 o 981008

Equipo

Pipetas (ajustables)”

Agitador vértex”

Centrifuga de mesa” con rotor para tubos de reaccién de 2 ml

Instrumentos Rotor-Gene Q MDx" con canales de fluorescencia para Cycling Green y Cycling
Yellow

Software Rotor-Gene Q, versién 2.3.5 o superior

Bloque de refrigeracion (Loading Block 72 x 0,1 ml Tubes, N.° de cat. 9018901, o Loading
Block 96 x 0,2 ml Tubes, N.° de cat. 9018905)

* Antes de usar el producto, asegirese de que los instrumentos se hayan verificado y calibrado siguiendo las

recomendaciones del fabricante.
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Advertencias y precauciones

Informacién de seguridad

Cuando trabaje con productos quimicos, use siempre una bata de laboratorio, guantes
desechables y gafas de proteccién adecuados. Si desea obtener mds informacién, consulte
las hojas de dato sobre seguridad (Safety Data Sheets, SDS) correspondientes. Puede
obtenerlas en linea en el practico y compacto formato PDF en www.qiagen.com/safety, desde
donde también podré buscar, ver e imprimir las hojas de datos SDS de todos los kits y
componentes de los kits QIAGEN.

Elimine los desechos de las muestras y del ensayo de conformidad con la normativa local en

materia de seguridad.
Precauciones
El usuario debe tener en cuenta siempre las siguientes indicaciones:

e Utilice puntas de pipeta estériles con filtro.

e Almacene y extraiga los materiales positivos (material de muestras, controles positivos y
amplicones) por separado de todos los demds reactivos y afiddalos a la mezcla de reaccién
en un drea separada espacialmente.

® Descongele por completo todos los componentes a temperatura ambiente (15-25 °C) antes de
comenzar un ensayo.

e Cuando se hayan descongelado, mezcle los componentes (mediante pipeteo repetido
ascendente y descendente o invirtiendo cada tubo manualmente) y centrifiguelos brevemente.

® Trabaje con rapidez y mantenga los componentes en hielo o en el bloque de refrigeracién

(bloque de carga de 72/96 pocillos).
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Almacenamiento y manipulacién de reactivos

Los componentes del arfus CMV RG PCR Kit deben conservarse a una temperatura de -30 °C a
-15 °C y son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta. Evite repetir el ciclo de
descongelacién<ongelacién (> 2x), ya que esta préctica reduce la sensibilidad del ensayo. Si se
van a utilizar los reactivos de forma intermitente, deberén congelarse en partes alicuotas. La
conservacién a una temperatura de 2-8 °C no debe superar un periodo de 5 horas.

Manipulacién y almacenamiento de las muestras

Nota: Todas las muestras deben tratarse como material potencialmente infeccioso.

Nota: Los estudios andliticos realizados para verificar el funcionamiento de este kit se refieren a
plasma conservado en EDTA como el material de muestra més adecuado para la deteccién del
CMV. Por consiguiente, recomendamos utilizar este material con el artus CMV RG PCR Kit.

La validacién del artus CMV RG PCR Kit se ha llevado a cabo utilizando muestras de plasma
humano con EDTA. No se han validado ofros materiales de muestra. Utilice exclusivamente
el kit de aislamiento de dcidos nucleicos recomendado (consulte el apartado “Aislamiento del
ADN" en la pdgina 12) para la preparacién de las muestras.

Cuando se utilizan ciertfos materiales de muestra es preciso seguir estrictamente las
instrucciones especificas relativas a la recogida, el transporte y el almacenamiento.

Recogida de las muestras

Cada extraccién de sangre ocasiona una lesién de los vasos sanguineos (arterias, venas o
capilares). Solamente debe utilizarse material inocuo y estéril. Para la extraccién de sangre
es preciso disponer de material desechable adecuado. Para las punciones venosas no deben
utilizarse agujas capilares demasiado finas. La extraccién de sangre venosa debe realizarse
en las regiones adecuadas de la flexura del codo, el antebrazo o el dorso de la mano. La
sangre debe extraerse con tubos de recogida de muestras estdndar (tubo de tapén rojo de
Sarstedt® o tubo equivalente de otro fabricante). Debe extraerse un volumen de 5-10 ml de
sangre en un tubo con EDTA. los tubos deben mezclarse con un agitador de varilla
inmediatamente después de la recogida de la muestra (8x, sin agitar).

Nota: No deben usarse muestras heparinizadas.
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Almacenamiento de las muestras

La sangre total debe separarse en plasma y componentes celulares mediante centrifugacién
durante 20 minutos a 800-1.600 x g en un plazo de 6 horas (?,10). El plasma aislado se
transfiere a tubos de polipropileno estériles. La sensibilidad del ensayo puede verse reducida
si se congelan las muestras de forma sistemdtica o si se almacenan durante un periodo de

tiempo mayor.
Transporte de las muestras

Como norma, el material de muestra debe transportarse en un recipiente de transporte
inastillable. De esta manera puede evitarse el peligro potencial de infeccién a causa de una
fuga de la muestra. Las muestras deben transportarse de acuerdo con las instrucciones locales

y nacionales para el transporte de material patégeno.”

Las muestras deben enviarse en el plazo de 6 horas. No se recomienda almacenar las muestras
en el lugar de extraccion. Es posible enviar por correo las muestras, siguiendo las instrucciones
legales para el transporte de material patégeno. Recomendamos redlizar el transporte de las
muestras por mensajeria. Las muestras de sangre deben enviarse refrigeradas (2-8 °C); el plasma

separado debe enviarse uliracongelado (de 30 °C a -15 °C).

" International Air Transport Association (Asociacién internacional para el transporte aéreo, IATA). Dangerous Goods
Regulations (Normativa sobre mercancias peligrosas).
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Procedimiento

Aislamiento del ADN

Los kits de QIAGEN mostrados en la Tabla 1 estdn validados para la purificacién de ADN
virico a partir de los tipos de muestras humanas indicados para su utilizacién con el artus
CMV RG PCR Kit. Realice la purificacién de ADN virico conforme a las instrucciones descritas

en los manuales de los kits respectivos.

Tabla 1. Kits de purificacién validados para su utilizacién con el kit arfus CMV RG PCR

Material de Tamaiio de  Kit de aislamiento de

muestra la muestra  acidos nucleicos Nomero de catdlogo  ARN transportador
Plasma con 500 pl QIAamp® DSP Virus Kit 60704 Incluido

EDTA

Plasma con 400 pl EZ1® DSP Virus Kit (48) 62724 Incluido

EDTA

Nota: La utilizacién de ARN transportador es esencial para la eficiencia de la extraccién vy,
por consiguiente, para el rendimiento en la obtencién de ADN/ARN. Para aumentar la
estabilidad del ARN transportador suministrado con el QlAamp DSP Virus Kit, recomendamos
seguir la informacién referente a la reconstitucién y el almacenamiento del ARN transportador
que se proporciona en el apartado “Preparacién de reactivos y tampones” del Manual de

uso de QIAamp DSP Virus Kit.

Nota: El control interno del arfus CMV RG PCR Kit puede usarse directamente en el
procedimiento de aislamiento. Asegirese de incluir una muestra de plasma negativa en el
procedimiento de aislamiento. La sefial del control interno correspondiente constituye la base

para la evaluacién del aislamiento (consulte el apartado “Control interno” a continuacién).
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Control interno

Con este kit se suministra un control interno (CMV RG IC). Este permite al usuario tanto
controlar el procedimiento de aislamiento de ADN como comprobar si se ha producido una
inhibicion de la PCR. Para esta aplicacién, afiada el control interno durante el aislamiento en
una proporcién de 0,1 pl por 1 pl de volumen de elucidn. Por ejemplo, si se usa el
QIAamp DSP Virus Kit, el ADN se eluye en 60 pl de tampén de elucién (AVE). Por lo tanto,
deben afiadirse inicialmente 6 pl del control interno. La cantidad de control interno utilizada

depende Unicamente del volumen de elucién.

Nota: El control interno y el ARN transportador (consulte el apartado “Aislamiento del ADN”
en la pdgina 12) deben afiadirse Gnicamente a la mezcla del tampén de lisis y el material de

muestra o directamente al tampén de lisis.

El control interno no debe afadirse directamente al material de muestra. Si se afiade al
tampén de lisis, tenga en cuenta que la mezcla de control interno y tampén de lisis-ARN
transportador debe prepararse en ese momento y usarse inmediatamente (el almacenamiento
de la mezcla a temperatura ambiente o en el frigorifico durante solamente unas horas puede

causar el fallo del control interno y una reduccién de la eficiencia de la extraccién).

Nota: No afiada directamente el control interno ni el ARN transportador al material de

muestra.

Para considerar que la purificacién ha tenido éxito, el valor de Cr del control interno de una
muestra de plasma negativa que se ha procesado durante la purificacién (QlAamp DSP Virus
Kit) debe ser de Cr = 27 + 3 (umbral: 0,03) utilizando instrumentos Rotor-Gene Q (consulte
la pdgina 26 para obtener mds informacién). La dispersién indicada se debe a la varianza
del instrumento y de la purificacién. Una desviacién mayor indica un problema en la
purificacién. En ese caso, la purificacién debe comprobarse y, en caso necesario, validarse
una segunda vez. Si tiene cualquier ofra duda o si encuentra problemas, pdngase en contacto

con el servicio técnico de QIAGEN.
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El control interno también puede utilizarse exclusivamente para comprobar una posible

inhibicién de la PCR. Para esta aplicaciéon, aiada el control interno directamente a los

reactivos CMV RG Master y CMV Mg-Sol, tal como se describe en el paso 2b del protocolo

(pdgina 15).

Protocolo: PCR y andlisis de los datos

Cuestiones importantes antes de comenzar

Dedique tiempo suficiente a familiarizarse con el instrumento Rotor-Gene Q antes de iniciar el
protocolo. Consulte el manual de uso del instrumento correspondiente para obtener mds
informacién.

Asegirese de que se incluya al menos un esténdar de cuantificacién y un control negativo
(agua de calidad para PCR) para cada serie de PCR. Para generar una curva estandar, utilice

los 4 estdndares de cuantificacién suministrados (CMV QS 1-4) para cada serie de PCR.

Antes de comenzar

Asegurese de que se ha preenfriado el bloque de refrigeracién (accesorio del instrumento
Rotor-Gene Q) a 2-8 °C.

Antes de cada uso, todos los reactivos deben ser descongelados completamente, mezclados
(mediante pipeteo ascendente y descendente repetido o mediante agitacién vorticial rapida) y

centrifugados brevemente.

Procedimiento

1.

2.

Coloque el nimero deseado de tubos de PCR en los adaptadores del bloque de

refrigeracién.

Si va a utilizar el control inferno para supervisar el procedimiento de aislamiento del ADN y
comprobar una posible inhibicién de la PCR, siga el paso 2a. Si va a utilizar el control interno

exclusivamente para comprobar una posible inhibicién de la PCR, siga el paso 2b.
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Nota: Se recomienda encarecidamente afadir el control interno a los reactivos
CMV RG Master y CMV Mg-Sol utilizados para los estdndares de cuantificacién. Para los
estdndares de cuantificacién, afiada el control interno directamente a los reactivos
CMV RG Master y CMV Mg-Sol, tal como se describe en el paso 2b del protocolo, y utilice

esta mezcla maestra para cada estédndar de cuantificacién (CMV QS 1-4).

2a. El confrol inferno ya se ha afiadido a la efapa de aislamiento (consulte
el apartado Control inferno en la pdgina 13). En este caso, prepare una mezcla
maesira  segdn se indica en la  Tabla2  (p&gina  siguiente).
La mezcla de reaccién suele contener todos los componentes necesarios para la PCR,
excepto la muestra.

Tabla 2. Preparacién de la mezcla maestra (control interno utilizado para supervisar el aislamiento del ADN y
comprobar una posible inhibicién de la PCR)

Numero de muestras 1 12
CMV RG Master 25yl 300 pl
CMV Mg-Sol 5 60 pl
CMV RG IC 0yl 0yl
Volumen total 30 ¢l 360 pl

2b. El control interno debe afiadirse directamente a la mezcla de CMV RG Master y
CMV Mg-Sol. En este caso, prepare una mezcla maestra segin se indica en la Tabla 3.
La mezcla de reaccién suele contener todos los componentes necesarios para la PCR,
excepto la muestra.

Tabla 3. Preparacién de la mezcla maestra (control interno utilizado exclusivamente para comprobar una posible
inhibicién de la PCR)

Nomero de muestras 1 12
CMV RG Master 25l 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 2yl 24 pl
Volumen tofal 32 pl* 384 pl*

*El aumento de volumen causado por la adicién del control interno se ignora al preparar el ensayo de PCR. La
sensibilidad del sistema de deteccién no se ve mermada.
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3. Pipetee 30 pl de la mezcla maestra en cada tubo de PCR y,a continuacién, afiada 20 pl

del ADN eluido de la muestra (consulte la Tabla 4). En correspondencia, deben usarse

20 pl de al menos uno de los estdndares de cuantificacién (CMV QS 1-4) como control

positivo y 20 pl de agua (agua de calidad para PCR) como control negativo.

Tabla 4. Preparacién del ensayo de PCR

Nimero de muestras 1 12
Mezcla maestra 30l 30 pl (cada una)
Muestra 20 ¢l 20 pl (cada una)
Volumen total 50 pl 50 pl (cada una)
Nomero de muestras 1 12

4. Cierre los tubos de PCR. Asegirese de que el anillo de fijacién (accesorio del equipo

Rotor-Gene) se encuentra en la parte superior del rotor para evitar la apertura accidental

de los tubos durante el andlisis.

5. Para la deteccién de ADN del CMV, cree un perfil de temperatura siguiendo los pasos

que se indican a continuacién.

Configuracién de los pardmetros generales del ensayo

Activacién inicial de la enzima hot start

Amplificacién del ADN (PCR con temperatura decreciente [touchdown])
Ajuste de la sensibilidad de los canales de fluorescencia

Inicio del ciclo

Figura 1, Figura 2 y Figura 3

Figura 4
Figura 5
Figura 6

Figura 7

Todas las especificaciones hacen referencia a la versién 2.3.5 o versiones superiores del

software Rotor-Gene Q. Puede encontrar mds informacién acerca de la programacién de los

instrumentos Rotor-Gene en el manual de uso del instrumento respectivo. En las ilustraciones,

estos valores de configuracién aparecen recuadrados en negrita. Las ilustraciones incluidas

estdn destinadas a los instrumentos Rotor-Gene Q.
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6. Abra el cuadro de didlogo New Run Wizard (Asistente para series nuevas) (Figura 1,
pdgina siguiente). Marque la casilla Locking Ring Attached (Anillo de bloqueo acoplado)
y haga clic en Next (Siguiente).
-- |

Wel to the Ad d Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor

1 [V Locking Ring Attached I

I 2
Skip Wizard |

Figura 1. Cuadro de didlogo “New Run Wizard” (Asistente para series nuevas).

7. Seleccione 50 para el volumen de reaccién de PCR y haga clic en Next (Siguiente)
(Figura 2).
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New Run Wizard x|

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, :\:": :g“eﬂr;%: in
clicking Next when you are ready to move to the next page. ihe Wisard For helo
5 ; on an item, hover
Opetator: IQlagen your mouse over the
X item for help. You
Notes : can also click on &
combo box to display
help about its
available settings.
“1. Reaction 5p =
Volume (pL): =
Sample Layout : | it B j
I 2

SkipWizad | ccBack || New>> |

Figura 2. Configuracién de los parémetros generales del ensayo.

8. Haga clic en el botén Edit Profile (Editar perfil) en el cuadro de didlogo New Run Wizard
(Asistente para series nuevas) (Figura 3) y programe el perfil de temperatura tal como se

muestra de la Figura 3 a la Figura 5.
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New Run Wizard

T

emperature Profile :

Channel Setup :

Name ] Source | Detector | Gain |

x|

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Create New... I
Green  470nm  510nm & Edit I
Yellow 530nm  555nm 5 —
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I
Red 625nm  B60nm 5
Crimson  680nm  710hp 7 Remove |
Reset Qaiaulsl
| |
Skipwizard | <«cBack f New>> |

Figura 3. Edicién del perfil.

8 Edit Profile 3

7,

Mew Open Save As

@
Help

The run will laké approximately 103 minuie[s] to complete. The graph below represents the run to be performed :

It cycle below to modify it :
1 = Insert after...

Insert before...
Remove

Hold Temperature : g5 ] deg.

Hold Time :

1_0! mins LI secs

Figura 4. Activacién inicial de la enzima hot start.
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% Edit Profile 3

Z .8 H| o

MNew Open Save As Help
The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it -

Insert after...
1 Insert befare...
Remove

This cycle repeats time(s).
2 - Click on one of the stgbs below to modify it, or press + of - to add and remove steps for this cycle.

95 deg. for 15 secs

30 seconds

Acquiring to Cycling &

72 deqg. for 20 secs / 5

65 deg. for 30 secs

ao-fE] s

x 6

Figura 5. Amplificacién del ADN. Asegurese de activar la funcién “touchdown” (temperatura decreciente) durante
10 ciclos en el paso de hibridacién.

9. El rango de deteccién de los canales de fluorescencia debe determinarse segin las
intensidades de fluorescencia de los tubos de PCR. Haga clic en Gain Optimisation
(Optimizacién de ganancia) en el cuadro de didlogo New Run Wizard (Asistente para
series nuevas) (consulte la Figura 3 en la pdgina anterior) para abrir el cuadro de didlogo
Auto-Gain Optimisation Setup (Configuracién de la optimizacién de ganancia
automdtica). Configure la temperatura de calibracién en 65 °C para que coincida con la

temperatura de hibridacién del programa de amplificacién (Figura 6, pagina siguiente).
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Auto-Gain Optimisation Setup

i~ Dptimisation :
& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
[% different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature tg IBS %‘I degrees. 1
Optimise All I Optimise Acquiring |

[~ Peifarm Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

: Channel Settings : 1
| - b |

Name | Tube Position | Min Reading l Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5FI 10FI -10 10

Yelow 1 5F| 10FI 10 10 _ Bemove |
Remove All |

< >

2 "I Start I Manual... ] Close | Help |

Figura 6. Ajuste de la sensibilidad de los canales de fluorescencia.

10. Los valores de ganancia determinados por la calibracién de los canales se guardan
automdticamente y se muestran en la dltima ventana de mend del procedimiento de

programacién (Figura 7, pdgina siguiente). Haga clic en Start Run (Iniciar serie).
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New Run Wizard

Summary :
Setting I Yalue I
Green Gain 4
Yellow Gain 8
Rotar 72well Rotor
Sample Layout 1,235,
Reaction Volume (in microliters) 50

=11

Save Template

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to
beagin the un. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard << Back

Figura 7. Inicio del ciclo.
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Interpretacién de los resultados

Cuantificacién

Llos estdndares de cuantificacién (CMV QS 1-4) incluidos se tratan como muestras
previamente purificadas y se utiliza el mismo volumen de 20 pl directamente en la PCR (no
hace falta ninguna extraccién ulterior). Para generar una curva esténdar con los instrumentos
Rotor-Gene Q, los cuatro estdndares de cuantificacién deben utilizarse y definirse en el
cuadro de didlogo Edit Samples (Editar muestras) como estandares con las concentraciones

especificadas (consulte el manual de uso del instrumento respectivo).

Nota: Para garantizar una cuantificacién exacta, se recomienda encarecidamente afadir el control
interno a los reactivos CMV RG Master y CMV Mg-Sol utilizados para los estdndares de
cuantificacién. Para esta aplicacién, afiada el control interno directamente a los reactivos
CMV RG Master y CMV Mg-Sol, tal como se describe en el paso 2b del protocolo (pagina 15), y

utilice esta mezcla maestra para cada esténdar de cuantificacién (CMV QS 1-4).

Nota: Los estandares de cuantificacién se definen en copias/pl. Se debe aplicar la siguiente
ecuacién para convertir los valores determinados utilizando la curva de estdndares en

copias/ml de material de muestra:

i Resul ias/pl | lucién (pl
Resuliado (COPIGS) _ Resultado (copias/pl) x Volumen de elucién (pl)

ml - Volumen de la muestra (ml)

Como norma, debe introducirse en la ecuacién anterior el volumen de muestra inicial. Esto
debe tenerse en cuenta cuando se ha cambiado el volumen de muestra antes de la extraccién
de dcidos nucleicos (p. ej., reduciendo el volumen mediante centrifugacién o aumentando el

volumen mediante adicién hasta el volumen necesario para el aislamiento).
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Nota: Llos estdndares de cuantificacién se han calibrado frente al primer estdndar
internacional de citomegalovirus humano (cédigo NIBSC: 09/162) segin lo determinado por
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Para convertir las copias/ml en Ul/ml considerando el QlAamp DSP Virus Kit:

OMS (Ul/ml) = 2,933 x artus CMV (copias/ml)
Nota: Para el flujo de trabajo de QlAamp, las muestras cuantificadas deben estar dentro del
intervalo lineal de QS 1 x 10" a 1 x 10 copias/pl. La cuantificacién no se puede garantizar

fuera de este intervalo.

Para convertir las copias/ml a Ul/ml considerando el EZ1 DSP Virus Kit en el instrumento
EZ1 Advanced XL:

OMS (Ul/ml) = 0,794 x artus CMV (copias/ml)
Nota: Para el flujo de trabajo de EZ1, las muestras cuantificadas deben estar dentro del
infervalo lineal de 3,16E+02 a 1.00E+08 copias/ml. La cuantificacién no se puede

garantizar fuera de este intervalo.

Resultados

En la Figura 8 y la Figura 9 (pdgina siguiente) se presentan ejemplos de reacciones de PCR

positivas y negativas.
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Figura 8. Deteccién de los estandares de cuantificacion (CMV QS 1-4) en el canal de fluorescencia Cycling Green.
NTC: No Template Control (control sin molde) (control negativo).

0,3 ]

0,25

0,2

QS 1-QS4+NTC

o
o

Fluor. norm.

0,1

0,05 |

Umbral

0
2' 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Ciclo
Figura 9. Deteccién del control interno (Internal Control, IC) en el canal de fluorescencia Cycling Yellow con

amplificacién simulténea de los estandares de cuantificacién (CMV QS 1-4). NTC: No Template Control (control sin
molde) (control negativo).
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Se detecta una sefial en el canal de fluorescencia Cycling Green.

El resultado del andlisis es positivo: la muestra contiene ADN del CMV.

En este caso, la deteccién de una sefial en el canal Cycling Yellow no es imprescindible, ya
que las concentraciones altas iniciales de ADN del CMV (sefial positiva en el canal

Cycling Green) pueden dar lugar a una reduccién o a la ausencia de sefial de fluorescencia

del control interno en el canal Cycling Yellow (competicién).

No se detecta una sefial en el canal de fluorescencia Cycling Green. Al mismo tiempo,

aparece una sefial procedente del control interno en el canal Cycling Yellow.

No se ha detectado ADN de CMV en la muestra analizada. Puede considerarse negativa.

En el caso de una PCR negativa del CMV, la sefial detectada del control interno descarta la

posibilidad de una inhibicién de la PCR.

No se detecta una sefial en los canales Cycling Green o Cycling Yellow.

Los resultados no son concluyentes.

Puede encontrar informacién acerca de las fuentes de error y su solucién en el apartado “Guia

de resolucién de problemas” en la pégina 42.
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Control de calidad

En cumplimiento del sistema de gestién de calidad con certificacién 1SO de QIAGEN, cada
lote del arfus CMV RG PCR Kit se analiza en relacién con las especificaciones

predeterminadas para garantizar la uniformidad de la calidad de los productos.

Limitaciones

Todos los reactivos son exclusivamente para uso de diagnéstico in vitro.

Este producto debe ser utilizado por personal que haya recibido formacién y preparacién

especificas en los procedimientos de diagnéstico in vitro.

Para obtener resultados éptimos con la PCR es necesario un cumplimiento estricto del manual

de uso del instrumento correspondiente.

Debe prestarse atencién a las fechas de caducidad impresas en la caja y etiquetas de todos

los componentes. No utilice componentes caducados.

Aunque poco frecuentes, las mutaciones en el interior de las regiones altamente conservadas
del genoma viral cubiertas por los cebadores del kit y/o de la sonda pueden producir en
estos casos una subcuantificacién o un fallo de la deteccién de la presencia del virus. La

validez y el rendimiento del disefio del ensayo se revisan a infervalos regulares.
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Caracteristicas del rendimiento

Sensibilidad analitica

Se evaluaron el limite de deteccién andlitico y el limite de deteccién analitico teniendo en
cuenta la purificacién (limites de sensibilidad) para el artus CMV RG PCR Kit. El limite de
defeccién analitica teniendo en cuenta la purificacién se determina utilizando muestras
clinicas positivas para el CMV con un método de exiraccién concreto. Por el contrario, el
limite de deteccién analitica se determina independientemente del método de extraccién

seleccionado utilizando ADN del CMV con una concentracién conocida.

Para determinar la sensibilidad analitica del artus CMV RG PCR Kit, se realizaron diluciones
seriadas de ADN gendémico del CMV desde 10 hasta 0,00316 copias/pl nominales y se
analizaron con el arfus CMV RG PCR Kit en instrumentos Rotor-Gene. El ensayo se realizé en
tres dias diferentes por octuplicado. Los resultados se determinaron mediante un andlisis
probitio. En la Figura 10 (pdgina siguiente) se muestra una representacién gréfica del andlisis
probitio en el instrumento Rotor-Gene 6000. El limite de deteccién analitica del artus CMV RG
PCR Kit en combinacién con los instrumentos Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 y Rotor-
Gene 3000 es de 0,36 copias/pl (p = 0,05) y 0,24 copias/pl (p = 0,05), respectivamente.
Esto significa que existe una probabilidad del 95 % de que se detecten 0,36 copias/pl o

0,24 copias/yl, respectivamente.
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Figura 10. Andlisis probitio: CMV (Rotor-Gene 6000). Sensibilidad andlitica del arfus CMV RG PCR Kit en el instrumento
Rotor-Gene 6000.

La sensibilidad andlitica teniendo en cuenta la purificacién (QlAamp DSP Virus Kit) del
artus CMV RG PCR Kit en instrumentos Rotor-Gene se determiné mediante diluciones seriadas
de material del CMV desde 1000 hasta un valor nominal de 0,316 copias del CMV/ml
afiadido a muestras clinicas de plasma. Estas se sometieron a extraccién de ADN con el
QIAamp DSP Virus Kit (volumen de extraccién: 0,5 ml, volumen de elucién: 60 pl). Cada una
de las ocho diluciones se analizé con el artus CMV RG PCR Kit en tres dias diferentes y por
octuplicado. Los resultados se determinaron mediante un andlisis probitio. En la Figura 11
(pdgina siguiente) se muestra una representacién grdfica del andlisis probitio. El limite de
deteccién andlitica teniendo en cuenta la purificacién del artus CMV RG PCR Kit en
combinacién con el instrumento Rotor-Gene 3000 es de 57,1 copias/ml (p = 0,05). Esto

significa que existe una probabilidad del 95 % de que se detecten 57,1 copias/ml.
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Figura 11. Andlisis probitio: CMV (Rotor-Gene 3000). Sensibilidad andlitica teniendo en cuenta la purificacién
(QlAamp DSP Virus Kit, QIAGEN) del arfus CMV RG PCR Kit en el instrumento Rotor-Gene 3000.

La sensibilidad analitica teniendo en cuenta la purificacién con el EZ1 DSP Virus Kit (volumen
de extraccién: 0,4 ml, volumen de elucién: 60 pl) utilizando el instrumento EZ1 Advanced XL
del artus CMV RG PCR Kit en el Rotor-Gene 6000 es 68,75 copias/ml (p = 0,05). Esto
significa que existe una probabilidad del 95 % de que se detecten 68,75 copias/ml.

Intervalo lineal

El intervalo lineal teniendo en cuenta la purificacién con el EZ1 DSP Virus Kit (volumen de
extraccién: 0,4 ml, volumen de elucién: 60 pl) utilizando el instrumento EZ1 Advanced XL se
determiné analizando entre 4 y 6 muestras de material del CMV mediante diluciones seriadas
desde 3,16E+01 hasta 1,00E+08 copias/ml.

En la Figura 12 (pdgina siguiente) se muestra una representacién grdfica del andlisis probitio.
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LOG10 de la concentracién estimada de CMV frente al LOG10 de la concentracién
nominal de CMV (artus CMV RG PCR Kit)
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Figura 12. Regresién polinémica del conjunto de datos del arfus CMV RG PCR Kit teniendo en cuenta la purificacién (EZ1 DSP
Virus Kif) en el instrumento EZ1 Advanced XL. Se incluyen los modelos de regresion lineal, cuadrdtica y cobica.

El intervalo lineal del arfus CMV RG PCR Kit teniendo en cuenta la purificacién con el
EZ1 DSP Virus Kit (volumen de extraccién: 0,4 ml, volumen de elucién: 60 pl) utilizando el
instrumento EZ1 Advanced XL es de 3,16E+02 a 1,00E+08 copias/ml.

Nota: El intervalo lineal del artus CMV RG PCR Kit, teniendo en cuenta la purificacién con el
QIAamp DSP Virus Kit (volumen de extraccién: 0,4 ml, volumen de elucién: 60 pl), es de
1,00E+01 a 1,00E+04 copias/pl.

Especificidad

La especificidad del artus CMV RG PCR Kit se asegura ante todo mediante la seleccién de los
cebadores y de las sondas, asi como mediante la seleccién de condiciones rigurosas 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 garantizado la capacidad de deteccién de
todas las cepas relevantes.
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Ademds, la especificidad se validé con 100 muestras diferentes de plasma negativas para el
CMV. 99 de estas muestras no generaron ninguna sefial con los cebadores y las sondas
especificos del CMV que se incluyen en la mezcla maestra CMV RG Master.

Nota: 1 muestra que genere una sefial con los cebadores y sondas especificos de CMV y que
también dé positivo para CMV en el artus CMV LC PCR Kit y en el TM RG PCR Kit
probablemente sea positiva. Se verificé una especificidad final del 99,00 % basada en el
andlisis de 100 muestras de donantes individuales (99/100).

Se analizé una posible reactividad cruzada del arfus CMV RG PCR Kit mediante el grupo de
control indicado en la Tabla 5. Ninguno de los patégenos analizados mostré reactividad. No

se produjo ninguna reactividad cruzada en el caso de infecciones mixtas.

Tabla 5. Andlisis de la especificidad del kit con patégenos con posible reactividad cruzada

CMV (Cycling Green o Control interno (Cycling Yellow

Grupo de control Cycling A.FAM) o Cycling A.JOE)
Virus del herpes humano 1 (virus del herpes simple 1) - +
Virus del herpes humano 2 (virus del herpes simple 2) - +
Virus del herpes humano 3 (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 - +

(continda en la pagina siguiente)
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Tabla 5 (continda desde la péagina anterior)

CMV (Cycling Green o Control interno (Cycling Yellow
Grupo de conrol Cycling A.FAM) o Cycling A.JOE)
Virus de la inmunodeficiencia humana 1 - +
Virus linfotrépico humano de linfocitos T 1 - +
Virus linfotrépico humano de linfocitos T 2 - +
Virus del Nilo Occidental - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +
Precision

Los datos de precision del artus CMV RG PCR Kit se han obtenido con instrumentos Rotor-Gene y
permiten determinar la varianza total del ensayo. La varianza total consta de la variabilidad
intraensayo (variabilidad de mltiples resultados de muestras de la misma concentracién en un
dnico 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 miltiples resultados del ensayo con
diferentes lotes). Los datos obtenidos se utilizaron para determinar la desviacién esténdar, la
varianza y el coeficiente de variacién para la PCR especifica del patégeno y para la PCR del

control interno.

Se obtuvieron datos de precisién del artus CMV RG PCR Kit utilizando el estdndar de
cuantificacién de menor concentracién (QS 4; 10 copias/pl). El andlisis se realizé con
8 duplicados. Los datos de precisién se calcularon segin los valores Cr de las curvas de
amplificacién (Cr: umbral del ciclo, consulte la Tabla 6, pdgina siguiente). Ademds, se
determinaron los datos de precisién para los resultados cuantitativos en copias/pl mediante los
valores de Cr correspondientes (consulte la Tabla 7, p&gina siguiente). En base a estos resultados,
la dispersidn estadistica de cualquier muestra existente con la concentracién mencionada es del
1,21 % (C1) o del 14,38 % (concentracidn) y del 1,93 % (Cr) para la defeccidn del control interno.
Estos valores se basan en la totalidad de los valores individuales de las variabilidades
determinadas.
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Tabla 6. Datos de precision en funcién de los valores de C;

Desviacion estandar Varianza Coeficiente de variacion (%)

Variabilidad intraensayo: 057
CMV QS 4 0,17 0,03 ,
Variobili'dcd intraensayo: 0,31 0,10 1,16
Control inferno
Variabilidad interensayo: 127
CMV QS 4 0,38 0,14 '
Voriubilidcd inferensayo: 0,47 0,22 1,77
Control interno
Variabilidad interlote:

1,10
CMV QS 4 0,33 0,11
Voriabili.dad interlote: 0,53 0,28 2,02
Control inferno
Varianza total:

1,21
CMV QS 4 0,36 013
Ydrionza total: Control 0,51 0,26 1,93
interno

Tabla 7. Datos de precisién segin los resultados cuantitativos (en copias/pl)

Desviacién estandar Varianza Coeficiente de variacién (%)
Variabilidad intraensayo: 1330
CMV QS 4 1,34 1,80 '
Variabilidad interensayo: 1525
CMV QS 4 1,54 2,38 ,
Variabilidad interlote:
14,41
CMV QS 4 146 212
Varianza total: 145 211 14 38
CMV QS 4 ! ! !
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Sustancias interferentes

Se afadi6 ADN de CMV a plasma negativo en diferentes sistemas de obtencién de sangre
comerciales con diferentes anticoagulantes. La concentracién calculada (copias/ml) y la
media, la desviacién esténdar, la varianza y el CV% de Crse presentan en la Tabla 8. La
desviacién esténdar y el coeficiente de variacién se encuentran dentro del margen del 5 %y,
por tanto, dentro del intervalo de tolerancia. No se identificé ningin efecto significativo en la

PCR debido a las diversas sustancias.

Tabla 8. Datos de los sistemas comerciales de obtencién de sangre y anticoagulantes

. Concentracién G (.:T ., G G

Sustancia . I desviacién . o

(copias/ml) media ) varianza CV (%)
estdndar

EDTA de potasio, 399,60 31,06 0,11 0,01 0,36

Becton Dickinson®

EDTA de potasio, 350,10 31,26 0,30 0,09 0,97

Sarstedt

EDTA de potasio, 285,00 31,58 0,50 0,25 1,58

Greiner Bio-One®

EDTA de potasio, 310,40 31,40 0,16 0,03 0,52

Springe (referencia)

EDTA de potasio, 487,20 30,80 0,14 0,02 0,47

Sarstedt (referencia)

EDTA de potasio 423,30 33,2 0,26 0,07 0,79

(embarazo)

Se afadieron sustancias endégenas (Tabla 9, pdgina siguiente) a muestras de plasma con
EDTA positivas para CMV en concentraciones de 3 x LOD y 10 x LOD. Todas las muestras se
detectaron satisfactoriamente y no se observaron interferencias en las muestras que contenian
unas concentraciones elevadas de inhibidores endégenos (bilirrubina, hemoglobing,

triglicéridos y albimina).

artus CMV RG PCR Kit  12/2021 35



Tabla 9. Sustancias endégenas andlizadas

Sustancias interferentes

Concentracién de las sustancias inferferentes

Bilirrubina
Hemoglobina
Triglicéridos

Albdmina

30 mg/dl
2 g/dl
1 g/dl
6 g/dl

Se analizaron fdrmacos habitualmente utilizados en el contexto del trasplante a 3 veces la

concentracién méxima alcanzada después de un tratamiento farmacoldgico terapéutico,
segin lo recomendado en la guia EPO7-A2 (11) del CLSI® (consulte la Tabla 10). Cada una

de estas sustancias se afiadieron a muestras tanto positivas como negativas para CMV, que

se analizaron por cuadruplicado.

Ninguna de las sustancias exégenas analizadas mostré una influencia significativa en el

rendimiento del artus CMV RG PCR Kit.

Tabla 10. Lista de férmacos evaluados como sustancias exégenas

Sustancias interferentes

Concentracién analizada

Antibiéticos
Sulfametoxazol
Trimetoprima
Claforan® (cefotaxima)

Tazobac® (piperacilina + tazobactam)

Ticarcilina

Augmentin® (@amoxicilina + dcido clavuldnico)

Vancomicina
Antiféngico

Fluconazol
Inmunosupresores

Rapamicina

Micofenolato de sodio

200 mg/I
5,2 mg/I
149/

Piperacilina: 1 g/I
Tazobactam: 125 mg/I

1g/!

Amoxicilina: 125 mg/I
Acido clavuldnico: 25 mg/I

125 mg/I

1 mg/I

100 mg/I
80 mg/I
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Robustez

la verificacién de la robustez permite determinar la tasa de fracaso total del
artus CMV RG PCR Kit. Se afiadié CMV con una concentracién final de 170 copias/ml
(aproximadamente tres veces la concentracién del limite de sensibilidad analitica) a
100 muestras de plasma negativas para CMV. Tras la extraccién con el QlAamp DSP Virus
Kit, estas muestras se analizaron con el arfus CMV RG PCR Kit. La tasa de fracaso para todas
las muestras de CMYV fue del O %. Ademds, la robustez del control interno se evalué mediante
la purificacién y el andlisis de 100 muestras de plasma negativas para CMV. Asi, la robustez
del arfus CMV RG PCR Kit es del 299 %.

Reproducibilidad

Llos datos de reproducibilidad permiten evaluar de forma regular el rendimiento del
artus CMV RG PCR Kit y comparar su eficiencia con la de ofros productos. Estos datos se
obtienen por medio de la participacién en programas de idoneidad establecidos.

Ademds de participar en programas de idoneidad establecidos, se evalué un panel de CMV
con 10 miembros (Tabla 11) en 3 laboratorios externos utilizando el EZ1 DSP Virus Kit en el
instrumento EZ1 Advanced XL para purificar el dcido nucleico y el artus RG PCR Kit para
analizar el eluido de ADN.

Tabla 11. Resumen de los miembros del panel de CMV

(T;':anc;ﬁle panel (fipo de miembro L ) panel Efecto de la dilucién
1001 (1) Negativo Grupo negativo 1
1002 (1) Negativo Grupo negativo 2
1003 (2) Negativo alto 50 % positivo

1004 (2) Negativo alto 50 % positivo

1005 (3) Positivo bajo 200 copias/ml
1006 (3) Positivo bajo 200 copias/ml
1007 (4) Positivo moderado 2000 copias/ml
1008 (4) Positivo moderado 2000 copias/ml
1009 (5) Positivo alto 200 000 copias/ml
1010 (5) Positivo alto 200 000 copias/ml
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El panel de 10 miembros se analizé por duplicado y por 2 operadores diferentes cada dia
durante 6 dias en cada centro, con 3 lotes de kit de reactivos. Por tanto, 20 muestras

multiplicada por 2 operadores, por 6 dias en 3 centros equivale a 720 puntos de datos.

Se deferminé que la reproducibilidad total de la prueba arfus CMV RGQ MDx correspondia
a un CV <12 % para las muestras con una concentracién entre 200 copias/ml y
200 000 copias/ml (Tabla 12)

Tabla 12. Resumen global (de cada tipo de miembro del panel): valores promedio observados

Tipo de miembro del Desviacion ~ CV

panel N.°de obs. Media Mediana estandar porcentual  Minimo
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00

2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 -0,10
3 144 1,91 1,95 0,226 11,83 0,98

4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16

5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

El resumen global de la varianza porcentual y de la desviacién estdndar para los valores de
log10 Ul/ml de cada uno de los 5 paneles correspondientes a los distintos lotes, centros,
operadores y dias, entre series y dentro de cada serie analitica, se presentan en la Tabla 13

(pdgina siguiente).
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Tabla 13. Resumen global de la varianza y la desviacién estandar

Mvuestra 1 2 3 4 5
Tipo de muesira negativo negativo alto  positivo bajo m’)ocései'ri;ﬁo positivo alto
Media observada en
log10 Ul/ml 0,02 0,68 1,91 2,96 5,08
N.° de pruebas 144 144 144 144 144
o .
Medicion % de \Il)aErlunza
0 3,10 0 0 3,00
Lote :
¢ 0 0,113 0 0 0,016
Centro 0 0 0 0,90 v
0 0 0 0,016 0
15,4
Operad 4,3 4,6 0 18,8 ,
perador 0,033 0,136 0 0,074 0,037
C te
d:';::ponen Dia 0 0 8,60 6,00 48,10
varianza 0 0 0,067 0,042 0,065
Entre series 0 0 4,40 10,90 7,90
andliticas 0 0 0,048 0,057 0,026
En la serie 95,7 92,3 87 63,40 25,60
andlitica 0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
Total 100 100 100 100 100
0,158 0,635 0,227 0,171 0,094

Evaluacién diagnéstica

El artus CMV RG PCR Kit se evalué en un estudio en el que se comparé el artus CMV RG PCR Kit
con el COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test. Se analizaron 156 muestras de plasma
con EDTA clinicas refrospectivas y prospectivas. Todas las muestras se habian analizado
previamente con un resultado positivo o negativo utilizando el COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR para diagnéstico rutinario.
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El ADN de CMV para analizar el artus CMV RG PCR Kit se aislé con el QlAamp DSP Virus
Kit, afadiendo el control interno del artus CMV RG PCR Kit al aislamiento, y el andlisis se
llevé a cabo en el Rotor-Gene 3000. Las muestras para el andlisis con el COBAS AMPLICOR
CMV MONITOR Test se procesaron y analizaron de acuerdo con las instrucciones del

fabricante proporcionadas en el prospecto.

Las 11 muestras que tuvieron un resultado positivo con el COBAS AMPLICOR CMVY MONITOR
Test tuvieron también un resultado positivo con el arfus CMV RG PCR Kit. 123 de las
145 muestras que tuvieron un resultado negativo con el COBAS AMPLICOR CMV MONITOR
Test también tuvieron un resultado negativo con el artus CMV RG PCR Kit. Se obtuvieron
22 resultados discordantes (Tabla 14).

Tabla 14. Resultados del estudio de validacién comparativo.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

. _ Total
+ 11 22 33
arfus CMV RG PCR Kit
- 0 123 123

Si se foman como referencia los resultados del COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test, la
sensibilidad diagnéstica de todas las muestras del artus CMV RG PCR Kit es del 100 %,

mientras que la especificidad diagnéstica es del 84,8 %.

Un posterior andlisis de las 22 muestras con resultados discordantes confirmé los resultados
de los artus PCR Kit. Por consiguiente, cabe suponer que la discrepancia se basa en la mayor
sensibilidad del arfus CMV RG PCR Kit.
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Guia de resolucién de problemas

Esta guia de resolucién de problemas puede ayudarle a resolver cualquier problema que
pueda surgir. Para obtener més informacién, también puede consultar la pagina de preguntas
frecuentes (Frequently Asked Question, FAQ) de nuestro Centro de servicio técnico:

www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Comentarios y sugerencias

Ausencia de sefial con los controles positivos (CMV QS 1-4) en el canal de fluorescencia Cycling Green

a) El canal de fluorescencia seleccionado Para el andlisis de los datos, seleccione el canal de fluorescencia
para el andlisis de datos de PCR no cumple  Cycling Green para la PCR analitica del CMV y el canal de
el protocolo fluorescencia Cycling Yellow para la PCR del control interno.

b) Programacién incorrecta del perfil de Compare el perfil de temperatura con el protocolo. Consulte el
temperatura del instrumento Rotor-Gene apartado “Protocolo: PCR y andlisis de los datos”, en la pagina 14.

c) La configuracién de la PCR no es correcta Compruebe los pasos de trabajo por medio del esquema de

pipeteo y repita la PCR en caso necesario. Consulte el apartado
“Protocolo: PCR y andlisis de los datos”, en la pdgina 14.

d) Las condiciones de almacenamiento de uno  Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de
o més componentes del kit no cumplian las  caducidad (en la etiqueta del kit) de los reactivos y utilice un kit
instrucciones indicadas en el apartado nuevo en caso necesario.

“Almacenamiento y manipulacién de
reactivos”, en la pagina 10)

e) El artus CMV RG PCR Kit ha caducado Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de
caducidad (en la etiqueta del kit) de los reactivos y utilice un kit
nuevo en caso necesario.

Seiial débil o ausente del control interno de una muestra de plasma negativa sometida a purificacién con el
QlAamp DSP Virus Kit (Cr = 27 + 3; umbral, 0,03) en el canal de fluorescencia Cycling Yellow y ausencia simulténea
de una sefial en el canal Cycling Green

a) Las condiciones de la PCR no cumplen el Compruebe las condiciones de la PCR (véase arriba) y repita la
protocolo PCR si es necesario después de haber corregido los ajustes.
b) Se produjo la inhibicién de la PCR Asegurese de que estd utilizando el método de aislamiento

recomendado y siga exactamente las instrucciones del fabricante.
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Comentarios y sugerencias

c) Se ha perdido ADN durante la extraccién

d) Las condiciones de almacenamiento de uno
o mds componentes del kit no cumplian las
instrucciones indicadas en el apartado
“Almacenamiento y manipulacién de
reactivos”, en la pagina 10)

e) El artus CMV RG PCR Kit ha caducado

Si se ha afladido el control interno a la extraccién, la ausencia de
una sefial del control interno puede indicar la pérdida de ADN
durante la extraccién. Asegirese de que estd utilizando el método
de aislamiento recomendado (consulte el apartado “Aislamiento
del ADN" en la pdgina 12) y siga exactamente las instrucciones
del fabricante.

Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de
caducidad (en la etiqueta del kit) de los reactivos y utilice un kit
nuevo en caso necesario.

Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de
caducidad (en la etiqueta del kit) de los reactivos y utilice un kit
nuevo en caso necesario.

Sefiales con los controles negativos en el canal de fluorescencia Cycling Green de la PCR andlitica

a) Se produjo contaminacién durante la
preparacién de la PCR

b) Se produjo contaminacién durante la
extraccién

Repita la PCR con reactivos nuevos en réplicas.

Si fuera posible, cierre los tubos de PCR justo después de afiadir
la muestra que va a analizarse.

Asegurese de pipetear en dltimo lugar los controles positivos.

Compruebe periédicamente que el espacio y los instrumentos de
trabajo no estén contaminados.

Repita la extraccién y la PCR de la muestra que debe analizarse
empleando reactivos nuevos.

Compruebe periédicamente que el espacio y los instrumentos de
trabajo no estén contaminados.
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Informacién para pedidos

Producto Contenido N.° de cat.
artus CMV RG  Para 24 reacciones: Mezcla maestra, solucién de 4503263
PCR Kit (24) magnesio, 4 estdndares de cuantificacién, control interno,

agua (de calidad para PCR)
artus CMV RG  Para 96 reacciones: Mezcla maestra, solucién de 4503265
PCR Kit (96) magnesio, 4 estdndares de cuantificacién, control interno,
agua (de calidad para PCR)
EZ1 DSP Virus Kit: para la purificacién automatizada simulténea de ADN 'y
ARN viricos a partir de 1-14 muestras de plasma, suero o LCR
EZ1 DSP Virus  Para 48 preparaciones de acidos nucleicos viricos: 62724
Kit (48) cartuchos de reactivos precargados, soportes de puntas
desechables, puntas con filiro desechables, tubos de
muestras, tubos de elucién, tampones, ARN transportador
QlAamp DSP Virus Kit: para purificacién de dcidos nucleicos viricos a partir
de plasma humano para diagnéstico in vitro
QlAamp DSP Para 50 preparaciones: QlAamp MinElute® Spin Columns, 60704
Virus Kit tampones, reactivos, tubos, extensores de columna y
conectores VacConnectors

Rotor-Gene Q MDx y accesorios
Rotor-Gene Q@  Termociclador para realtime PCR con 5 canales (verde, 9002022
MDx 5plex amarillo, naranja, rojo y carmesi), ordenador portdtil,

Platform software, accesorios: incluye una garantia de 1 afio para
piezas y mano de obra, no incluye instalacién ni formacién
Rotor-Gene Q  Termociclador para realtime PCR con 5 canales (verde, 9002023
MDx 5plex amarillo, naranja, rojo, carmesi), ordenador portdtil,
System software, accesorios: incluye una garantia de 1 afio para
piezas y mano de obra, instalacién y formacién
artus CMV RG PCR Kit  12/2021 45



Producto Contenido N.° de cat.
Rotor-Gene Q@  Termociclador para realtime PCR y analizador de fusién de 9002032
MDx 5plex alta resolucién con 5 canales (verde, amarillo, narania, rojo y
HRM Platform  carmesi) mds un canal HRM, ordenador portdtil, software,

accesorios: incluye una garantia de 1 afio para piezas y

mano de obra, no incluye instalacién ni formacién
Rotor-Gene Q  Termociclador para realtime PCR y analizador de fusién 9002033
MDx 5plex de alta resolucién con 5 canales (verde, amarillo, naranja,
HRM System rojo, carmesi) mds un canal HRM, ordenador portdtil,

software y accesorios: incluye 1 afio de garantia en

piezas y mano de obra, instalacién y formacién
Rotor-Gene Q  Instrumento para reaktime PCR con 6 canales (azul, verde, 9002042
MDx 6plex amarillo, naranja, rojo, carmesi), ordenador portdtil,
Platform software, accesorios: incluye una garantia de 1 afio para

piezas y mano de obra, no incluye instalacién ni formacién
Rotor-Gene Q  Instrumento para realtime PCR con 6 canales (azul, verde, 9002043
MDx 6plex amarillo, naranja, rojo, carmesi), ordenador portdtil,
System software, accesorios: incluye una garantia de 1 afio para

piezas y mano de obra, instalacién y formacién
Rotor-Gene Q  Termociclador para realtime PCR con 2 canales (verde, 9002002
MDx 2plex amarillo), ordenador portdtil, software, accesorios: incluye
Platform una garantia de 1 afio para piezas y mano de obra, no

incluye instalacién y formacién
Rotor-Gene Q  Termociclador para realtime PCR con 2 canales (verde, 9002003
MDx 2plex amarillo), ordenador portdtil, software, accesorios: incluye
System una garantia de 1 afio para piezas y mano de obra,

instalacién y formacién
Rotor-Gene Q  Termociclador para realtime PCR y analizador de fusién 9002012

MDx 2plex
HRM Platform

de alta resolucién con 2 canales (verde, amarillo) mds un
canal HRM, ordenador portétil, software, accesorios:
incluye una garantia de 1 afio para piezas y mano de
obra, no incluye instalacién y formacién
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Producto Contenido N.° de cat.
Rotor-Gene Q  Termociclador para realtime PCR y analizador de fusién 9002013
MDx 2plex de alta resolucién con 2 canales (verde, amarillo) mds un
HRM System canal HRM, ordenador portétil, software, accesorios:

incluye una garantia de 1 afo para piezas y mano de

obra, instalacién y formacién
Loading Block  Bloque de aluminio para preparacién manual de reacciones 9018901
72x0,1 ml con una pipeta monocanal en 72 tubos de 0,1 ml
Tubes
Loading Block  Bloque de aluminio para preparacién manual de reacciones 9018905
96 x 0,2 ml en una matriz estdndar de 8 x 12 con 96 tubos de 0,2 ml
Tubes
Strip Tubes 250 tiras de 4 tubos y tapones para 1000 reacciones 981103
and Caps,
0,1 ml (250)
Strip Tubes 10 x 250 tiras de 4 tubos y tapones para 981106
and Caps, 10 000 reacciones
0,1 ml (2500)
PCR Tubes, 1000 tubos de pared fina para 1000 reacciones 981005
0,2 ml (1000)
PCR Tubes, 10 x 1000 tubos de pared fina para 10 000 reacciones 981008
0,2 ml
(10000)

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad

especificas del producto, consulte el manual de uso o la guia del usuario del kit de QIAGEN

correspondiente. Los manuales de uso y las guias de usuario del kit de QIAGEN estdn

disponibles en www.qgiagen.com o pueden solicitarse a los servicios técnicos de QIAGEN o

a su distribuidor local.
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Historial de revisiones del documento

Revisién Cambios

R6, marzo 2021 Adicién de los apartados Intervalo lineal, Sustancias

interferentes y Reproducibilidad.

Actualizaciones en los apartados Uso previsto y
Cuantificacién.

Eliminacién de las referencias a instrumentos QIAGEN
que ya no se admiten.

R7, diciembre 2021 Correccién en la seccién de contenidos del kit para

afadir detalles sobre el formato de kit de 24 pruebas.

Acuerdo de licencia limitada para el artus CMV RG PCR Kit

La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacién de los siguientes términos:

1.

El producto debe utilizarse exclusivamente de acuerdo con los protocolos proporcionados con el producto y este manual de uso, asi como con los componentes
contenidos en el kit. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes suministrados
en este kit con componentes no incluidos en el mismo, excepto segin se describe en los protocolos proporcionados con el producto, este manual de uso y otros
protocolos disponibles en www.qgiagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales han sido proporcionados por usuarios de QIAGEN para usuarios de
QIAGEN. QIAGEN no ha probado ni optimizado estos protocolos en profundidad. Por ello, QIAGEN no los garantiza ni asegura que no infrinjan los derechos
de terceros.

Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este kit y/o su uso no infrinjan los derechos de ferceros.

Este kit y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.

QIAGEN renuncia especificamente a toda responsabilidad respecto a cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente
especificadas.

El comprador y el usuario del kit aceptan no llevar a cabo ni permitir que ofros lleven a cabo medidas que puedan conducir a acciones prohibidas en las
especificaciones anteriores o que puedan facilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier tribunal para el cumplimiento
de las prohibiciones especificadas en este Acuerdo de licencia limitada y recuperaré todos los gastos derivados de la investigacién y de los costes judiciales,
incluidas las costas procesales, en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier otro derecho de propiedad
intelectual en relacién con este kit y/o con sus componentes.

Para obtener los términos de licencia actualizados, visite www.qiagen.com.

La compra de este producto permite al comprador utilizarlo para la realizacién de servicios de diagnéstico in vitro en seres humanos. Por la presente no se otorga
ninguna patente general ni ofra licencia de ningin tipo, distinta de este derecho especifico de uso derivado de la compra.

Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, artus®, EZ1®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); CLSI®, (Clinical Laboratory and Standards, Inc.);
Augmentin® (Glaxo Group Limited); Tazobac® (Pfizer Inc.); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Group); Claforan (Sanofi-Aventis Group); FAM™, JOE™ (Thermo
Fisher Scientific).

HB-0046-009 1126759 R7 12/2021© 2021 QIAGEN. Todos los derechos reservados.
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