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artus CMV TM PCR Kit

Para utilizar con los sistemas de deteccion de secuenciasABI PRISM 7000, 7700 y 7900HT
para la deteccion cuantitativa del ADN del CMV en plasma con EDTA.

Atencion; El artus CMV TM PCR Kit no se puede utilizar con el GeneAmp® 5700 SDS ni con
el formato de placa de 384 pocillos del instrumento ABI PRISM 7900HT SDS.

1. Contenido

Ref. 4503163 Ref. 4503165
Etiquetado y contenido
24 reacciones 96 reacciones
Azul CMV TM Master 2 x 12 reacciones 8 x 12 reacciones
Amarillo CMV LC/RG/TM Mg-Sol° 1 x 600 pl 1 x 600 pl
. CMV LC/RG/TM QS 1*°
1 x 200 pl
Rojo 1 x 10* copias/pl 1x200 .
. CMV LC/RG/TM QS 2°
1 x 200 pl
Rojo 1 x 10° copias/ul 1x200 :
. CMV LC/RG/TM QS 3*° 1 x 200 ul
Rojo 1 x 102 copias/pl 1200 .
. CMV LC/RG/TM QS 4°
1 x 200 pl
Rojo 1 x 10* copias/pl Lx200u "
Verde CMV TM IC® 1 x 1.000 yl 2 x1.000 pl
Blanco Agua (de calidad para PCR) 1 x 1.000 yl 1 x1.000 pl
QS = Estandar de cuantificacion
IC = Control interno
Mg-Sol = Solucién de magnesio
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2. Almacenamiento

Los componentes del artus CMV TM PCR Kit deben almacenarse a una temperatura de
-30 °C a -15°C y son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta.
Deben evitarse los ciclos repetidos de descongelacién y congelacion (> 2), ya que pueden
reducir la sensibilidad. Si se piensa utilizar los reactivos de forma intermitente, deberan
congelarse en fracciones alicuotas. La conservacion a 4 °C no debe superar un periodo de
cinco horas.

3. Materiales y dispositivos adicionales
necesarios

® Guantes de laboratorio sin talco desechables

® Kit de aislamiento de ADN (consulte el apartado 8.2 Aislamiento de ADN)
® Pipetas (ajustables)

® Puntas de pipeta estériles con filtros

® Agitadora vorticial

® Centrifugadora de mesa con rotor para tubos de reaccién de 2 ml

e Centrifugadora con rotor para microplacas (opcional)

® Placa de reaccion de 96 pocillos/tubos de reaccién para medicién optica con los materiales
de cierre dpticos apropiados™ (consulte el apartado 8.5 Preparacion de la PCR)

® Gradilla de retencion de dos piezas de 96 pocillos para uso con tubos de reaccion
opticos (96Well Tray/Retainer Set, n.° de referencia 403 081, Applied Biosystems),
consulte el apartado 8.5 Preparacion de la PCR.

® Almohadilla de compresion para usar con laminas adhesivas 6pticas (Optical Cover
Compression Pads, n.° de referencia 4 312 639, Applied Biosystems), consulte el
apartado 8.5 Preparacion de la PCR.

* El uso de tubos de reaccion para analisis 6pticos con tapas convexas solamente esta permitido con el instrumento
ABI PRISM 7700 SDS y requiere un ajuste del tiempo de exposicién (consulte el apartado 8.6.2 Programacion del
ABI PRISM 7700 SDS, 8.6.2.5 Ajustes adicionales importantes).
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e Aplicador para el cierre de las placas de reaccion con laminas adhesivas 6pticas
(Adhesive Seal Applicator Kit, n.° de referencia 4 333 183, Applied Biosystems)

® ABI PRISM 7000 (version del software 1.0.1), 7700 (version del software 1.9.1)
0 7900HT SDS (versién del software 2.1)

Atencion: Al poner en funcionamiento los instrumentos es necesario realizar una calibracion
vélida de los colorantes puros (Pure Spectra Component File [Archivo de componentes
espectrales puros]) y de la sefial de fondo (Background Component File [Archivo de
componentes de fondo)).

4. Precauciones generales

El usuario debe proceder siempre de acuerdo a las siguientes recomendaciones:

e Utilice puntas de pipeta estériles con filtros.

® Almacene y extraiga los materiales positivos (muestras, controles y amplicones) por
separado de todos los demas reactivos y afiddalos a la mezcla de reaccion en un area
separada espacialmente.

® Descongele por completo todos los componentes a temperatura ambiente antes de
comenzar un ensayo.

® Una vez descongelados los componentes, mézclelos y centrifiguelos brevemente.

® Trabaje rapidamente en hielo o en un bloque de refrigeracion.

5. Informacion sobre el patdgeno

El citomegalovirus (CMV) humano esta presente en la sangre, los tejidos y en practicamente
todas las secreciones de las personas infectadas. La transmisién puede ser oral, sexual, por
transfusiones sanguineas o trasplantes de 6rganos, intrauterina o perinatal. La infeccién por
CMV produce con frecuencia una infeccion asintomatica seguida de una persistencia del
virus de por vida en el cuerpo.

6 Manual del artus CMV TM PCR Kit 11/2018



Si aparecen sintomas en adolescentes o en adultos, son parecidos a los de la
mononucleosis e incluyen fiebre, hepatitis leve y malestar general. Se ha observado una
evolucion grave de la infeccion por CMV especialmente en el caso de infecciones
intrauterinas y en pacientes inmunodeprimidos.

6. Principio de la PCR en tiempo real

El diagnostico de patégenos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se basa en
la amplificacién de regiones especificas del genoma de los patdgenos. Con la PCR en tiempo
real, el producto amplificado se detecta mediante colorantes fluorescentes. Estos suelen estar
ligados a sondas oligonucleotidicas que se unen especificamente al producto amplificado. La
monitorizacion 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 reaccion una vez finalizada la serie de PCR (Mackay, 2004).

7. Descripcion del producto

El artus CMV TM PCR Kit es un sistema listo para usar para la deteccion de ADN del CMV
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en los instrumentos sistemas de
deteccion de secuencias ABIPRISM 7000, 7700 y 7900HT . La CMV TM Master contiene
reactivos y enzimas para la amplificacion especifica de una region de 105 pb del genoma del
CMV. La deteccion del amplicén se realiza midiendo la fluorescencia FAM™ en el instrumento
ABI PRISM SDS. Ademaés, el artus CMVTMPCR Kit contiene un segundo sistema de
amplificacion heterégeno para identificar una posible inhibicién de la PCR. Esto se detecta como
control interno (IC) midiendo la fluorescencia VIC®/JOE™. El limite de deteccién de la PCR
analitica del CMV (consulte el apartado 11.1 Sensibilidad analitica) no se ve disminuido. Se
suministran controles positivos externos (CMV LC/RG/TM QS 1-4) que permiten determinar la
carga patdbgena. Si desea obtener mas informacion, consulte el apartado 8.4
Cuantificacion.

Atencion: El perfil de temperatura para la deteccion del citomegalovirus por medio del
artus CMV TM PCR Kit se corresponde con los perfiles del artus EBV TM PCR Kit y del artus HSV-
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1/2 TM PCR Kit. Por consiguiente, los ensayos de PCR de estos sistemas artus pueden realizarse
y analizarse en una misma serie. Tenga en cuenta las recomendaciones sobre el analisis de PCR
presentadas en los capitulos 8.4 Cuantificacion y 9. Andlisis de los datos.

8. Protocolo

8.1 Antes del andlisis: Recogida, almacenamiento y transporte de las
muestras

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

Atencién:  Diversos  estudios actuales consideran el plasma con  acido
etilendiaminotetracético (EDTA) y el plasma con citrato como los materiales de muestra mas
adecuados para la deteccion del CMV. Por consiguiente, recomendamos utilizar estos
materiales con el artus CMV TM PCR Kit.

La validaciéon del artus CMV TM PCR Kit se ha llevado a cabo utilizando muestras de
plasma humano con EDTA. No se han validado otros materiales de muestra. Utilice
exclusivamente los kits de aislamiento de acidos nucleicos recomendados (consulte el
apartado 8.2 Aislamiento de ADN) para la preparacion de las muestras.

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

8.1.1 Obtencién de muestras

Cada extraccion de sangre ocasiona una lesion de los vasos sanguineos (arterias, venas y
capilares). Solamente debe utilizarse material inocuo y estéril. Para la extraccion de sangre se
dispone de material desechable adecuado. Para la venopuncion no deben utilizarse agujas
capilares demasiado finas. La extraccion 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 estandar (tubo de tapén rojo de Sarstedt o tubo equivalente
de otro fabricante). Debe extraerse un volumen de 5-10 ml de sangre con EDTA. Los tubos deben
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mezclarse con un agitador de varilla inmediatamente después de la recogida de la muestra
(8 veces, sin agitar).

Atencién: No deben utilizarse muestras de pacientes tratados con heparina (consulte el
apartado 8.1.4 Sustancias que pueden causar interferencias).

8.1.2 Almacenamiento de las muestras

Lla sangre completa debe separarse en plasma y componentes celulares mediante
centrifugacion durante 20 minutos a 800-1.600 x g en un plazo de 6 horas. El plasma
aislado debe transferirse a tubos de polipropileno estériles. La sensibilidad del ensayo
puede verse reducida si se congelan las muestras de forma sistematica o si se almacenan
durante un periodo de tiempo mayor.

8.1.3 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 patdégeno.*

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 realizar el transporte de las
muestras por mensajeria. Las muestras de sangre deben enviarse refrigeradas (a una temperatura
de 2 °C a 8 °C) y el plasma separado debe enviarse ultracongelado (-20 °C).

* International Air Transport Association (IATA, Asociacion internacional para el transporte aéreo). Dangerous Goods
Regulations (Reglamentacién sobre mercancias peligrosas), 41.2 edicién, 2000.704.
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8.1.4 Sustancias que pueden causar interferencias

Las concentraciones elevadas de bilirrubina (< 4,5 mg/dl) y lipidos (< 1.100 mg/dl) y las
muestras hemolizadas no influyen en el sistema analitico del CMV. La heparina afecta a la
PCR. No deben utilizarse muestras recogidas en tubos que contengan heparina como
anticoagulante. Tampoco deben utilizarse muestras de pacientes tratados con heparina.

8.2 Aislamiento de ADN

Se recomienda utilizar el siguiente kit de aislamiento para aislar el ADN del CMV:

Material de muestra Kit de_ aislamiento de acidos Numero de referencia ~ Fabricante ARN
nucleicos transportador
Plasma conservado en EDTA  QlAamp® DSP Virus Kit (50) 60704 QIAGEN incluido

® |a utilizacién de ARN transportador es esencial para la eficiencia de la extraccion vy,
por consiguiente, para el rendimiento en la obtencién de ADN/ARN. Para mejorar la
estabilidad del ARN transportador, que se suministra con el QIlAamp DSP Virus Kit, siga
las instrucciones para la manipulacion y el almacenamiento del ARN transportador
(consulte el apartado «Preparacion de reactivos y tampones», en el manual del QlAamp
DSP Virus Kit).

® El kit de aislamiento incluye tampones de lavado que contienen etanol. Aseglrese de realizar
un paso de centrifugacion adicional (3 minutos, 13 000 rpm) antes de la elucién para
eliminar los restos de etanol que pueda haber. Esto previene la posible inhibicién de la PCR.

Importante: El control interno del artus CMV TM PCR Kit puede usarse directamente en el
procedimiento de aislamiento. AsegUrese de incluir una muestra de plasma negativa en el
procedimiento de aislamiento. La sefial del control interno correspondiente constituye la
base para la evaluacion del aislamiento (consulte el apartado 8.3 Control interno).
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8.3 Control interno

Se suministra un control interno (CMV TM IC). Esto permite al usuario controlar el procedimiento
de aislamiento del ADN y comprobar una posible inhibicién de la PCR (consulte la Fig. 1). Para
esta aplicacion, afiada el control interno durante el aislamiento en una proporcién de 0,1 pl por
1 ul de volumen de elucién. Por ejemplo, si se usa el QIAamp DSP Virus Kit, el ADN se eluye en
60 pl de tampdn AE. Por lo tanto, deben afiadirse 6 pl del control interno. La cantidad de control
interno utilizada depende Unicamente del volumen de elucion.

El control interno y el ARN transportador (consulte el apartado 8.2 Aislamiento de
ADN) deben afiadirse Unicamente:

® ala mezcla de tampdn de lisis y material de muestra o

e directamente al tampodn de lisis.

El control interno no debe afadirse directamente al material de muestra. Si se afiade al
tampoén de lisis, tenga en cuenta que la mezcla de control interno y tampoén de lisis/ARN
transportador debe prepararse en fresco 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 reduccion de la eficiencia de la extraccion). No

afiada el control interno y el ARN transportador directamente al material de muestra.

Para considerar que la purificacion ha tenido éxito, el valor de Ct del control internode una
muestra de plasma negativa que se ha procesado mediante purificacion (QIAamp DSP Virus
Kit) en los instrumentos ABI PRISM 7000, 7700 y 7900HT SDS debe ser de Ct=25,3 -
31,3 (umbral en el ABI PRISM 7000: 0,2; en el ABIPRISM 7700 y en el 7900HT SDS:
0,2). La dispersion indicada se debe a la varianza del instrumento y de la purificacion. Una
desviacidon mayor indica un problema en la purificacion. En ese caso, la purificacion debe
comprobarse y, en caso necesario, validarse una segunda vez. Si tiene cualquier otra duda
0 si encuentra problemas, pongase en contacto con nuestro servicio técnico.
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El control interno también puede utilizarse exclusivamente para comprobar una posible
inhibicion de la PCR (consulte la Fig. 2). Para esta aplicacion, afiada 2 pl del control interno
y 5yl de CMV LC/RG/TM Mg-Sol por reaccion directamente a 25 pl de CMV TM Master.
Utilice para cada reaccién de PCR 30 pl de la mezcla maestra preparada tal como se ha
descrito anteriormente* y afiada 20 ul de la muestra purificada. Si esta preparando una
serie de PCR para varias muestras, aumente el volumen de la CMV TM Master, de la
CMV LC/RG/TM Mg-Sol y del control interno segin el nimero de muestras (consulte el
apartado 8.5 Preparacion de la PCR).

8.4  Cuantificacion

Los estandares de cuantificacion (CMV LC/RG/TM QS 1-4) incluidos se tratan como
muestras previamente purificadas y se utiliza el mismo volumen (20 pl). Para generar una
curva de estandares en un sistema de deteccién de secuencias ABI PRISM, utilice los cuatro
estandares de cuantificacion y definalos como estandares especificando las concentraciones
correspondientes (consulte el apartado 8.6 Programacion del ABI PRISM SDS). El software
de los instrumentos ABI PRISM 7000, 7700 y 7900HT SDS no permite importar curvas de
estandares de series anteriores.

Si incluyd mas de un sistema artus para virus del herpes en la serie de PCR, analice los
diferentes sistemas con los estandares de cuantificacion correspondientes por separado.

Atencion: Para garantizar una cuantificacion exacta se recomienda encarecidamente
complementar la mezcla maestra utilizada para los estandares de cuantificacion con la cantidad
correspondiente del control interno. A tal fin, aflada para cada estandar de cuantificacion
(CMV LC/RG/TM QS 1-CMV LC/RG/TM QS 4) 2l del control interno y 5u  de
CMV LC/RG/TM Mg-Sol directamente a 25 pl de CMV TM Master (en la Fig. 2 se presenta un
resumen esquematico). Este esquema de pipeteo es aplicable en general para los estandares de
cuantificacion del CMV e independiente del nimero de estandares de cuantificacion utilizados.

* 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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Los estandares de cuantificacion se definen como copias/pl. Se debe aplicar la siguiente

ecuacion para convertir los valores determinados utilizando la curva de estandares en

copias/ml de material de muestra:

Resultado (copias/pl) x Volumen de elucion (pl)

Resultado (copias/ml) =

Volumen de muestra (ml)

Tenga en cuenta que, como norma, debe introducirse en la ecuacion anterior el volumen de
muestra inicial. Esto debe tenerse en cuenta cuando se ha cambiado el volumen de muestra
antes de la extraccion de acidos nucleicos (p. €j., reduciendo el volumen mediante centrifugacion

0 aumentando el volumen mediante reposicion hasta el volumen necesario para el aislamiento).

Importante: Tiene a su disposicién una guia para el analisis cuantitativo del sistema artus en
el instrumento ABI PRISM 7000 SDS en www.giagen.com.

8.5 Preparacion de la PCR

Prepare el nimero necesario de tubos de reaccion o una placa de reaccion de 96 pocillos para

las reacciones programadas. En la tabla siguiente se indican los materiales recomendados:

Numero de Gradilla de Almohadilla de
Articulo Descripcion referencia Fabricante retencion compresion
Placa de reaccion 96 Well Optical Applied
- . . 4 737 A -
Optica de 96 pocillos  Reaction Plate 80673 Biosystems no
L,anjlnas adhesivas Optical Adhesive 4311 971 Applled _ &
Opticas Covers Biosystems
Tubos de reaccion ABI PRISM Optical Applied . _
6pticos Tubes, 8 Tubes/Strip 4 316 567 Biosystems st
L . ® .

‘I:ub.os de reaccion Mlc.roAmp N8010933 Applled S _
opticos Optical Tubes Biosystems
Articulo Descripcién Numero de Fabricante Gradilla de Almohadilla de

P referencia retencién compresion
Placa de reaccion 96 Well Optical Applied _
Optica de 96 pocillos  Reaction Plate 4 306 737 Biosystems no
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Numero de Gradilla de Almohadilla de

Articulo Descripcion referencia Fabricante retencion compresion
L,an?lnas adhesivas Optical Adhesive 4311 971 Applled _ sf

Opticas Covers Biosystems

Tubos de reaccion ABI PRISM Optical Applied _

6pticos Tubes, 8 Tubes/Strip 4316 567 Biosystems

Atencion: El uso de tubos de reaccion para andlisis 6pticos con tapas convexas solamente
estd permitido con el instrumento ABI PRISM 7700 SDS y requiere un ajuste del tiempo de
exposicion (consulte el apartado 8.6.2 Programacion del ABIPRISM 7700 SDS,
8.6.2.5 Ajustes adicionales importantes).

Al preparar la reaccion de PCR, asegurese de procesar al menos un estandar de
cuantificacion para cada serie de PCR, asi como un control negativo (agua de calidad para
PCR). Para generar una curva de estandares, utilice para cada serie de PCR todos los
estandares de cuantificacion (CMV LC/RG/TM QS 1-4) suministrados.

Atencion: Para crear la curva de estandares es muy recomendable complementar la mezcla
maestra utilizada para los estandares de cuantificacion con la cantidad correspondiente del
control interno (consulte el apartado 8.4 Cuantificacion). Antes de cada uso, todos los
reactivos deben ser descongelados completamente, mezclados (mediante pipeteo
ascendente y descendente repetido o mediante agitacion vorticial rapida) y centrifugados
brevemente.

Si desea utilizar el Control interno para controlar el procedimiento de aislamiento de ADN
y comprobar una posible inhibicion de la PCR, ya se ha afiadido en el proceso de
aislamiento (consulte el apartado 8.3 Control interno). En ese caso, utilice el

siguiente esquema de pipeteo (puede ver un resumen esquematico en la Fig. 1):
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Numero de muestras 1 12
1. Preparacion de la CMV TM Master 254l 300 pl
mezcla maestra
CMV LC/RG/TM Mg-Sol 5ul 60 pl
CMVTM IC oul oul
Volumen total 304l 360 pl
2. Preparacion del ensayo | Mezcla maestra 30l 30 pl (cada una)
de PCR
Muestra 20 ul 20 pl (cada una)
Volumen total 50 pl 50 pl (cada una)

Si desea usar el control interno exclusivamente para comprobar una posible inhibicién de la

PCR, debe afadirlo directamente a la mezcla maestra CMV TM Master. En ese caso, utilice

el siguiente esquema de pipeteo (puede ver un resumen esquematico en la Fig. 2):

Nuamero de muestras 1 12
1. Preparacién de la CMV TM Master 25 yl 300 ul
mezcla maestra
CMV LC/RG/TM Mg-Sol 5yl 60 pl
CMVTM IC 2l 24 yl
Volumen total 32 ul* 384 ul
2. Preparacion del ensayo | Mezcla maestra 30 ul 30 pl (cada una)
de PCR
Muestra/CMV LC/RG/TM QS 1-4 20 pl 20 pl (cada una)
Volumen total 50 ul 50 pl (cada una)

* 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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Pipetee 30 pl de la mezcla maestra en cada tubo de reaccién necesario o en cada pocillo
de la placa de reaccion de 96 pocillos. A continuacién, afiada 20 pl del eluido del
aislamiento del ADN. Mezcle bien la solucion mediante pipeteo ascendente y descendente
repetido. Cierre los tubos de reaccién con las tapas apropiadas o, de forma alternativa, si
utiliza una placa de reaccion de 96 pocillos, con laminas adhesivas Opticas (Adhesivo
Optico). Para recoger el volumen de reaccién preparado en el fondo del tubo de reaccion o
en el fondo de los pocillos de la placa de reaccion, centrifugue los tubos (en una gradilla de
almacenamiento para tubos de PCR) o la placa de reaccion de 96 pocillos en una
centrifugadora con rotor para microplacas durante 30 segundos a 1780 x g (4000 rpm). Si
no dispone de una centrifugadora de este tipo, asegurese de pipetear tanto la mezcla
maestra como el volumen de la muestra en el fondo de los tubos o de los pocillos. Almacene
las reacciones preparadas a +4 °C hasta que se programe el instrumento ABI PRISM SDS
(consulte el apartado 8.6 Programacién del ABI PRISM SDS) y, a continuacion, transfiéralas
al instrumento.

Atencion: Si utiliza tubos de reaccion dpticos en combinacion con tapas épticas, introduzca
siempre una gradilla de retencidon (96 Well Tray/Retainer Set) en el instrumento (ABI PRISM
7000, 7700 y 7900HT SDS). Si se utiliza la gradilla de retencién de dos piezas, es
necesario abrir los tubos de reaccion al introducirlos en la gradilla y al extraerlos de ella.
Para evitar que se produzca una contaminacion con este procedimiento, utilice

exclusivamente la parte inferior de la gradilla de retencién.

El uso de placas de reacciéon épticas de 96 pocillos en combinacién con laminas adhesivas
oOpticas requiere el uso de una almohadilla de compresion (Optical Cover Compression Pads).
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Adicion del control interno al procedimiento de purificacion

\

*~

Fig. 1: Esquema del flujo de trabajo para el control del procedimiento de purificacion y de la inhibicién de la PCR.

*Asegurese de que las soluciones estén completamente descongeladas y bien mezcladas y de que hayan sido
centrifugadas brevemente.
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Adicion del control interno a la mezcla maestra artus

Fig. 2:  Esquema del flujo de trabajo para el control de la inhibicién de la PCR.

*Asegurese de que las soluciones estén completamente descongeladas y bien mezcladas
y de que hayan sido centrifugadas brevemente.
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8.6 Programacion del ABI PRISM SDS

Antes de iniciar la serie de PCR, el software de los sistemas de deteccion de secuencias
(Sequence Detection Systems, SDS) ABI PRISM 7000, 7700 y 7900HT requiere informacion
adicional. Sin embargo, los procedimientos para programar los instrumentos difieren
considerablemente entre si, por lo que se trataran en capitulos separados.

8.6.1 Programacion del ABI PRISM 7000 SDS

Para la deteccion del ADN del CMV, cree un perfil en el instrumento ABI PRISM 7000 SDS
siguiendo los seis pasos indicados a continuacion (8.6.1.1-8.6.1.6). Todas las especificaciones
hacen referencia al software ABIPRISM 7000 SDS, version 1.0.1. Si desea obtener mas
informacion acerca de la programacion del instrumento ABIPRISM 7000 SDS, consulte el
manual Guia del usuario del ABI PRISM 7000 SDS. Para una mejor visualizacion, los ajustes de
configuracion del software aparecen recuadrados en negrita.

8.6.1.1 Ajustes predefinidos para crear una nueva serie de PCR

Seleccione el elemento New (Nuevo) en el menu File (Archivo) del software ABI PRISM
7000 SDS y programe los siguientes ajustes iniciales para el nuevo documento (consulte
la Fig. 3). Puede acceder a una plantilla de seguridad (SDS Template [Plantilla SDS] [*.sdlt])
en la lista Template (Plantilla) o seleccionandola por medio de la funcién Browse (Examinar)
(consulte el apartado 8.6.1.5 Almacenamiento de la serie de PCR). Haga clic en OK
(Aceptar) para confirmar los ajustes predefinidos.

X
Assay IAbsqule Quantitation L‘
Container: [6:Well Clear - 1
Template : IBIanancument |

Browse ...

Fig. 3: Ajustes predefinidos para crear una nueva serie de PCR (New Document [Nuevo documento]).
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8.6.1.2 Creacién/seleccion de los detectores

Asigne al archivo los colorantes detectores correspondientes con la ayuda del submenu
Detector Manager (Administrador de detectores) del menl Tools (Herramientas). Para la
deteccién del ADN del CMV y del control interno con el artus CMV TM PCR Kit, deben
definirse los indicadores/supresores de fluorescencia que aparecen en la tabla siguiente:

Deteccidn Reporter (Indicador) Quencher (Supresor)
ADN del CMV FAM none (ninguno)
Control interno (CMV TM IC) VIC none (ninguno)

Para crear estos detectores, seleccione la opcion File (Archivo) (en la parte inferior izquierda de la
ventana Detector Manager [Administrador de detectores]) y, a continuacion, la opcion New (Nuevo).

rewDetector S| rew Detector x|
Name: |artus CMV Name: [artus CMV IC
1 Description: [artus CMV TM PCR Kit Descrption: |atus CMV TM PCR Kit
D
o |

Reporter Dye: |FAM v Reporter Dye: [VIC b

Quencher Dye: |(none) A JQuencher Dye: | (none) s
Color: . Cokr: g
Notes: Notes:

2 | -2
Create Ancther | 0K Cancel | Create Another | [ Cancel |

Fig. 4: Creacion del detector especifico del Fig. 5: Creacion del detector especifico del
CMV (Detector Manager control interno (Detector Manager
[Administrador de detectores]). [Administrador de detectores]).

Para la deteccion del ADN del CMV, defina la combinacion indicador/supresor de
fluorescencia FAM/none (FAM/ninguno) en la nueva ventana. Para la deteccion del control
interno, seleccione la combinacién VIC/none (VIC/ninguno) (tal como se muestra en la
Fig. 4 y en la Fig. 5). Haga clic en OK (Aceptar) para confirmar los datos introducidos
y volver a la ventana Detector Manager (Administrador de detectores). Marque los
detectores recién creados y transfiera cada seleccién a la ventana Well Inspector (Inspector
de pocillos) haciendo clic en la opcién Add to Plate Document (Afiadir al documento de la
placa) (consulte la Fig. 6). Cierre la ventana (Done [Hecho]).
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Detector Manager I x|
[~ Detector List

s -]
Detector Hame | Description | Reporter |Quencher| Color Hotes
artus CMY artus CMY TM PCR Kit FAM (none)

artus CMV IC artus CMV TM PCR Kit VIC (none)

<
Fie | [ AddToPiate Documert }

13

Fig. 6: Seleccion de los detectores (Detector Manager [Administrador de detectores]).

8.6.1.3 Asignacion de la informacion necesaria a las posiciones de la placa

Abra la ventana Well Inspector (Inspector de pocillos) desde el menl View (Ver) para ver los
detectores seleccionados en el apartado 8.6.1.2 (consulte la Fig. 7).

|
Wells). B3

Sample Name: IQS1

Detector

[v lartus CMV

[V |artus CMV IC Unknown I =1

Standard
NTC

I Omitwel .
Passive Reference:
Add Detector... Remove ROX = i 2

Fig. 7: Asignacion de la informacion necesaria a las posiciones de la placa (Well Inspector [Inspector de plantillas]).

Marque las posiciones de la placa reservadas para la deteccion del ADN del CMV. Asigne
los detectores seleccionados a estas posiciones activando la opcién Use (Usar) para ambos
detectores (aparecera una marca de verificacion). Para poner nombre a cada reaccion,
seleccione la posicién correspondiente en la placa e introduzca el nombre en el campo

Sample Name (Nombre de la muestra). Tenga en cuenta que el software identificara como
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duplicados las preparaciones que tengan el mismo nombre (Sample Name [Nombre de la
muestra]) y la misma asignacion de detector y calculard su promedio con respecto a la
carga patogena cuantificada. A continuacion, seleccione la funcion correspondiente (Task

[Tarea]) para cada tipo de muestra segun la tabla siguiente:

Tipo de muestra Funcioén (Task [Tarea]) (CQOS;EE;aEZZIi dad]) zizs:r;iiror) Quencher (Supresor)
Muestra Unknown (Desconocida) — — FAM none (ninguno)
Control sin molde NTC - FAM none (ninguno)
Estandar Standard (Estandar) Consulte 1. Contenido  FAM none (ninguno)

Para generar una curva de estandares, utilice para cada serie de PCR todos los estandares de
cuantificacion (CMV LC/RG/TM QS 1-4) suministrados e introduzca las concentraciones
correspondientes (consulte el apartado 1. Contenido) para cada estandar (Quantity [Cantidad]).
Tenga en cuenta que para una serie de PCR con el artus CMV TM PCR Kit debe configurarse
ROX™ en el campo Passive Reference (Referencia pasiva). La distribucion uniforme del
colorante ROX en todas las preparaciones de PCR de un lote mezclando la CMV TM Master
garantiza el reconocimiento y el célculo de las variaciones entre tubos (diferencias de
fluorescencia entre varias preparaciones de PCR) mediante el software de deteccion de
secuencias (normalizacion).

8.6.1.4 Creacion del perfil de temperatura

Para crear un perfil de temperatura, pase del nivel Setup (Configuracion) al nivel Instrument
(Instrumento) en el software. Introduzca el perfil de temperatura especifico para la deteccién
del ADN del CMV de acuerdo con la Fig. 8. Para eliminar el paso de 50 °C almacenado
en los ajustes predefinidos, selecciénelo con el botén izquierdo del ratdbn mientras pulsa
simultaneamente la tecla MayUs y, a continuacion, eliminelo pulsando la tecla Retroceso.
Asegurese de configurar el volumen de reaccion en 50 pl. La opcion 9600 Emulation
(Emulacién 9600) debe estar activada y los ajustes predefinidos de la opcion Auto
Increment (Incremento automatico) deben permanecer inalterados (Auto Increment
[Incremento automatico]: 0,0 °C, 0,0 segundos).
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- Thermal Cycler Protocol-

Thermal Profile I Auto Increment l

Stage 1 Stage 2
Reps:{i | Reps:s |
E5.0 a5.0 I 1
10:00 0:15 I
50 |
Add Cycle | AddHold | Add Step | [Samele Volume |50 fuL) 2

™ Dissociation Protocol Im o C

IW 9600 Emulation : 3

Fig. 8: Creacion del perfil de temperatura.

8.6.1.5 Almacenamiento de la serie de PCR

Guarde los ajustes (Setup [Configuracion]) como plantilla para poder utilizarlos de nuevo
posteriormente, ya sea modificados o sin modificar. Al guardar los ajustes con el formato SDS
Template (Plantilla SDS) (*.sdt) en el Template Directory (Directorio de plantillas) (Unidad de disco
local [C:]\Program Files\ABI PRISM 7000\Templates creado por Applied Biosystems), este
archivo puede seleccionarse directamente en la ventana New Document (Nuevo documento) en
la lista desplegable Template (Plantilla). Las copias guardadas en otras carpetas deben abrirse a
través de la opcion Browse (Examinar). Antes de iniciar la serie de PCR, guardela de nuevo con
el formato SDS Document (Documento SDS) (*.sds) para garantizar el almacenamiento de los
datos que se recogeran durante el transcurso de la PCR.

8.6.1.6 Inicio de la serie de PCR

Para iniciar la serie de PCR, seleccione la opcién Start (Iniciar) en el elemento de menu
Instrument (Instrumento) o el campo Start (Iniciar) en el nivel Instrument (Instrumento).
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8.6.2 Programacion del ABI PRISM 7700 SDS

Para la deteccion del ADN del CMV, cree un perfil en el ABI PRISM 7700 SDS conforme a
los siete pasos indicados a continuacion (8.6.2.1-8.6.2.7). Todas las especificaciones
hacen referencia al software ABI PRISM 7700 SDS, versiéon 1.9.1. Si desea obtener mas
informacién acerca de la programacion del instrumento ABI PRISM 7700 SDS, consulte el
manual Guia del usuario del ABIPRISM 7700 SDS. Para una mejor visualizacion, los
ajustes de configuracion del software aparecen recuadrados en negrita.

8.6.2.1 Ajustes predefinidos para crear una nueva serie de PCR
Seleccione el elemento New Plate (Nueva placa) en el menu File (Archivo) del ABI PRISM

7700 SDS y programe los siguientes ajustes iniciales para el nuevo documento (consulte la
Fig. 9). Haga clic en OK (Aceptar) para confirmar los ajustes predefinidos.

New Plate
Plate Type: [ Single Reporter =]
—Data Acquisition 1

Plate Format: [ Standard Plate 3|

Run: Real Time 4

T | o o:

Fig. 9: Ajustes predefinidos para crear una nueva serie de PCR (New Plate [Nueva placa]).
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8.6.2.2 Seleccion de los colorantes fluorescentes y asignacion del tipo de muestra

Con la ayuda de la ventana Sample Type Setup (Configuracion del tipo de muestra) (nivel
Setup [Configuracién]: Sample Type [Tipo de muestra]/Sample Type Setup [Configuracion
del tipo de muestra]), asigne los colorantes detectores correspondientes y el tipo de muestra
correspondiente al archivo. Para la deteccion del ADN del CMV y del control interno con el
artus CMV TM PCR Kit, deben definirse los indicadores/supresores de fluorescencia que
aparecen en la tabla siguiente:

Deteccion Reporter (Indicador) Quencher (Supresor)
ADN del CMV FAM none (ninguno)
Control interno (CMV TM IC) JOE none (ninguno)

Para el analisis del ADN del CMV con el artus CMV TM PCR Kit, seleccione el colorante
indicador FAM tal como se indica en la tabla. Esto es valido tanto para los estandares
(STND) y las muestras (UNKN) como para los controles sin molde (UNKN). Para el andlisis
del control interno (IPC+), defina JOE como indicador. Configure none (ninguno) como
supresor de fluorescencia. La asignacion de los colorantes y de los tipos de muestra en la
ventana Sample Type Setup (Configuracion del tipo de muestra) aparece representada en la
Fig. 10.

=Sample Type Setup=—————

Acronym Name Color Reporter
[Pc+ ] [iternal Positive I (v %)
STND | [Standard | (v 2)
UNKN [Unknown [ (FaM =]
UNKN | [No Template Control || | (Fam =]
Reference [M Quencher
ROX None $ 2

= =)
Remove ——

Fig. 10: Seleccion de los colorantes fluorescentes y asignacion del tipo de muestra (Sample Type Setup
[Configuracion del tipo de muestra]).
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Asigne el tipo de muestra a una funcién correspondiente (Acronym [Acrénimo]) conforme a
la tabla siguiente:

Tipo de muestra l;:::g?]?rr(],s\]c)ronym %;;?gg;c)ién (Quantity (Rlﬁz:z:r;jror) Quencher (Supresor)
Muestra UNKN - FAM none (ninguno)
Control sin molde UNKN - FAM none (ninguno)
Estandar STND Consulte 1. Contenido FAM none (ninguno)

8.6.2.3 Asignacion de la informacion necesaria a las posiciones de la placa

Para asignar los detectores y los tipos de muestra a cada posicion individual de la placa,
seleccione los campos correspondientes. A continuacion, abra la ventana de dialogo Dye Layer
(Capa de colorante) en el nivel Setup (Configuracién) y asigne el indicador correspondiente. Al
activar el mena desplegable Sample Type (Tipo de muestra), encontrara los tipos de muestra
asignados al indicador en la ventana Sample Type Setup (Configuracion del tipo de muestra) en
la lista que aparece (consulte la Fig. 11). Seleccione el tipo de muestra adecuado (consulte la
tabla en el apartado 8.6.2.2) y asigne las posiciones restantes de la placa por medio de los
menus Dye Layer (Capa de colorante) y Sample Type (Tipo de muestra). En el campo Sample
Name (Nombre de la muestra) puede asignarse un nombre a cada muestra. El software calcula
el promedio de los campos definidos como Replicate (Duplicado) (introduciendo el nombre de la
muestra de referencia en la columna Replicate [Duplicado]) con respecto a la carga patégena
cuantificada y calcula la desviacion estandar.

[Eompic Type: | STHD - Standard :
_ UNKN - Unknown ¥
ple Name: | NKN - No Template Control Gample Name : (051 1
Replicate:  Sample Type Setup... Replicate: |
. Notin Use

2 show Anaiysis [ Ove Laver: [ ram - = : T s D 2
[ ]G 2 3 | 4 5 1 2 | 3 4 5
3— 3

B B

Fig. 11/12: Asignacion de la informacién necesaria a las posiciones de la placa.
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Para generar una curva de estandares, utilice para cada serie de PCR todos los estandares
de cuantificacién (CMV LC/RG/TM QS 1-4) suministrados e introduzca las concentraciones
correspondientes (consulte el apartado 1. Contenido) para cada uno de los estandares en el
campo Quantity (Cantidad) (consulte la Fig. 12). No obstante, esto solamente es posible si
las posiciones reservadas para los estandares se han definido previamente como tales por
medio del mend Sample Type (Tipo de muestra).

8.6.2.4 Creacion del perfil de temperatura

Para crear un perfil de temperatura, vaya al mend Thermal Cycler Conditions (Condiciones
del termociclador) en el nivel Setup (Configuracion). Introduzca el perfil de temperatura
especifico para la deteccion del ADN del CMV de acuerdo con la Fig. 13. AsegUlrese de
configurar el volumen de reaccion en 50 pl. Los ajustes predefinidos de Ramp time (Tiempo
de rampa) y de Auto Increment (Incremento automatico) no varian (Ramp Time (Tiempo de
rampa): 0:00, Auto Increment (Incremento automético): 0,0 °C, 0,0 segundos).

Thermal Cycler Conditions =

Stagel Stage2
Repeet
95.0 95.0
10:00] | [0:15 1
550 |
1:00
[«]]

Auto Increment Sample Yolume Show Data Collection I 2
Vo

5 o I? M. I

T oy

Fig. 13: Creacion del perfil de temperatura.

Ademas, el menu Thermal Cycler Conditions (Condiciones del termociclador) contiene la
opcion Show Data Collection (Mostrar conjunto de datos). Al seleccionar esta opcién se
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mostrara la ventana representada en la Fig. 14. Cada temperatura de rampa y de meseta
muestra un icono de Data Collection (Recogida de datos), que indica los datos recogidos en
esta etapa de la serie. Elimine todos los simbolos a excepcién del simbolo del paso
Annealing (Apareamiento) (Stage2/Step2[Etapa 2/Paso 2]) para excluir mediciones de
fluorescencia innecesarias. De esta manera se reducira al minimo el tiempo total de
procesamiento y la cantidad de datos.

Thermal Cycler Conditions

Stagel Stage2
Repeat

[«[»]
Auto Increment  Sample Yolume Show Time And Temp I

6 op ["s0 w

I 8. Seconds

futed st
5 GG
- —2

Fig. 14: Data collection (Recogida de datos).

8.6.2.5 Ajustes adicionales importantes

Para ajustar el tiempo de exposicion (excitacion de los colorantes fluorescentes) y seleccionar los
archivos Pure Spectra/Background (Espectros puros/fondo), pase del nivel Setup (Configuracion)
al nivel Analysis (Analisis). Seleccione el subelemento activado Advanced Options (Opciones
avanzadas) en el mend Instrument (Instrumento) en Diagnostics (Diagnéstico). Configure los
ajustes conforme a la Fig. 15. Al desactivar la funciéon opcional Analysis: Spectra Components
(Analisis: componentes espectrales), los archivos de calibracion guardados en el archivo Spectra
Components (Componentes espectrales) en el momento de la generacion de los datos se utilizan
automaticamente al reevaluar series ya analizadas. Para analizar series previas utilizando

28 Manual del artus CMV TM PCR Kit 11/2018



componentes espectrales recién introducidos, active estos dos campos. Tenga en cuenta que
para una serie de PCR con el artus CMV TM PCR Kit debe configurarse ROX como referencia
pasiva (Reference [Referencia)]). La distribuciéon uniforme del colorante ROX en todas las
preparaciones de PCR de un lote mezclando la CMV TM Master garantiza el reconocimiento y el
calculo de las variaciones entre tubos (diferencias de fluorescencia entre varias preparaciones de
PCR) mediante el software de deteccién de secuencias (normalizacion).

Atencién: Cuando se utilizan placas de reaccion de 96 pocillos para mediciones 6pticas en
combinacién con laminas adhesivas Opticas o tubos de reaccién Opticos con tapas planas,
el tiempo de exposicion es de diez milisegundos. Si utiliza tubos de reaccién 6pticos con
tapas convexas, ajuste el tiempo de exposicion en 25 milisegundos.

Advanced Options

—Yiewer

isplay mse in Multicomponent Yiew

isplay best fit in Raw Spectra View

——Analysis: Spectra Components

se background in "Spectra Components” folder

se pure spectra in "Spectra Components™ folder

——Miscellaneous

et 7700 Exposure Time for Plates :- 4

3 se Spectral Compensation for Real Time

se Spectral Compensation for Endpoint

Fig. 15: Ajustes adicionales importantes (Advanced Options [Opciones avanzadas]).
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8.6.2.6 Almacenamiento de la serie de PCR

Guarde los ajustes (Setup [Configuracion]) como plantilla para poder utilizarlos de nuevo
posteriormente, ya sea modificados o sin modificar. Para ello, guarde el archivo en el
formato Stationary File Format (Formato de archivo estacionario). Antes de iniciar una serie
de PCR recién programada, guardela de nuevo en formato Normal File Format (Formato de
archivo normal) para garantizar el almacenamiento de los datos que se recogeran durante
el transcurso de la PCR.

8.6.2.7 Inicio de la serie de PCR

Inicie la serie de PCR seleccionando la opcién Run (Procesar) del elemento de menu
Instrument (Instrumento) o el campo Run (Procesar) del nivel Analysis (Analisis).

8.6.3 Programacion del ABI PRISM 7900HT SDS

Para la deteccion del ADN del CMV, cree un perfil en el instrumento ABI PRISM
7900HT SDS siguiendo los seis pasos indicados a continuacion (8.6.3.1-8.6.3.6). Todas las
especificaciones hacen referencia al software ABIPRISM 7900HT SDS, version 2.1. Si
desea obtener mas informacion acerca de la programacion del instrumento ABI PRISM
7900HT SDS, consulte la Guia del usuario del ABI PRISM 7900HT SDS. Para una mejor
visualizacion, los ajustes de configuracion del software aparecen recuadrados en negrita.

8.6.3.1 Ajustes predefinidos para crear una nueva serie de PCR

Seleccione el elemento New (Nuevo) del menu File (Archivo) en el ABIPRISM 7900HT SDS y
programe los siguientes ajustes iniciales para el nuevo documento (consulte la Fig. 16). Puede
acceder a una plantilla de seguridad (ABIPRISM SDS Template Document [Documento de
plantilla ABI PRISM SDS] [*.sdt]) en la lista Template (Plantilla) o seleccionandola por medio de la
funcién Browse (Examinar) (consulte el apartado 8.6.3.5 Almacenamiento de la serie de PCR).
Haga clic en OK (Aceptar) para confirmar los ajustes predefinidos.

Atencion: El artus CMV TM PCR Kit no se puede utilizar con el formato de placa de
384 pocillos del instrumento ABI PRISM 7900HT SDS.
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New Document [ X]

Assay: |Abso|ute Quantification (Standard Curve) Y I
Container: IQB Wells Clear Plate LI -1
Template: IBIankTempIate LI

Browse... |

Barcode: |
[ 2
,_,I OK Cancel |

Fig. 16: Ajustes predefinidos para crear una nueva serie de PCR (New Document [Nuevo documento]).

8.6.3.2 Creacién/seleccion de los detectores

Por medio del submeni Detector Manager (Administrador de detectores) del mend Tools
(Herramientas) (de forma alternativa: nivel Setup [Configuracion]/funcién Add Detector
[Afadir detector]), asigne al archivo los colorantes detectores correspondientes. Para la
deteccion del ADN del CMV y del control interno con el artus CMV TM PCR Kit, deben
definirse los indicadores/supresores de fluorescencia que aparecen en la tabla siguiente:

Deteccion Reporter (Indicador) Quencher (Supresor)
ADN del CMV FAM Non Fluorescent (No fluorescente)
Control interno (CMV TM IC) VIC Non Fluorescent (No fluorescente)

Para crear estos detectores, seleccione la opcion New (Nuevo) (en la parte inferior
izquierda de la ventana Detector Manager [Administrador de detectores]).
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Add Detector [ x] Add Detector [ ¥]

Neme: [atuscwy Nere: [artus CWVIC
[Description: | artus CMV TM PCR Kit Descrigtion: | artus CMV TM PCR Kit
S 1
1 Reporter: [FAM | Repotter: iC 7]
GQuencher: [Non Fluorescent =] Guencher: [Non Fluorescent =]

Ndes’— Nmes,’—
2 I =1

Fig. 17: Creacion del detector especifico Fig. 18: Creacion del detector especifico del
del CMV (Detector Manager control interno (Detector Manager
[Administrador de detectores]). [Administrador de detectores]).

Para la deteccién del ADN del CMV, defina la combinacién indicador/supresor de
fluorescencia FAM/Non Fluorescent (FAM/No fluorescente) en la nueva ventana. Para la
deteccién del control interno, seleccione la combinaciéon VIC/Non Fluorescent (VIC/No
fluorescente) (tal como se muestra en la Fig. 17 y en la Fig. 18). Haga clic en OK (Aceptar)
para confirmar los datos introducidos y volver a la ventana Detector Manager
(Administrador de detectores). Marque los detectores recién creados y transfiera cada
seleccion al nivel Setup (Configuracién) haciendo clic en la opcién Copy to Plate Document
(Copia en el documento de la placa) (consulte la Fig. 19). Cierre la ventana (Done [Hecho]).

Detector Manager x|
Find: A=
Name Reporter Quencher Color I Modification Date
artus CMV lon Fluorescent 1
p—
fartus CMV IC VIC Non Fluorescent
—_———

New... | ; | Ve fiS I Import... | Export | I Copy To Plate Document I——2

Fig. 19: Seleccion de los detectores (Detector Manager [Administrador de detectores]).
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8.6.3.3 Asignacion de la informacion necesaria a las posiciones de la placa

Tras cerrar la ventana Detector Manager (Administrador de detectores) (Done [Hecho]),
podra visualizar en el nivel Setup (Configuracién) una tabla en la que aparecen listados los
detectores seleccionados en el apartado 8.6.3.2 (consulte la Fig. 20).

Setup | Instrument |

Wwell(s): B2 lj
Sample Name: I
Use | Detector | Reporter | Task | Quantity | Color
X | artus CMY | FAM JStandard = 1E4)
Standard
NTC

Add Detector...

Passive Reference: [ROX  ~ || 2

I Omit Well(s)

Fig. 20: Asignacioén de la informacion necesaria a las posiciones de la placa.

Marque las posiciones de la placa reservadas para la deteccion del ADN del CMV. Asigne
los detectores seleccionados a estas posiciones activando la opcion Use (Usar) para ambos
detectores (aparecerd una cruz). Para poner nombre a cada reaccién, seleccione la
posicion correspondiente en la placa e introduzca el nombre en el campo Sample Name
(Nombre de la muestra). Tenga en cuenta que el software identificara como duplicados las
preparaciones que tengan el mismo nombre (Sample Name [Nombre de la muestra]) y la
misma asignacion de detector y calculard su promedio con respecto a la carga patdégena
cuantificada. A continuacion, seleccione la funcion correspondiente (Task [Tarea]) para
cada tipo de muestra segun la tabla siguiente:

. . Concentracion Reporter Quencher
Tipo de muestra Funcion (Task [Tarea]) (Quantity [Cantidad]) (Indicador) (Supresor)
. Non Fluorescent
Muestra Unknown (Desconocida) - FAM (No fluorescente)
. Non Fluorescent
Control sin molde  NTC - FAM (No fluorescente)
. . Consulte Non Fluorescent
Estandar Standard (Estandar) 1. Contenido FAM (No fluorescente)
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Concentracion Reporter Quencher

Tipo de muestra Funcion (Task [Tarea]) (Quantity [Cantidad]) (Indicador) (Supresor)

Para generar una curva de estandares, utilice para cada serie de PCR todos los estandares
de cuantificacion (CMV LC/RG/TM QS 1-4) suministrados e introduzca las concentraciones
correspondientes (consulte el apartado 1 Contenido) para cada estandar (Quantity
[Cantidad]). Tenga en cuenta que para una serie de PCR con el artus CMV TM PCR Kit debe
configurarse ROX en el campo Passive Reference (Referencia pasiva). La distribucion
uniforme del colorante ROX en todas las preparaciones de PCR de un lote mezclando la
CMV TM Master garantiza el reconocimiento y el céalculo de las variaciones entre tubos
(diferencias de fluorescencia entre varias preparaciones de PCR) mediante el software de
deteccién de secuencias (normalizacion).

8.6.3.4 Creacion del perfil de temperatura

Para crear un perfil de temperatura, pase del nivel Setup (Configuracion) al nivel Instrument
(Instrumento) en el software. Introduzca el perfil de temperatura valido para la deteccion del
ADN del CMV de acuerdo con la Fig. 21. Asegurese de configurar el volumen de reaccion
en 50 pl. La opcidon 9600 Emulation (Emulacion 9600) debe estar activada; los ajustes
predefinidos de los parametros Ramp time (Tiempo de rampa) y Auto Increment (Incremento
automatico) no deben variar (Ramp Time [Tiempo de rampa]: 0:00, Auto Increment

[Incremento automéatico]: 0,0 °C, 0,0 segundos).
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Setup  Instrument ]

2
Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile | Auto Increment | Rarnp Rate I Data Collection I
Stage 1 Stage 2
Repeats IE
95.0 95.0
10:00 0:15
55.0
1:00
Add Cycle | Add Hold | Add Step Delete Step I Sample Volume (uL): |50 2
Add Dissociation Stage |
[V 9600 Emulation = 3

Fig. 21: Creacion del perfil de temperatura.

Ademas, el nivel Instrument (Instrumento) contiene la opcion Data Collection (Recogida de
datos). Al seleccionar esta opcidn se mostrara la ventana representada en la Fig. 22. Cada
temperatura de rampa y de meseta muestra un icono de Data Collection (Recogida de
datos), que indica los datos recogidos en esta etapa de la serie. Elimine todos los simbolos
a excepcion del simbolo del paso Annealing (Apareamiento) (etapa 2/paso 2) haciendo
clic en ellos para excluir mediciones de fluorescencia innecesarias. De esta manera se
reducira al minimo el tiempo total de procesamiento y la cantidad de datos.
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Setup Instrument I

Thermal Cycler Protocol

Thermal Prowel Auto Incremerﬁl Ramp Rate Data Collection I

Stage 1 Stage 2
Repeats IE

950 950

A Cyole Lol siisien | | poesen | Sample Volume (uL): [50

[V 9600 Emulation

Fig. 22: Data collection (Recogida de datos).

8.6.3.5 Almacenamiento de la serie de PCR

Guarde los ajustes (Setup [Configuracion]) como plantilla para poder utilizarlos de nuevo
posteriormente, ya sea modificados o sin modificar. Al guardar los ajustes con el formato
ABI PRISM SDS Template Document (Documento de plantilla ABI PRISM SDS) (*.sdt) en el Template
Directory (Directorio de plantillas) ([D:]\Program Files\Applied Biosystems\SDS 2.1\Templates
creado por Applied Biosystems), este archivo puede seleccionarse directamente en la ventana New
Document (Nuevo documento) en la lista Template (Plantilla). Las copias guardadas en otras
carpetas deben abrirse a través de la opcion Browse (Examinar). Antes de iniciar la serie de PCR,
guardela de nuevo con el formato ABI PRISM SDS Document (Documento ABI PRISM SDS) (*.sds)
para garantizar el almacenamiento de los datos que se recogeran durante el transcurso de la PCR.

8.6.3.6 Inicio de la serie de PCR

Inicie la serie de PCR seleccionando la opcion Start (Iniciar) del elemento de menu
Instrument (Instrumento).
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9. Analisis de los datos

Al poner en funcionamiento los instrumentos es necesario realizar una calibracion valida de
los colorantes (Pure Spectra Component File [Archivo de componentes espectrales puros])
y de la sefial de fondo (Background Component File [Archivo de componentes de fondo]).
Estos archivos de calibracién son necesarios para que se realice un calculo exacto de los
resultados del siguiente modo:

Todas las sefiales de interferencia generadas por los instrumentos que influyen en la medicion son
eliminadas por el software de deteccion de secuencias de los sistemas de deteccion de secuencias
ABI PRISM por medio del Background Component File (Archivo de componentes de fondo).

Ademas, en los andlisis multicolor aparecen interferencias entre los espectros de emision de
los colorantes fluorescentes. El software de los instrumentos ABI PRISM SDS compensa estas
interferencias mediante calculos utilizando los datos espectrales de cada uno de los
colorantes almacenados en el archivo Pure Spectra Component File (Archivo de
componentes espectrales puros). El software utiliza el mismo archivo para la asignacion de
los datos de fluorescencia correspondientes a todo el espectro medible en el transcurso de
la PCR a los detectores programados. A continuacion, los datos de fluorescencia de cada
colorante son divididos entre el valor de la sefial de la referencia pasiva (ROX) para tener
en cuenta las variaciones entre tubos (diferencias en la fluorescencia entre varias
preparaciones de PCR). A continuacion, las sefiales normalizadas de este modo pueden ser
evaluadas por medio del Amplification Plot (Gréfico de amplificacion).

Los archivos de calibracion utilizados para la evaluacién de una serie de PCR se almacenan
automaticamente al guardar la serie. Si no se instala ningin archivo de calibracion, cree
estos archivos tal como se indica en las instrucciones del documento Guia/manual del
usuario del ABI PRISM SDS.

Si hay mas de un sistema artus TM PCR integrado en la serie de PCR (tenga en cuenta el perfil de
temperatura), estos ensayos deben analizarse por separado. El programa ABI PRISM 7000
y 7900HT SDS Software identificara automaticamente como duplicados las muestras que tengan
el mismo nombre (Sample Name [Nombre de la muestra]) y la misma asignacion de detector
y calculara su promedio con respecto a la carga patdgena cuantificada.
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Para el andlisis de series cuantitativas, siga las instrucciones indicadas en el apartado 8.4

Cuantificacién y en el documento Nota técnica para la cuantificacion en el
instrumento ABI PRISM 7000 SDS (Technical Note for quantitation on the ABI PRISM 7000
SDS) en www.giagen.com.

Si incluyd mas de un sistema artus para virus del herpes en la serie de PCR, analice los
diferentes sistemas con los estdndares de cuantificacién correspondientes por separado.
Seleccione las posiciones de las muestras para el andlisis en correspondencia.

Pueden obtenerse los siguientes resultados:

1. Se detecta una sefial fluorescente FAM.
El resultado del andlisis es positivo: la muestra contiene ADN del CMV.

En este caso, la deteccion de una sefial fluorescente VIC/JOE (control interno) no es
imprescindible, ya que concentraciones iniciales elevadas de ADN del CMV (sefial
fluorescente FAM positiva) pueden dar lugar a una reduccién o a la ausencia de la

sefial fluorescente del control interno (competicion).

2. No se detecta ninguna sefial de fluorescencia FAM. Al mismo tiempo aparece una sefial

fluorescente VIC/JOE del control interno.
En la muestra no hay ADN del CMV detectable. Puede considerarse negativa.

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

descarta la posibilidad de inhibicion de la PCR.
3. No se detecta ni una sefial fluorescente FAM ni una sefial fluorescente VIC/JOE.
No es posible realizar el diagnéstico.

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

10 Resolucion de problemas.
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Encontrara ejemplos de reacciones de PCR positivas y negativas en las figuras 23/24

(ABI PRISM 7000 SDS), 25/26 (ABI PRISM 7700 SDS) y 27/28 (ABI PRISM 7900HT SDS).
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Fig. 23: Deteccion de los estdndares de cuantificacion (CMV LC/RG/TM QS 1-4) mediante la
medicion de la sefial fluorescente FAM (ABI PRISM 7000 SDS). NTC: control sin molde
(control negativo).
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Fig. 24

Fig. 25:

1,60

140

1,20

Q
PR

2
| 4

0,80

Delta Rn

0,60 |11 S T A

A
~Z
ZN7517
5

0,40

S
kY

020 H]

-0,20
1 3 5 7 9 11 13 15 17 18 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45

Cycle Number

Deteccion del control interno (IC) mediante la medicién de la sefial fluorescente VIC
(ABI PRISM 7000 SDS) con amplificacion simultanea de los estandares de cuantificacion
(CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: control sin molde (control negativo).
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Deteccion de los estandares de cuantificacion (CMV LC/RG/TM QS 1-4) mediante la

mediciéon de la sefial fluorescente FAM (ABI PRISM 7700 SDS). NTC: control sin molde
(control negativo).
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Fig. 26: Deteccion del control interno (IC) mediante la medicién de la sefial fluorescente JOE
(ABI PRISM 7700 SDS) con amplificacién simultdnea de los estandares de cuantificacion
(CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: control sin molde (control negativo).

Fig. 27: Deteccién de los estdndares de cuantificacion (CMV LC/RG/TM QS 1-4) mediante la
medicién de la sefial fluorescente FAM (ABI PRISM 7900HT SDS). NTC: control sin molde
(control negativo).
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Fig. 28: Deteccion del control interno (IC) mediante la medicién de la sefial fluorescente VIC
(ABI PRISM 7900HT SDS) con amplificacion simultdnea de los estandares de cuantificacion
(CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: control sin molde (control negativo).

10. Resolucidon de problemas

Ausencia de sefial fluorescente FAM con los controles positivos (CMV LC/RG/TM QS 1-4):

El colorante de deteccion seleccionado para el andlisis de los datos de PCR no cumple

el protocolo.

= Para el andlisis de los datos, seleccione el colorante de deteccion FAM para la PCR

analitica del CMV y el colorante de deteccién VIC/JOE para la PCR del control interno.

Los ajustes utilizados para el analisis de los datos en Options (Opciones) (Extension Phase
Data Extraction [Extraccion de datos de la fase de extension]) no se corresponden con los
ajustes de Data Collection (Recogida de datos) (Consulte el apartado 8.6.2.4 Creacion

del perfil de temperatura para el instrumento ABI PRISM 7700 SDS; consulte el apartado

42
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8.6.3.4 Creacion del perfil de temperatura para el instrumento ABI PRISM 7900HT
SDS).

- Analice la serie de PCR con los ajustes corregidos y repita el analisis de los datos
(Analysis [Analisis]).
Programacion incorrecta del perfil de temperatura del sistema de deteccion de

secuencias ABI PRISM.

- Compare el perfil de temperatura con el protocolo (consulte el apartado 8.6
Programacion del ABI PRISM SDS).

Configuracion incorrecta de la reaccion de PCR.

- Compruebe los pasos de trabajo por medio del esquema de pipeteo (consulte el

apartado 8.5 Preparacion de la PCR) y repita la PCR en caso necesario.

Las condiciones de almacenamiento para uno o mas componentes del kit no cumplian
las instrucciones proporcionadas en el apartado 2. Almacenamiento o el
artus CMV TM PCR Kit habia caducado.

- Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de caducidad (consulte la

etiqueta del kit) de los reactivos y utilice un kit nuevo en caso necesario.

Sefial débil o ausente del control interno de una muestra de plasma negativa que se ha purificado

(QlAamp DSP Virus Kit) (sefial fluorescente VIC/JOE, desviacion superior al intervalo de Ct = 25,3-
31,3; (umbral en el ABI PRISM 7000: 0,2; en el ABI PRISM 7700 y en el 7900HT SDS: 0,2) con

ausencia simultanea de una sefial fluorescente FAM para la PCR especifica del CMV:

Las condiciones de la PCR no cumplen el protocolo.

- Compruebe las condiciones de la PCR (véase anteriormente) y repita la PCR con los

valores de configuracién corregidos en caso necesario.

Se produjo la inhibicién de la PCR.
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- Asegurese de que esta utilizando el método de aislamiento recomendado (consulte el
apartado 8.2 Aislamiento de ADN) y siga exactamente las instrucciones del

fabricante.

- Asegurese de que durante el aislamiento del ADN se ha realizado el paso adicional
de centrifugacién recomendado antes de la elucidn para eliminar los restos de etanol

(consulte el apartado 8.2  Aislamiento de ADN).
Se perdié ADN durante la extraccion.

-> Si se afiadio el control interno a la extraccién, la ausencia de una sefial del control
interno puede indicar la pérdida de ADN durante la extraccion. Asegurese de que
esta utilizando un método de aislamiento recomendado (consulte el apartado 8.2

Aislamiento de ADN) y siga exactamente las instrucciones del fabricante.

Las condiciones de almacenamiento para uno o mas componentes del kit no cumplian las
instrucciones proporcionadas en el apartado 2. Almacenamiento o el artus CMV TM PCR Kit

habia caducado.

- Compruebe las condiciones de almacenamiento y la fecha de caducidad (consulte la

etiqueta del kit) de los reactivos y utilice un kit nuevo en caso necesario.

Sefial fluorescente FAM de la PCR analitica con los controles negativos:

EN

Se produjo contaminacién durante la preparacién de la PCR.
Repita la PCR con nuevos reactivos en duplicados.

Si es posible, cierre los tubos de PCR inmediatamente después de afiadir la muestra que

se desea analizar.
Pipetee estrictamente los controles positivos en dltimo lugar.
Asegurese de descontaminar el espacio de trabajo y los instrumentos a intervalos regulares.

Se produjo contaminacién durante la extraccion.
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- Repita la extraccion y la PCR de la muestra que se desea analizar utilizando nuevos

reactivos.

- Aseglrese de descontaminar el espacio de trabajo y los instrumentos a intervalos

regulares.

Si tiene cualquier otra duda o si encuentra problemas, péngase en contacto con nuestro

servicio técnico.

11. Especificaciones

11.1 Sensibilidad analitica

Se evaluaron el limite de deteccion analitica y el limite de deteccién analitica teniendo en cuenta
la purificacion (limites de sensibilidad) para el artus CMV TM PCR Kit. El limite de deteccién
analitica teniendo en cuenta la purificacion se determina utilizando muestras clinicas positivas
para el CMV con un método de extraccion concreto. Por el contrario, el limite de deteccion
analitica se determina sin muestras clinicas e independientemente del método de extraccion

seleccionado utilizando ADN del CMV con una concentracién conocida.

Para determinar la sensibilidad analitica del artus CMV TM PCR Kit se realizaron diluciones
seriadas de ADN gendmico del CMV desde 10 hasta un valor nominal de 0,00316 copias
del CMV/ul y se analizaron con el artus CMV TM PCR Kit usando los sistemas de deteccion
de secuencias ABI PRISM 7000, 7700 y 7900HT. Los ensayos para todos los instrumentos
se realizaron en tres dias diferentes por octuplicado. Los resultados se determinaron
mediante un analisis probit.

Limite de deteccion (p = 0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 0,20 copias/pl
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Limite de deteccion (p = 0,05)

ABI PRISM 7700 SDS 0,20 copias/ul

ABI PRISM 7900HT SDS 0,17 copias/pl

Esto significa que existe una probabilidad del 95% de que se detecten 0,20 copias/l
(ABI PRISM 7000 SDS), 0,20 copias/ul (ABIPRISM 7700 SDS) y 0,17 copias/yl
(ABI PRISM 7900HT SDS).

La sensibilidad analitica teniendo en cuenta la purificacion (QlAamp DSP Virus Kit) del
artus CMV TM PCR Kit se determind 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 QlAamp DSP Virus Kit
(volumen de extraccion: 0,5 ml, volumen de elucion: 70 pl). Cada una de las ocho
diluciones fue analizada en tres dias diferentes por octuplicado con el
artus CMV TM PCR Kit en los instrumentos ABI PRISM 7000, 7700 y 7900HT SDS . Los
resultados se determinaron mediante un analisis probit y se presentan en la tabla siguiente:

Limite de deteccion (p = 0,05) teniendo en cuenta la purificacion

ABI PRISM 7000 SDS 64,2  copias/ml
ABI PRISM 7700 SDS 100,5 copias/ml

ABI PRISM 7900HT SDS 53,5  copias/ml

En la Fig. 29 se presenta la ilustracion grafica para el instrumento ABI PRISM 7000 SDS. El
limite de deteccion analitica teniendo en cuenta la purificacién del artus CMV TM PCR Kit es
de 64,2 copias/ml (p = 0,05). Esto significa que existe una probabilidad del 95 % de que
se detecten 64,2 copias/ml.
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Andlisis probit: Citomegalovirus (ABI PRISM 7000 SDS)

-
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Fig. 29: Sensibilidad analitica teniendo en cuenta la purificacion (QlAamp DSP Virus Kit) del
artus CMV TM PCR Kit (ABI PRISM 7000 SDS).

11.2 Especificidad

La especificidad del artus CMV TM PCR Kit se asegura ante todo mediante la seleccion de
los (cebadores) y de las sondas, asi como mediante la seleccion de condiciones estrictas
para la reaccion. 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
analisis de comparacién de secuencias. De este modo se ha garantizado la capacidad de
deteccidn de todas las cepas relevantes.

Ademas, 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 incluidos en la CMV TM Master.

Para determinar la especificidad del artus CMV TM PCR Kit se ha analizado la reactividad
cruzada del grupo de control indicado en la tabla siguiente (consulte la Tabla 1). Ninguno
de los patdgenos analizados mostré reactividad. No se produjo ninguna reactividad
cruzada en el caso de infecciones mixtas.
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Tabla 1: Analisis de la especificidad del kit con patégenos con posible reactividad cruzada.

Grupo de control CMV (FAM) Control interno (VIC)
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-zoster) - +
Virus del herpes humano 4 (virus de Epstein-Barr) - i
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 - E
Virus de la leucemia de células T humana de tipo 1 - +
Virus de la leucemia de células T humana de tipo 2 - +
Virus del Nilo Occidental - +
Enterovirus - i
Parvovirus B19 - +
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11.3 Precision

Los datos de precision del artus CMV TM PCR Kit se han obtenido con el instrumento
ABI PRISM 7000 SDS y permiten determinar la varianza total del ensayo. La varianza total
consta de la variabilidad intranalitica (variabilidad de mdltiples resultados de muestras de la
misma concentracion en un Unico experimento), la variabilidad interanalitica (variabilidad
de multiples resultados del ensayo generados en diferentes instrumentos del mismo tipo por
diferentes operadores en un mismo laboratorio) y la variabilidad interlote (variabilidad de
multiples resultados del ensayo con diferentes lotes). Los datos obtenidos se utilizaron para
determinar la desviacién estandar, la varianza y el coeficiente de variacion para la PCR
especifica del patégeno y para la PCR del control interno.

Se han recogido datos de precision del artus CMV TM PCR Kit utilizando el estandar de
cuantificacion de menor concentracion (QS 4; 10 copias/pl). El analisis se realizé por
octuplicado. Los datos de precision se calcularon en funcion de los valores de Ct de las curvas de
amplificacion (Ct: ciclo umbral, consulte la Tabla 2). Ademas, se determinaron los datos de
precision para los resultados cuantitativos en copias/pl utilizando los valores de Ct
correspondientes (consulte la Tabla 3). En funcién de estos resultados, la dispersion estadistica
total de cualquier muestra dada con la concentracion mencionada es del 1,06% (Ct) o del
12,93% (conc.), mientras que para la deteccion del control interno es del 1,14% (Ct). Estos
valores se basan en la totalidad de los valores individuales de la variabilidad determinada.
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Tabla 2: Datos de precisién basados en los valores de Ct.

Desviacion estandar Varianza Coeficiente de variacion [%]
Variabilidad intranalitica:
0,10 0,01 0,33
CMV LC/RG/TM QS 4
Variabilidad intranalitica:
. 0,12 0,01 0,50
Control interno
Variabilidad interanalitica:
0,21 0,04 0,67
CMV LC/RG/TM QS 4
Variabilidad interanalitica:
. 0,30 0,09 1,23
Control interno
Variabilidad interlote:
0,32 0,10 1,01
CMV LC/RG/TM QS 4
Variabilidad interlote:
. 0,26 0,07 1,05
Control interno
Varianza total:
0,33 0,11 1,06
CMV LC/RG/TM QS 4
Varianza total:
0,28 0,08 1,14

Control interno

Tabla 3: Datos de precisién segtn los resultados cuantitativos (en copias/pl).

Desviacion estandar Varianza Coeficiente de variacion [%]

Variabilidad intranalitica:

0,72 0,52 7,20
CMV LC/RG/TM QS 4
Variabilidad interanalitica:

1,25 1,57 12,45
CMV LC/RG/TM QS 4
Variabilidad interlote:

1,53 2,33 15,10
CMV LC/RG/TM QS 4
Varianza total:

1,30 1,70 12,93

CMV LC/RG/TM QS 4
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11.4 Robustez

La verificaciébn de la robustez permite determinar la tasa de fracaso total del
artus CMV TM PCR Kit. Se afiadi6 ADN del CMV con una concentracion final de
170 copias/ml (aproximadamente tres veces la concentracion del limite de sensibilidad
analitica) a 100 muestras de plasma negativas para el CMV. Tras la extraccién con el
QIlAamp DSP Virus Kit (consulte el apartado 8.2 Aislamiento de ADN), estas muestras
se analizaron con el artus CMV TM PCR Kit. La tasa de fracaso para todas las muestras de
CMV fue del 0%. Ademas, la robustez del control interno se evalué mediante la purificacién
y el analisis de 100 muestras de plasma negativas para el CMV. Asi, la robustez del
artus CMV TM PCR Kit es > 99 %.

11.5 Reproducibilidad

Los datos de reproducibilidad permiten evaluar de forma regular el rendimiento del
artus CMV TM PCR Kit y comparar su eficiencia con la de otros productos. Estos datos se
obtienen por medio de la participacion en programas de competencia establecidos.

11.6 Evaluacion diagnéstica

El artus CMV TM PCR Kit se evalud en un estudio. Se analizaron de forma retrospectiva y
prospectiva 154 muestras clinicas de plasma con EDTA comparando el
artus CMV TM PCR Kit con el COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test. Todas las
muestras se analizaron previamente con un resultado positivo o negativo utilizando el
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test para diagnostico sistematico.

Las muestras para el analisis con el artus CMV TM PCR Kit se aislaron afiadiendo el control
interno del artus CMV TM PCR Kit utilizando el QIAamp DSP Virus Kit y posteriormente se
analizaron con el instrumento ABI PRISM 7000 SDS. Las muestras para el analisis con el
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test se aislaron y analizaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante proporcionadas en el prospecto.
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Llas 11 muestras que tuvieron un resultado positivo con el COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR Test tuvieron también un resultado positivo con el artus CMV TM PCR Kit. Las
125 muestras que tuvieron un resultado negativo con el artus CMV TM PCR Kit tuvieron
también un resultado negativo con el COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test. Se

obtuvieron 18 resultados discordantes. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Resultados del estudio de validacion comparativo.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ - Total

artus CMV TM + 11 18 29
PCR Kit

_ 0 125 125

Si se toman como referencia los resultados del COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test, la
sensibilidad diagnéstica de todas las muestras del artus CMV TM PCR Kit es del 100%,
mientras que la especificidad diagndstica es del 87,4%.

Un posterior analisis de las 18 muestras con resultados discordantes confirmd los resultados
de los artus PCR Kit. Por consiguiente, cabe suponer que la discrepancia se basa en la
mayor sensibilidad del artus CMV TM PCR Kit.
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12. Limitaciones del uso del producto

® Todos los reactivos deben utilizarse exclusivamente para el diagndstico in vitro.

® Este producto debe ser utilizado exclusivamente por personal que haya recibido
formacioén y preparacion especificas en los procedimientos de diagndstico in vitro.

® Para obtener resultados 6ptimos con la PCR es necesario un cumplimiento estricto del
manual del usuario.

® Debe prestarse atencion a las fechas de caducidad impresas en la caja y en las
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
intervalos regulares.

13. Informacion de seguridad

Cuando trabaje con productos quimicos, use siempre una bata de laboratorio, guantes
desechables y gafas de proteccion adecuados. Para obtener mas informacion, consulte las
hojas de datos sobre seguridad (Safety Data Sheet, SDS) correspondientes. Puede
obtenerlas en linea en el practico y compacto formato PDF en www.giagen.com/safety
donde también podra encontrar, consultar e imprimir las 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.
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14. Control de calidad

En cumplimiento del sistema de gestion de calidad total de QIAGEN, cada lote del
artus CMV TM PCR Kit se analiza en relacion con las especificaciones predeterminadas
para garantizar la uniformidad de la calidad de los productos.

15. Referencias

Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect. 2004; 10
(3): 190 - 212.
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16. Explicacion de los simbolos

2 Fecha de caducidad

Cddigo de lote

u Fabricante

Numero de referencia

MAT NUmero de material

GTIN NuUmero mundial de articulo comercial

; <N> Contenido suficiente para <n> ensayos
/ﬂ/ Limitacion de temperatura

Qs Estandar de cuantificacion

iC Control interno
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17. Informacion para pedidos

Producto

Contenido

N.° de catalogo

artus® CMV TM PCR Kit (24)

artus® CMV TM PCR Kit (96)

QIlAamp® DSP Virus Kit (50)

Para 24 reacciones: 2 mezclas
maestras, 4 estandares de
cuantificacion, control interno y agua
(de calidad para PCR)

Para 96 reacciones: 8 mezclas
maestras, 4 estandares de
cuantificacion, 2 controles internos
y agua (de calidad para PCR)

Para 50 preparaciones: Columnas de
centrifugacion QlAamp MinElute®,
tampones, reactivos, tubos, extensores
de columna y conectores
VacConnectors

4503163

4503165

60704

Para obtener informacion actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad

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

correspondiente. Los manuales y los manuales del usuario de los kits de QIAGEN estan

disponibles en www.giagen.com o pueden solicitarse al servicio técnico de QIAGEN o a su

distribuidor local.
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Historial de revisiones del documento

R4 Especificaciones de la version de CC actualizadas para IC. Se ha afiadido el apartado
11/2018 Informacién para pedidos. Actualizaciones de disefio.

Acuerdo de licencia limitada para el Manual del artus CMV TM PCR Kit
La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacion 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 segun se describe en los protocolos proporcionados con el producto, este manual
de uso y otros protocolos disponibles en www.giagen.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/0 su uso no infrinjan los derechos de terceros.
Este kit y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.
QIAGEN renuncia especificamente a cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

o r w N

El comprador y el usuario del kit aceptan no llevar a cabo ni permitir que otros 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 recuperara todos los gastos derivados de la investigacion y de los
gastos 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 relacion con este kit y/o con sus componentes.

Para consultar los términos actualizados de la licencia, visite www.qgiagen.com.

Marcas comerciales: QIAGEN®, QlAamp®, artus® (QIAGEN Group); ABI PRISM® (Applera Corporation); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Diagnostics
GmbH); FAM™, GeneAmp®, JOE™, MicroAmp®, ROX™, VIC® (Life Technologies).

Los nombres registrados, las marcas comerciales, etc. utilizados en este documento, incluso cuando no aparecen marcados como tales, estan protegidos por la
legislacion.

1172018 HB-0069-006 1115297ES © 2018 QIAGEN. Reservados todos los derechos.
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