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artus EBV TM PCR Kit

Para utilizar con ABI PRISM 7000, 7700 y 7900HT Sequence Detection

Systems.

Atencién: El artus EBV TM PCR Kit no se puede utilizar ni con el GeneAmp®
5700 SDS ni con el formato de placa de 384-pocillos del ABI PRISM 7900HT

SDS.

1. Contenido

Rotulado Art. No. 4501163 | Art. No. 4501165
y ')A rnru-r;nnnc OA rnru-r;nnnc
EBY RG/TM 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
EBY RG/IM QS 1™
5 x 107 cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
EBY RG/IM QS 2"
5x 10° cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
EBY RG/IM QS 3"
5 x 104 cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
EBY RG/TM QS 4"
5x 10" cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
jot
EBV RG/TM IC 1 x 1.000 ul 2 x 1.000 ul
Blanco | Water (PCR grade) 1 x 1.000 ul 1 x 1.000 ul
"QS = EstYndar de cuantificaciUn
IC = Control interno

2. Almacenamiento

Los componentes del artus EBY TM PCR Kit deben almacenarse a una

temperatura entre -30 y —15 °C y pueden ser utilizados hasta la fecha

indicada en la etiqueta. Evite congelarlos y descongelarlos repetidamente

(mdés de 2 veces), ya que puede disminuir su sensibilidad. En caso de no

usarlos regularmente, es recomendable dividir los reactivos en alicuotas. Si

fuera necesario almacenar los componentes a +4°C, el periodo de tiempo no

debe superar las cinco horas.
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3. Materiales y dispositivos adicionales
necesarios

» Guantes de laboratorio sin talco

e Kit de purificacién del ADN (véase 8.1 Purificacién del ADN)

» Pipetas (graduables)

» Puntas de pipeta estériles con filtro

« Agitador vortex

» Centrifuga de mesa con rotor para tubos de reaccién de 2 ml
» Centrifuga con rotor para placas de microtitulaciéon (opcional)

* Placas de reacciéon de 96-pocillos/tubos de reaccién dpticos con

tapas apropiadas para lectura éptica” (véase 8.4 Preparacién de la
PCR)

* Rack de dos piezas para placas de 96-pocillos para uso con tubos de
reacciéon épticos (96-Well Tray/Retainer Set, Art. No.°403 081,
Applied Biosystems), véase 8.4 Preparacién de laPCR

* Almohadilla de compresién para apretar las tapas dpticas en

combinacién con ldminas adhesivas  épticas  (Optical  Cover

Compression Pads, Art. No. 4 312 639, Applied Biosystems), véase

8.5.1.1 8.4 Preparacion de la PCR

» Aplicador para el cierre de las placas de reaccién en combinacién
con ldminas adhesivas épticas (Adhesive Seal Applicator Kit, Art.°No.

4 333 183, Applied Biosystems)
e ABIPRISM 7000, 7700 6 7900HT SDS

Atencién: Para poner en funcionamiento el aparato, es imprescindible
realizar una calibracién vélida de los fluorocromos (Pure Spectra Component

File) y de la sefal del fondo (Background Component File).

"La utilizacién de recipientes de reaccién para mediciones épticas con cubiertas convexas
sélo estd permitida para el ABI PRISM 7700 SDS y requiere una
modificacién del tiempo de exposicién (véase 8.5.2 Programacién del ABI PRISM

7700 SDS, 8.5.2.5 Ajustes adicionales importantes).
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4. Medidas generales de seguridad

El usuario siempre debe tener en cuenta las siguientes indicaciones:
» Se deben utilizar puntas de pipeta estériles confiltro.

» Se deben purificar, almacenar, y anadir a la reacciéon las muestras
positivas (muestras, controles, amplificados) por separado del resto
de reactivos.

* Todos los componentes deben descongelarse completamente a

temperatura ambiente antes de iniciar el ensayo.

* A continuacién, deben mezclarse los componentes a conciencia y
centrifugar brevemente.
* Inmediatamente, debe trabajarse en hielo o en el bloque de

refrigeracién.

5. Informacién acerca del agente patégeno

La transmisiéon de virus del Epstein-Barr (EBV) se produce de forma oral,
principalmente por contacto con saliva contaminada. Generalmente la
infeccion por el EBV es asintomdtica cuando se produce durante la infancia.
Los sinfomas clinicos de una infeccién aguda (conocida como mononucleosis
infecciosa) se caracterizan por la presencia de fiebre ganglionar (fiebre de
Pfeiffer), cansancio, angina e inflamacién de los ganglios linféticos y del bazo.
En algunos pacientes estos sintomas pueden volverse de tipo crénico-
recidiva. Pueden observarse evoluciones graves de la infeccién por el EBV
especialmente en pacientes inmunodeprimidos y en personas con defectos

en linfocitosT.
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6. Principio de la PCR a tiempo real

El diagnéstico de un patégeno mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) se basa en la amplificaciéon de regiones especificas del
genoma del patégeno. En la PCR a tiempo real el producto amplificado se
detecta con la ayuda de fluorocromos. Estos estan acoplados a sondas de
oligonucleétidos que se van ligando especificamente a la secuencia que se
amplifica. La deteccién de las intensidades de la fluorescencia en el
transcurso de la PCR a tiempo real hace posible la deteccion y la
cuantificacién del producto amplificado, sin necesidad de volver a abrir los

tubos de reaccién tras realizar la PCR (Mackay, 2004).

7. Descripcion del producto

El artus EBV TM PCR Kit es un sistema listo para utilizar e indicado para la
deteccién del ADN del EBV mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en el ABI PRISM 7000, 7700 y 7900HT Sequence Detection System. La
EBV RG/TM Master contiene reactivos y enzimas para la amplificacion

especifica de un fragmento de 97 pb del genoma del EBV. La deteccién del
fragmento amplificado se realiza midiendo la fluorescencia del canal FAM en
el ABI PRISM SDS. Ademads, el artus EBV TM PCR Kit contiene un segundo

sistema de amplificacién heterélogo para comprobar si se produce una

inhibicién de la PCR. Esto se detecta como Control interno (IC) al medir la
fluorescencia VIC. Con lo cual, el limite de deteccién de la PCR analitica del
EBV (véase 11.1 Sensibilidad analitica) no se ve afectado. Se suministran
controles positivos externos (EBV RG/TM QS 1 - 4) que permiten determinar la

carga patégena. Para mds informacién al respecto, véase al apartado

85.1.2 8.3 Cuantificacién.
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8. Protocolo

8.1 Purificacién del ADN

Diversos fabricantes ofrecen kits de purificacién del ADN. Ajuste la cantidad
de muestra indicada para la purificacién de acuerdo al protocolo que escoja y

siga las instrucciones del fabricante. Se recomiendan los siguientes kits de

purificacién:

M Kit d — Articulo Fabricant Carrier de
vestra it de puriticacion Nomero abricante ARN
®
Suero QlAamp 51 304 QIAGEN no incluido
p|c1$mc; DNA Mini Kit
LCR (50)
IA
QlAamp 53 704 QIAGEN incluido
UltraSens™ Virus
Kit (50)
Células QlAamp DNA Blood ) )
sanguineas Mini Kit (50) 51104 QIAGEN no incluido
®
Plosma EZ1~DSP 62724 QIAGEN incluido
Virus Kit (48)*

*Para  utilizar en combinacién con  BioRobot® EZT DSP  Workstation
(Nr. cat. 9001360) y EZ1 DSP Virus Card (Nr. cat. 9017707).

Nota importante para el uso del QlAamp UltraSens Virus Kit,
QIAamp DNA Blood Mini Kit y QlAamp DNA Mini Kit:

* La utilizacién de un carrier de ARN mejora la eficiencia de la purificacién y
por ello el rendimiento en la obtencién de ADN/ARN. En caso de que el
kit de purificacién utilizado no contenga un carrier de ARN, le
recomendamos encarecidamente, que durante la purificacién de los
dcidos nucleicos obtenidos a partir de muestras humanas pobres en
célulos o con poco contenido de ADN/ARN (por ejemplo, liquido
cefalorraquideo), afiada un carrier de ARN (RNA-Homopolymer Poly(A),
Amersham Biosciences, No. Art: 27-4110-01). Por favor lea las

instrucciones siguientes:
|
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a) Resuspenda el carrier de ARN liofilizado en el tampédn de elucién (no
en el de lisis) del kit de purificacién (por ejemplo, el tampén AE del
QlAamp DNA Mini Kit/QlAamp DNA Blood Mini Kit) en una
concentraciéon de 1 ug/ul. Prepare el nimero de alicuotas necesarias
de la solucién de carrier de ARN asi preparada y almacénelas a
—20°C. Evite congelar y descongelar las alicuotas de carrier de ARN
(mds de dos veces).

b) Para cada purificacién debe afiadirse 1 ug del carrier de ARN por 100
ul del tampdén de lisis. Si el kit de purificacién utiliza 200 ul de
tampén de lisis para cada muestra, entonces afiada 2 ul del carrier
de ARN (1 ug/ul) directamente al tampén de lisis. La mezcla del
tampén de lisis y carrier de ARN (asi como el Control interno, véase

8.2 Control interno) debe prepararse inmediatamente antes de

empezar cada purificacién siguiendo el siguiente esquema.

Numero de muestras 1 12

Taipon detisis pr&j 2007t Br&[r2:400 1t
Carrier de RNA (1 ug/ul) 2 ul 24 ul
Volumen total 202 ul 2.424 ul
Volumen por purificacién 200 ul cada 200 ul

c) Utilice la mezcla del tampén de lisis y carrier de ARN anteriormente

preparada inmediatamente. El almacenamiento de la mezcla no es

posible.
» La utilizacién de un carrier de ARN mejora la eficiencia de la purificacion

y por ello el rendimiento en la obtencién de ADN/ARN. Para incrementar
la estabilidad del carrier de ARN suministrado con el QlAamp UliraSens
Virus Kit, le recomendamos que siga las instrucciones siguientes:

a. Resuspenda el carrier de ARN liofilizado antes de usar por primera

vez el kit de purificaciéon, en 310 ul del tampén de elucién del kit
escogido (concentracién final 1 ug/ul, no en el tampén de lisis).

Prepare el nUmero de alicuotas necesarias de la solucién de carrier
|
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de ARN asi preparada y almacénelas a -20°C. Evite congelar y
descongelar las alicuotas de carrier de ARN (mds de dos veces).
b. Antes de empezar cada purificaciéon, una mezcla de tampén de lisis y

carrier de ARN (asi como el Control interno, véase 8.2 Control

interno) debe prepararse inmediatamente antes de empezar cada

purificacién siguiendo el siguiente esquema.

NUmero de muestras 1 12

Tampén de lisis AC 800 ul 9.600 ul
Carrier de RNA (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Volumen total 805,6 ul 9.667,2 ul
Volumen por purificacién 800 ul cada 800 ul

c. Utilice la mezcla del tampén de lisis y carrier de ARN anteriormente

preparada inmediatamente. El almacenamiento de la mezcla no es

posible.
» Utilizando el QIAamp UltraSens Virus Kit se puede lograr una

concentracién de la muestra. Si la muestra no fuera suero o plasma,
adicione como minimo 50 % (v/v) de plasma humano negativo a la

misma.
* Los anticoagulantes contenidos en los tubos con muestras de sangre

pueden inhibir la PCR. En todo caso, los kits de purificacion
recomendados los eliminan eficazmente. Se recomienda no utilizar

sangre heparinizada.
* Si lleva a cabo la purificacién con tampones de lavado que contienen

etanol, aseglrese de que se realiza una centrifugacién adicional (ires
minutos, 13.000 rpm) previa a la elucién para eliminar posibles restos
de etanol. De este modo, se evitan posibles inhibiciones de la PCR.

» El artus EBY TM PCR Kit no estd indicado para métodos de purificacién

que utilizanfenol.
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Nota importante para la utilizaciéon del EZ1 DSP Virus Kit:
» La utilizacién del carrier de RNA es importante para la eficiencia en la

purificacién y en consecuencia para el rendimiento de ADN/ARN. Por
favor afada la cantidad de carrier de ARN apropiada para cada

purificacién siguiendo las instrucciones del EZ1 DSP Virus Kit Handbook.

Importante: El Control interno del artus EBV TM PCR Kit puede afadirse

directamente durante la purificacién (véase 8.2 Control interno).

8.2 Control interno

Se suministra un Control interno (EBVY RG/TM IC), con el que podr& analizar
tanto la purificacién del ADN como una posible inhibicién de la PCR (véase la
Fig. 1). En caso de utilizar el EZ1 DSP Virus Kit en la purificacién, el Control
interno debe ser afadido siguiendo las instrucciones del EZ1 DSP Virus Kit
Handbook. Usando el QlAamp UltraSens Virus Kit, el QIAampDNA Blood Mini
Kit, o el QlAamp DNA Mini Kit afada el Control interno enuna proporcién de
0,1 ul por 1 ul de volumen final de elucién durante lapurificacién. Por ejemplo,
usando el QlAamp UltraSens Virus Kit el ADN seeluye en 50 ul de tampén
AVE. Por lo tanto, se debe anadir 5 ul del Controlinterno. La cantidad de
Control interno afadida depende exclusivamente del volumen de elucién. El
Control interno y el carrier de ARN (véase

8.1 Purificacién del ADN) deben anadirse sélo

* ala mezcla del tampdn de lisis y muestra o

» directamente al tampén de lisis.

El Control interno no debe afadirse directamente a la muestra. En caso de
anadirlo al tampén de lisis, tenga en cuenta que la mezcla del Control interno
y tampén de lisis/carrier de ARN debe prepararse y usarse inmediatamente
(el almacenamiento de la mezcla a temperatura ambiente o refrigerada puede
llevar después de unas horas, al deterioro del Control interno y a una

reduccién de la eficiencia de la purificacién). No anada el Control interno y
|
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carrier de ARN directamente a la muestra.

El Control interno también puede utilizarse exclusivamente para el andlisisde
una posible inhibicién de la PCR (véase la Fig. 2). Para ello, afiada por

reacciéon 2 ul del Control interno directamente en 30 ul de EBV RG/TM

Master. Utilice para cada reaccién de la PCR 30 ul de la Master Mix’
preparada y afada a continuacién 20 ul de la muestra purificada. Si tiene que

preparar una PCR con mds muestras, aumente las cantidades necesarias de la
EBV RG/TM Master y del Control interno de acuerdo al nUmero de muestras

(véase 8.4 Preparacién de la PCR).

El aumento de volumen condicionado por la adicién del Control interno es irrelevante en
la preparacién de la reaccién de PCR. La sensibilidad del sistema de deteccién no se ve
perjudicada.
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8.3 Cuantificacidon

Los EstYndares de cuantificacién suministrados (EBY RG/TM QS 1 - 4) se
tratan como muestras ya purificadas y se afaden en el mismo volumen que

en el caso de las muestras (20 ul). Para elaborar una curva estédndar en el
ABI PRISM Sequence Detection System, afiada los cuatro EstYndares de

cuantificacién suministrados, definalos como estdndares indicando las

concentraciones correspondientes (véase 8.5 Programacién del
ABI PRISM SDS). El software de los ABI PRISM 7000, 7700 y 7900HT

SDS no permite importar curvas estdndar de experimentos anteriores.

Atencién: Los Estdndares de cuantificaciUn se definen como copias/ul. Para la
conversién de los valores determinados mediante la curva estdndar en

copias/ml de muestra inicial, debe utilizarse la siguiente férmula:

resultado (copias/ul) x volumen de elucién
(uh)

Resultado (copias/ml) =

volumen de la muestra (ml)

Tenga en cuenta que el volumen inicial de la muestra debe anadirse a la
férmula anterior. Esto debe considerarse cuando el volumen de la muestra ha
cambiado antes de realizarse la purificacién de los dcidos nucleicos (por
ejemplo, cuando se reduce tras la centrifugaciéon o cuando se aumenta para

conseguir el volumen requerido para la purificacién).

Importante: Para simplificar el andlisis cuantitativo de los sistemas artus en el
instrumento ABI PRISM 7000 SDS tiene a su disposicion una guia (Technical
Note for quantitaion on the ABI PRISM 7000 SDS) en

.giagen.com/Products/BylLabFocus/MDX.
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8.4 Preparacion de la PCR

Prepare el nimero necesario de tubos de reaccién o bien una placa de

reacciéon de 96-pocillos segin las reacciones que vaya a realizar. En la tabla

siguiente se indican los materiales recomendados:

Retaining Almohadilla
Articulo Denominacién Art. No. Fabricante Rack’ de
compresién
Placa de
reaccion 96-Well Optical 4306 737 Applied
6ptica de | Reaction Plate Biosystems no i
96-pocillos
Ladminas Optical Aoolied
adhesivas Adhesive 4311971 | PP - sf
L Biosystems
Opticas Covers
Recipientes ABI PRISM Aolied
de reaccién | Optical Tubes, | 4316567 | PP sf -
Spticos 8 Tubes/Strip Biosystems
Recipientes . ®
- MicroAmp Applied )
de reaccién | optical Tubes N8010933 Biosystems s -
Opticos
Tapas ABI PRISM .
Spticas Optical Caps, | 4323032 _App"ed - no
(planas) 8 Caps/Strip Biosystems

Atencién: los tubos de reaccién para mediciones 6épticas con tapas
convexas, sélo pueden utilizarse con el instrumento ABI PRISM 7700 SDS, lo
gue requiere una modificacién del tiempo de exposicidon (véase

8.5.2 Programacién del ABI PRISM 7700 SDS, 8.5.2.5 Ajustes adicionales
importantes).

Asegurese de que al preparar la reaccién de PCR, por cada ensayo de PCR,
se incluya al menos un EstYndar de cuantificaciUn asi como un control
negativo (Water, PCR grade). Para la elaboracién de una curva esténdar,
utilice para cada ensayo de PCR todos los EstYndares de cuantificaciUn
suministrados (EBY RG/TM QS 1 - 4). Antes de iniciar la prueba, todos los

reactivos deben descongelarse totalmente a temperatura ambiente,

Si se utiliza el retaining rack de dos piezas, es necesario abrir los tubos de reaccién
tanto al introducirlos como al extraerlos. Para evitar contaminacién durante ésta
operacién, utilice solamente la parte inferior del retaining rack
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mezclarse a conciencia (para ello pipetee la mezcla arriba y abajo varias
veces o agite brevemente con el vortex). A continuacién centrifugue

brevemente.

Si desea analizar tanto la purificacién del ADN como una posible inhibicién
de la PCR mediante el Control interno, éste debe ser afnadido durante la
purificaciéon (véase 8.2 Control interno). En ese caso, utilice el siguiente

esquema de pipeteo (véase también el cuadro esquemdtico de la Fig. 1):

. EBV RG/TM Master 30ul 360 ul

1. Preparacién
de lo Master Mi EBV RG/TM IC 0 ul Owul
e laMasierX | volumen total 30 ul 360 ul
., Master Mix 30 ul cada 30 ul

2. Preparacién
Muestra 20 ul cada 20 ul

de la PCR

= Volumen total 50 ul cada 50 ul

Si desea emplear el Control interno exclusivamente para analizar una
posible inhibicién de la PCR, debe ser afadido directamente a la EBY RG/TM
Master. En ese caso, utilice el siguiente esquema de pipeteo (véase

también el cuadro esquemdtico de la Fig. 2):

Ndmero de muestras 1 12
. EBV RG/TM Master 30 ul 360 ul
1. Preparacién
de la Master Mi EBV RG/TM IC 2 ul 24 ul
e 1aMasier®™ | volumeniotal 32.ul 384 ul
. Master Mix 30ul cada 30 ul’
2. Preparacién
Muestra 20 ul cada 20 ul
de la PCR
= Volumen total 50 ul cada 50 ul

El aumento de volumen condicionado por la adicién del Control interno es irrelevante en

la preparacion de la reaccién de la PCR. La sensibilidad del sistema de deteccién no se

ve perjudicada.
|

16 artus EBV TM PCRKit ~ 03/2015



Anada 30 ul de la Master Mix en cada tubo de reaccién o respectivamente en
cada pocillo de la placa de reaccion de 96-pocillos. A continuacién,
afnada 20 ul de la purificacién del ADN. Asegurese de que ambas soluciones
gueden bien mezcladas, para ello pipetee la mezcla varias veces arriba y
abajo. Cierre los tubos de reaccién con las tapas apropiadas o si utiliza una
placa de reaccién de 96-pocillos use una lédmina adhesiva éptica (Optical
Adhesive Covers). Para una correcta disposicion del volumen de reaccién en
el fondo de los tubos o en el fondo de los pocillos de las placas de reaccién,
centrifugue los mismos (en un rack para tubos de PCR) o bien centrifugue la
placa de reaccién de 96-pocillos, en una centrifuga con rotor para placas de
microtitulacién durante 30 segundos a 1.780 x g (4.000 rpm). Si no dispone
de una centrifuga de este tipo, aseguUrese de que al preparar las reacciones
de la PCR, pipetee tanto la Master Mix como el volumen de la muestra en el

fondo de los tubos o de los pocillos, en el caso de las placas. Almacene las

reacciones preparadas a +4°C hasta que el instrumento ABI PRISM SDS
esté programado (véase 8.5 Programacién ABI PRISM SDS) y, «a

continuacién, transfiéralas al aparato.

8.5.1.3 Atencién:

« Al utilizar tubos de reaccién épticos junto con las tapas Spticas
apropiadas, introduzca un rack (96-Well Tray/Retainer Set, Applied
Biosystems) en el instrumento (ABI PRISM 7000, 7700 y 7900HT SDS).

Al utilizar el rack de dos piezas, es necesario abrir los tubos de reaccién
tanto al introducirlos como al extraerlos. Para evitar que se produzca una
contaminacidén, utilice exclusivamente la parte inferior del rack.

* El uso de placas de reaccién épticas de 96-pocillos junto con l[dminas

adhesivas épticas requiere el uso de una almohadilla para apretarlas

(Optical Cover Compression Pads).
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Adicién del Control interno a la purificacién

Fig. 1: Esquema de trabajo para el andlisis de la purificacién y la
inhibicién de la PCR.

*

Con cada pipeteo, es imprescindible que compruebe que las
soluciones utilizadas estén completamente descongeladas,
bien mezcladas y que hayan sido centrifugadas brevemente.
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Adicién del Control interno a la artus Master

Fig. 2: Esquema de trabajo para el andlisis de la inhibicién de la
PCR.

Con cada pipeteo, es imprescindible que compruebe que las

soluciones utilizadas estén completamente descongeladas,

bien mezcladas y que hayan sido centrifugadas brevemente.
|
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8.5 Programacién del ABI PRISM SDS

Antes de iniciar la PCR, el software de los ABI PRISM 7000, 7700 y 7900HT
Sequence Detection Systems (SDS) requiere informacién adicional. Los
procedimientos para programar los aparatos difieren considerablemente los

unos de los otros, por lo que se tratardn en capitulos separados.

8.5.1 Programacion del ABI PRISM 7000 SDS

Para la deteccién del ADN del EBV cree un perfil en su ABI PRISM 7000
SDS segun los seis pasos de trabajo siguientes (8.5.1.1 - 8.5.1.6). Todas las
especificaciones hacen referencia a ABI PRISM 7000 SDS Software Version

1.0.1. Para mds informacién acerca de la programacién del ABI PRISM® 7000
SDS, remitase al manual de ABI PRISM 7000 SDS User Guide. Para una

mejor visualizacion de los ajustes, éstos aparecen resaltados en las

ilustraciones mediante un recuadro en negrita.

8.5.1.1 Ajustes al crear un nuevo ensayo de PCR

Seleccione en el ABI PRISM® 7000 SDS la opcién New del ment File e
introduzca los siguientes ajustes bdsicos para el nuevo documento (véase la
Fig. 3). El ensayo (protocolo) almacenamiento anteriormente (SDS Template

[*.sdt]) aparece en la lista Template o bien puede seleccionarlo mediante la

funcién Browse (véase 8.5.1.5 Almacenamiento de la reaccién de PCR).

Confirme sus datos (OK).

New Document

Assay ! |Absolute Quantitation

Container: |gg-well Clear

Template : IBIank Document

Browse ... |
2
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Fig. 3: Ajustes al crear un nuevo ensayo de PCR (New Document).

8.5.1.2 Creacién/seleccién de los fluorocromos

La opcién Tools del subment Detector Manager le permite asignar al ensayo
los fluorocromos correspondientes. Para detectar el ADN del EBV asi como el
Control interno con la ayuda del artus EBV TM PCR Kit, deben definirse los

Reporter/Quencher que aparecen en la siguiente tabla:

Deteccién Reporter Quencher
ADN del EBV FAM none
Control interno (EBY RG/TMIC) VIC none

Para crear los fluorocromos, seleccione la opcién File situada en la parte

inferior izquierda del Detector Manager y a continuacién, la opcién New.

T— ¢ s <

Name: laAusEBV— Name: Ianus EBVIC
Description: ]ar(us EBV TMPCR Kit Description; Iartus EBV TM PCR Kit 1
1— Reporter Dye: IFAM l] Peparter Dye: IV(C L]
Quencher Dye: |(none) Z| Quencher Dye; I(none) _v_]
Color: - Color: .
Notes: Notes:

2 | 2
Create Ancther 0 Cancel Create Another I OK Cancel I

Fig. 4: Creacién del fluorocromo Fig. 5: Creacién del fluorocromo
especifico del EBV (Detector especifico del Control interno
Manager). (Detector Manager).

Para detectar el ADN del EBV, defina la combinacién Reporter/Quencher,
FAM/none en la ventana que aparece ahora (como se indica en la Fig. 4).
Para detectar el Control interno seleccione la combinaciéon VIC/none (véase
la Fig. 5). Al confirmar los datos (OK), regresard al Detector Manager. Marque
los fluorocromos acabados de crear y transfiera cada seleccién al Well
Inspector haciendo click sobre la opcién Add to Plate Document (véase la

Fig. 6). Cierre la ventana (Done).
|
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Detector Manager 1 ] i‘

— Detector List
Fing: j .j
Detector Name| Description | Reporter | Quencher |Color| Notes N 1
artus EBY artus EBY TM PCR Kit FAM (none)
artus EBY IC  artus EBY TM PCR Kit VIC (none) v
—
File ~« | I Add To Plate Document I 2

e T3

Fig. 6: Seleccion de los fluorocromos (Detector Manager).

8.5.1.3 Asignacién de la informacién necesaria de los pocillos
dentro de la placa

Abra la opcién Well Inspector del ment View para recuperar los fluorocromos

seleccionados anteriormente en 8.5.1.2 (véase la Fig. 7).

well Inspector i x|
Well(s):
Sample Name: IOS1
Detector Reporter Quencher
Vv |artus EBY FAM {none)
v
Standard - 1
4 | L
I~ Omitell -
assive
sdd Detec:tar.| Remove | ROX v --2

Fig. 7: Asignacién de la informacién necesaria de los pocillos dentro de la placa (Well
Inspector).

Margue las posiciones ocupadas en la placa para detectar el ADN del EBV.
Asigne los fluorocromos seleccionados a estas posiciones haciendo click
sobre la opcién Use de ambos fluorocromos, aparecerd entonces una flechita.
Para poner nombre a cada una de las reacciones preparadas, seleccione la
posicién correspondiente en la placa e introduzca el nombre bajo Sample
Name. Tenga en cuenta que el software identifica las reacciones ejecutadas

con el mismo nombre (Sample Name) y la misma asignacién de fluorocromo
|
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como réplicas y las promedia segin la carga patégena cuantificada.
Seleccione para cada tipo de muestra la funcién correspondiente (Task) de

acuerdo con la siguiente tabla:

Tipo de Funcién ConcentroFién Reporier Quencher
muestra Task Quanti

Muestra Unknown - FAM none
Control negativo NTC - FAM none
Estdndar Standard | véase 1. Contenido FAM none

Para la elaboracién de una curva estdndar, utilice para cada reaccién de PCR
todos los EstYndares de cuantificaciUn suministrados (EBY RG/TM QS 1 - 4) e
introduzca las concentraciones correspondientes (véase 1. Contenido) para
cada uno de los estdndares (Quantity). Tenga en cuenta que para
ejecutar una PCR con el artus EBV TM PCR Kit debe introducir ROX como
referencia pasiva (Passive Reference). La distribucién uniforme del
fluorocromo ROX en todas las preparaciones de la PCR de un lote mezclando
la EBV RG/TM Master, garantiza el reconocimiento y el cdlculo de las
variaciones tfube to tube (diferencias de fluorescencia entre las diferentes
reacciones de PCR) mediante el Sequence Detection  Software

(normalizacién).

8.5.1.4 Creacién del perfil de temperatura

Para introducir el perfil de temperatura, cambie el nivel Setup del software por
el nivel Instrument. Introduzca el perfil de temperatura vélido para la detecciéon
del ADN de EBV de acuerdo con la Fig. 8. Para eliminar el ciclo de
temperatura de 50°C almacenado en los ajustes, sefndlelo pulsando
simultdneamente la tecla izquierda del ratén y la tecla Shift y, a continuacion,
bérrelo pulsando la tecla Backspace. Asegurese de seleccionar el volumen de
reacciéon a 50 ul. La opcién 2600 Emulation debe estar activada; y los ajustes

del Auto Increment deben permanecer inalterados (Auto Increment: 0.0°C,

0.0 Seconds).
|
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Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile I Auto Increment |

Stage 1 Stage 2
o
B5.0 135.0 |
10:00 P15 | 1

| Add Hold | Add Step | Sample Volume [5g [uL]I__2

e

[ Dissociation Protocol E

[/_3500 Emulation| 3

Fig. 8: Creacién del perfil de temperatura.

8.5.1.5 Almacenamiento de la reaccion de PCR

Llegados a este punto, puede grabar los ajustes introducidos (Setup) como
moldes (template) de PCR y asi poder utilizarlos posteriormente, ya sea
modificados o sin modificar. Al grabar los ajustes como documento SDS
Template (*.sdt) en el Template Directory (disco local [C:]\Program Files\
ABI PRISM 7000\Templates, suministrado por Applied Biosystem), este fichero
puede seleccionarse de la lengUeta de opciones de Template directamente en
la ventana New Document. Copias salvadas en otros ficheros deben abrirse
con Browse. Antes de iniciar la reaccién de PCR, recuerde grabarla de
nuevo como SDS Document (*.sds). De este modo, se asegura el
almacenamiento de los datos que serdn recogidos durante el transcurso

de la reaccién de PCR.

8.5.1.6 Inicio de la reacciéon de PCR

Para iniciar la PCR, seleccione la opcién Start del mend Instrument o el botén
Start del nivel Instrument.
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8.5.2 Programacién del ABI PRISM 7700 SDS

Para detectar el ADN del EBV, cree un perfil en su ABI PRISM 7700 SDS
segun los siete pasos de trabajo siguientes (8.5.2.1 - 8.5.2.7). Todas las
especificaciones hacen referencia a ABI PRISM 7700 SDS Software Version

1.9.1. Para mdés informacién acerca de la programacién del sistema

ABI PRISM 7700 SDS, remitase al manual ABI PRISM 7700 SDS User’s Manual.
Para una mejor visualizaciéon de los ajustes, éstos aparecen resaltados en las

ilustraciones mediante un recuadro en negrita.

8.5.2.1 Ajustes al crear un nuevo ensayo de PCR

Seleccione la opcién New Plate del meny File del sistema ABI PRISM 7700
SDS e introduzca los siguientes ajustes bdsicos para el nuevo ensayo (véase la

Fig. 9). Confirme sus datos (OK).

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

Plate Format: | Standard Plate | 4 |

Run: [ Real Time =]

T| o o

Fig. 9: Ajustes al crear un nuevo ensayo de PCR (New Plate).

8.5.2.2 Seleccién de los fluorocromos y asignaciéon del tipo de
muestra

El Sample Type Setup (nivel Setup: Sample Type/Sample Type Setup) permite
asignar los fluorocromos correspondientes, asi como el tipo de muestra
correspondiente al ensayo. Para detectar el ADN del EBV y el Control
interno con el artus EBV TM PCR Kit, deben definirse los Reporter/Quencher

gue aparecen en la siguiente tabla:
|
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Deteccién Reporter Quencher
ADN del EBV FAM none
Control interno (EBV RG/TMIC) VIC none

Para analizar el ADN de EBV con la ayuda del arfus EBV TM PCR Kit,
seleccione el fluorocromo Reporter FAM andlogo a la tabla. Esto es vdlido
tanto para los estdndares (STND), las muestras (UNKN) asi como para los
controles negativos (UNKN). Para analizar el Control interno (IPC+), defina
VIC como Reporter. Introduzca none como Quencher. La asignaciéon de los
fluorocromos y del tipo de muestra en la ventana Sample Type Setup aparece

representada en la Fig. 10.

Sample Type Setup

Acronym HName Color Reporter
|IPC+ | llnternaIPositive “ I[Vic i]

o | [andas = 1
o ] [ =
|

INo Template Control “ | [FAM Z]

Reference vl

(e —2
,_,
I Remove I lng] . 3

il

Fig. 10: Seleccién de los fluorocromos y asignacién  del tipo de muestra
(Sample Type Setup).

La asignacién del tipo de muestra a una funcién correspondiente (Acronym)

se lleva a cabo segin la tabla siguiente:

Tipo de Funcién Concentracién

muestra (Acronym) (Quantity) Reporter QUEnchEr
Muestra UNKN - FAM none
Control negativo UNKN - FAM none
Estdndar STND véase 1. Contenido FAM none
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8.5.2.3 Asignacién de la informacién necesaria de los pocillos
dentro de la placa

Para asignar los fluorocromos y el tipo de muestra a cada uno de los pocillos
en la placa, seleccione los campos correspondientes. Abra en el nivel Setup
la ventana de didlogo Dye Layer y asigne el Reporter correspondiente. Al
activar la lengiUeta de opciones del ment Sample Type; en la lista que
aparece, encontrard de nuevo el tipo de muestra asignado al Reporter en el
Sample Type Setup (véase la Fig. 11). Seleccione el tipo de muestra
correspondiente (véase tabla en 8.5.2.2) y asigne su posicion dentro de la
placa con ayuda de los menlUs Dye Layer y Sample Type. En el campo
Sample Name, puede asignarse un nombre a cada muestra. En los campos
definidos como Replicate (introduzca el nombre del patrén de referencia en la
columna Replicate) el software los promedia segin la carga patégena

cuantificaday calcula la desviacién estandar.

tamplo Type: | STND - Standard $ Il

ample Name : ]031

ample Type: [® STND - Standard
t | UNKN - Unknown
1 =— ample Name: | )iy - No Template Control
Replicate: | Sample Type Setup...

Not In Use

Replicate: | 1
Quantity: | De+04

Show Analysis I Dye Layer: | FAM 3
el 2

4

2 | Show Analysis f| Dye Layer: | FAM
—
2 3 4 5

Fig. 11/12: Asignacién de la informacién necesaria de los pocillos dentro de la placa.

Para la elaboracién de una curva estdndar, utilice para cada PCR todos los
EstYndares de cuantificaciUn suministrados (EBY RG/TM QS 1 - 4) e
introduzca las concentraciones correspondientes (véase 1. Contenido) para
cada uno de los estdndares (Quantity, véase la Fig. 12). No obstante, esto
sélo es posible cuando las posiciones ocupadas con estdndares han sido

definidas previamente como tales con la ayuda del mend Sample Type.

artus EBV TM PCR Kit 03/2015 27



8.5.2.4 Creacion del perfil de temperatura

Para introducir el perfil de temperatura, sitGese en el mend Thermal Cycler
Conditions del nivel Setup. Introduzca el perfil de temperatura vdlido para la
deteccion del ADN del EBV de acuerdo con la Fig. 13. Asegurese de
seleccionar el volumen de reaccién a 50 pul. Los ajustes de los tiempos Ramp y
del Auto Increment no se modifican (Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0.0°C,

0.0 Seconds).

Thermal Cycler Conditions

Stagel Stage2
Repeat

[«[»]
A Lty Auto Increment | Sample Yolume I ' Show Data Collection I
sl oclee [ 50 w [ 2

e Ramp time . | | 5 Seconds

EAES

Co -3

st

Fig. 13: Creacién del perfil de temperatura.

Ademads, en el ment Thermal Cycler Conditions se encuentra la opcién Show
Data Collection. Al seleccionar esta opcién, llegard a la ventana representada
en la Fig. 14. Cada temperatura Ramp y Plateau consta de un simbolo de
recogida de datos (Data Collection Icon), que permite una mejor visualizacién
de los datos recogidos hasta ese momento. Elimine haciendo click con el
ratén todos los simbolos a excepcién del simbolo del paso Annealing-
Extension (Stage2/Step2) y asi evitar mediciones de fluorescencia
innecesarias. De esta manera se reduce al minimo la duracién de las

medicionesy la cantidad de datos generados.
|
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Thermal Cycler Conditions
Stagel Stage2
Repeat
<[]
A AR Auto Increment  Sample Yolume Show Time And Temp I
] e | o2 ec | s0 w
At RS TR I {5 Seconds

R, 2

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

8.5.2.5 Ajustes adicionales importantes

Para ajustar el tiempo de exposicidn (excitacion de los fluorocromos) vy
seleccionar los ficheros Pure Spectra/Background, abandone el nivel Setup y
cambie al nivel Analysis. Seleccione en el mend Instrument, bajo la opcién
Diagnostics la subnota Advanced Options que aparece activada. Seleccione
los ajustes segin la Fig. 15. Mediante la desactivacién de la funcién Spectra
Components (Analysis), los archivos de calibracién almacenados hasta el
momento en el archivo Spectra Components durante la generacién de los
datos son automdticamente utilizados al efectuar una nueva evaluacién de las
reacciones recién analizadas. Para analizar reacciones anteriores utilizando
nuevos Spectra Components leidos, active por favor estos dos campos.
Tenga en cuenta que para ejecutar una reaccién de PCR con el artus EBV TM
PCR Kit debe introducir ROX como referencia pasiva (Reference). La

distribucién uniforme del fluorocromo ROX en todas las preparaciones de
|
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PCR de wun lote mezclando el EBY RG/TM Master, garantiza el
reconocimiento y el cdlculo de las variaciones tube to tuve (diferencias de
fluorescencia entre diferentes reacciones de PCR) mediante el Sequence

Detection Software (normalizacién).

Atencién: Al utilizar placas de reaccion de 96 pocillos para mediciones
Opticas en combinacién con ldminas adhesivas épticas (Optical Adhesive
Covers) o tubos de reaccién Oopticos con tapas planas, el tiempo de
exposicion (Exposure Time) es de diez milisegundos. Si utiliza tubos de
reaccién épticos con tapas convexas, aumente el tiempo de exposicion a 25

milisegundos.

Advanced Options

—Yiewer

Iz isplay mse in Multicomponent Yiew

IZ isplay best fit in Raw Spectra View

—Analysis: Spectra Components

L__I se background in "Spectra Components” folder

se pure spectra in "Spectra Components" folder

——Miscellaneous

Mfeet 7700 Exposure Time for Plates :| 4

se Spectral Compensation for Real Time

se Spectral Compensation for Endpoint
eference I ROX v 5

[ cancel | Imj 6

Fig. 15: Ajustes adicionales importantes (Advanced Options).
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8.5.2.6 Almacenamiento de la reaccion de PCR

Llegados a este punto, puede guardar los ajustes introducidos (Setup) como
molde (template) de PCR y asi poder utilizarlos posteriormente, ya sea
modificados o sin modificar. Para ello, grabe estos ficheros en el Stationary
File Format. Antes de iniciar una nueva reaccién de PCR programada,
asegurese de volver a grabarla como Normal File Format. De este modo, se
asegura el almacenamiento de los datos que serdn recogidos durante el

transcurso de la reaccién de PCR.

8.5.2.7 Inicio de la reacciéon de PCR

Para iniciar la reacciéon de PCR, seleccione la opciéon Run del meny

Instrument o el botén Run del nivel Analysis.

8.5.3 Programaciéon del ABI PRISM 7900HT SDS

Para detectar el ADN del EBV, cree un perfil en su ABI PRISM 7900HT SDS
segun los seis pasos de trabajo siguientes (8.5.3.1 — 8.5.3.6). Todas las
especificaciones hacen referencia a ABI PRISM 7900HT SDS Software Version
2.1. Para mds informacién sobre la programacién del sistema ABI PRISM
7900HT SDS, remitase al manual ABI PRISM 7900HT SDS User Guide. Para
una mejor visualizacién de los ajustes, éstos aparecen resaltados en las

ilustraciones mediante un recuadro en negrita.

8.5.3.1 Ajustes al crear un nuevo ensayo de PCR

Seleccione la opcién New del meni File en el ABI PRISM 7900HT SDS e
intfroduzca los siguientes ajustes bdsicos para el nuevo documento (véase la
Fig. 16). El ensayo grabado anteriormente (ABI PRISM SDS Template

Document [*.sdt]) aparece en la lista Template o bien puede seleccionarlo
mediante la funcién Browse (véase 8.5.3.5 Almacenamiento de la reaccién de

PCR). Confirme sus datos (OK).
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Atencién: El artus EBV TM PCR Kit no puede utilizarse con el formato de
placa de 384-pocillos del ABI PRISM 7900HT SDS.

New Document ]

Assay: lAbsolute Quantification (Standard Curve)

=
Cortainer: |96 Wells Clear Plate =1
=

Template: IBIankTempIate

Browse... |

Barcode: I

l' Cancel I

Fig. 16: Preajustes al crear un nuevo ensayo de PCR (New Document).
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8.5.3.2 Creacidn/seleccidén de los fluorocromos

Con la ayuda del subment Detector Manager del menU Tools (alternativa:

funcién de seleccién nivel Setup/funcién Add Detector) asigne al ensayo los

fluorocromos correspondientes. Para detectar el ADN del EBV y el Control

interno con el artus EBY TM PCR Kit, deben definirse los Reporter/Quencher

qgue aparecen en la tabla siguiente:

Deteccién Reporter Quencher
ADN del EBV FAM Non Fluorescent
Control interno (EBY RG/TMIC) VIC Non Fluorescent

Para crear estos fluorocromos, seleccione en la parte inferior izquierda del

Detector Manager, la opcién New.

Add Detector [ ¥}

Narre: | artus EBV

Descrigtion: | artus EBY TM PCR Kit

1 Reporter: lFAM 'l
Quencher: INon Fluorescent v]

Not%:|

2
ﬂ]@

Fig. 17: Creacién del fluorocromo

especifico del EBV (Detector
Manager).

artus EBV TM PCR Kit 03/2015

Add Detector [ X]
—_—————————
Name: Iartus EBVIC

Descrigtion: | artus EBV Tht PCR Kit

Reporter: lVIC 'I
Quencher: ]Nnn Fluorescent VI
Color: l

Notes:

=<1k

Fig. 18: Creacién del fluorocromo

especifico del Control interno
(Detector Manager).
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Para detectar el ADN del EBV, defina la combinacién Reporter/Quencher
FAM/Non Fluorescent en la ventana que aparece ahora (como se indica en la
Fig. 17). Para detectar el Control interno seleccione la combinacién VIC/Non
Fluorescent (véase la Fig. 18). Al confirmar los datos (OK), regrese al Detector
Manager. Marque los fluorocromos recientemente seleccionados y transfiera
cada seleccién al nivel Setup haciendo click sobre la opcién Copy to Plate

Document (véase la Fig. 19). Cierre la ventana (Done).

Find: | 2| =]

Narne I Reporter I Quencher I Colorl Modlification Date
rus EBY Fam Non Fluorescent [ - 1
rtus EBY IC WIC Non Fluorescent |
New... | Open | Save As... | Import... I Export... | Copy To Plate Document [ 2

Fig. 19: Seleccién de los fluorocromos (Detector Manager).

8.5.3.3 Asignacién de la informacion necesaria de los pocillos
dentro de la placa

Tras cerrar el Detector Manager (Done), podré visualizar en el nivel Setup
(Well Inspector) una tabla en la que aparecen listados los fluorocromos

previamente seleccionados en 8.5.3.2 (véase la Fig. 20).

Setup | Instrument |
Well(s): A1 ll
Sample Name: I@E:‘I

Use Detector Reporter Task I Quantity Color I
[ artus EBY FAM Standard 3 | 1E4
X artus EBY IC VIC Unknown 0

I
—

NTC

Add Detector... I Ciear Copytoatager

Passive Reference: |ROX ¥ 2

[ Omit Well(s)

Fig. 20: Asignacién de la informacién necesaria de los pocillos dentro de la placa.
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Marque las posiciones ocupadas en la placa para detectar el ADN del EBV.
Asigne los fluorocromos seleccionados a estas posiciones haciendo click
sobre la opcién Use de ambos fluorocromos, aparecerd entonces una cruz.
Para poner nombre a cada una de las reacciones preparadas, seleccione la
posicion correspondiente en la placa e introduzca el nombre en Sample
Name. Tenga en cuenta que el software identifica las reacciones con el
mismo nombre (Sample Name) y la misma asignacién de fluorocromo como
réplicas y las promedia segin la carga patégena cuantificada. Seleccione la

funcién correspondiente (Task) para cada tipo de muestra segin la tabla

siguiente:
Tipo de Funcién Concenfrc.ci()n Reporter Quencher
muestra Task Quanti
Muestra Unknown - FAM Non Fluorescent
Control negativo NTC - FAM Non Fluorescent
Estandar Standard | véase 1. Contenido FAM Non Fluorescent

Para la elaboracién de una curva estdndar, utilice para cada reaccién de PCR
todos los EstYndares de cuantificaciUn suministrados (EBY RG/TM QS 1 - 4) e
introduzca las concentraciones correspondientes (véase 1. Contenido) para
cada uno de los estdndares (Quantity). Tenga en cuenta que para
ejecutar una reaccién de PCR con el artus EBY TM PCR Kit debe introducir
ROX como referencia pasiva (Passive Reference). La distribucién uniforme del
fluorocromo ROX en todas las reacciones de la PCR de un lote en la EBV
RG/TM Master, garantiza el reconocimiento y el célculo de las variaciones
tube to tube (diferencias de fluorescencia entre diferentes reacciones de PCR)

mediante el Sequence Detection Software (normalizacién).

8.5.3.4 Creacion del perfil de temperatura

Para introducir el perfil de temperatura, cambie el nivel Setup del software por
|
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el nivel Instrument. Introduzca el perfil de temperatura vdlido para detectar el
ADN del EBV de acuerdo con la Fig. 21. Asegirese de seleccionar el
volumen de reaccién a 50 ul. La opcién 2600 Emulation debe estar activada;
el tiempo Ramp y el Auto Increment no se modifican (Ramp Time: 0:00,

Auto Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).

Setup Instrument |

~Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile I Auto Increment I Ramp Rate | Data Collection |
Stage 1 Stage 2

Repeats [45

IQS‘D |95.D

Add Cycle Add Hold adastep | Deletestep | sl A I, | 2
| 5

Add Dissociation Stage
V9600 Emulation e 3

Fig. 21: Creacién del perfil de temperatura.

Ademds, en el nivel Instrument se halla la opcién Data Collection. Al
seleccionar esta opcién, llegard a la ventana representada en la Fig. 22. Cada
temperatura Ramp y Plateau consta de un simbolo de recogida de datos
(Data Collection Icon), que permite una mejor visualizacién de los datos
recogidos hasta ese momento. Elimine haciendo click con el ratén todos los
simbolos con excepcion del simbolo del paso Annealing-Extension
(Stage2/Step?2) y asi evitar mediciones de fluorescencia innecesarias. De esta
manera se reduce al minimo la duracién de las mediciones y la cantidad de

datos generados.
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Fig. 22: Recogida de datos (Data Collection).

8.5.3.5 Almacenamiento de la reaccién de PCR

Llegados a este punto, puede guardar los ajustes introducidos (Setup) como
molde (template) de PCR y asi poder utilizarlos posteriormente, ya sea
modificados o sin modificar. Al grabar los ajustes como documento ABI

PRISMSDS Template Document (*.sdt) en el Template Directory

([D:1\Program Files\ Applied Biosystems\SDS 2.1\Templates, suministrado por
Applied Biosystem), este fichero puede seleccionarse de la lista Template
directamente en la ventana New Document. Los datos grabados en otras

carpetas deben abrirse con Browse. Antes de iniciar la reaccién de PCR,
recuerde grabarla de nuevo como documento ABI PRISM SDS Document

(*.sds). De este modo, se asegura el almacenamiento de los datos que serdn

recogidos durante el transcurso de la reaccién de PCR.

8.5.3.6 Inicio de la reaccién de PCR

Para iniciar reaccion de PCR, seleccione la opcién Start del mend Instrument.
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9. Andlisis

Al poner en funcionamiento el aparato, es imprescindible realizar una
calibracién vdlida de los fluorocromos (Pure Spectra Component File) y del
fondo (Background Component File). Estos archivos de calibracién son
indispensables para que el software realice un célculo exacto de los

resultados del siguiente modo:

Todas las senales de interferencia condicionadas por el aparato que influyen

en la medicién, son eliminadas por el Sequence Detection Software de los
ABI PRISM Sequence Detection Systems con ayuda de los archivos

Background ComponentFiles.

Ademads, en los andlisis con diferentes fluorocromos se producen

interferencias entre los espectros de emisién de cada uno de los
fluorocromos. El software de los ABI PRISM SDS compensa estas
interferencias mediante el célculo de los datos espectrales de cada uno de los

fluorocromos almacenados en el archivo Pure Spectra Component File. La

asignacién de los datos de fluorescencia, recogidos durante todo el espectro
de medicién, en el transcurso de la reaccién de PCR a los fluorocromos
seleccionados, la realiza el software con ayuda de los Pure Spectra
Components. Los datos de fluorescencia de cada fluorocromo son a
continuacién divididos entre la sefal de la referencia pasiva (ROX), para
calcular las variaciones tube to tube (diferencias en la fluorescencia entre las
diferentes muestras de PCR). Las sefiales normalizadas de este modo, pueden

ser analizadas con la ayuda del Amplification Plot.

Los ficheros de calibracién utilizados para el andlisis de una reaccién de PCR
son grabados automdticamente durante el almacenamiento del transcurso de

la reaccién. Si no se instala ningtn fichero de calibracién, cree estos

ficheros tal y como se indica en las instrucciones del manual ABI PRISM

SDS User Guide/Manual.

38 artus EBV TM PCRKit ~ 03/2015



Si debe integrar més de un sistema artus TM PCR al mismo tiempo (tenga en
cuenta el perfil de temperatura), analice los ensayos, por separado. El
ABI PRISM 7000 y 7900HT SDS Software identifica las muestras con el
mismo nombre (Sample Name) y la misma asignacién de fluorocromo como

réplicas y las promedia segUn la carga patégena cuantificada.

Pueden obtenerse los siguientes resultados:

1. Se detecta una senal fluorescente FAM.

El resultado del andlisis es positivo: La muestra contiene ADN del EBV.

En este caso, la deteccion de la sefal fluorescente VIC (Control interno) es
irrelevante, ya que elevadas concentraciones del ADN del EBV (sefal fluorescente
positiva FAM) pueden conducir a la reduccién o ausencia de la sefal fluorescente

del Control interno. Esto se debe a fenémenos de competencia.
2. No se detecta ninguna sefal fluorescente FAM; tan sélo se detecta una

senal fluorescente VIC (sefal del Control interno).

En la muestra no se detecta ADN del EBV, por lo que puede considerars negativa.

En el caso de una PCR negativa del EBV, la sefial del Control interno

detectada excluye la posibilidad de una inhibicién de la PCR.
3. No se ha detectado ni sefal fluorescente FAM ni sefal fluorescente VIC.

No es posible realizar el diagnéstico.
Encontrard més informacién relativa a las causas y soluciones de los problemas en

10. Solucién de problemas.

Puede hallar ejemplos de reacciones de PCR negativas y positivas en las
ilustraciones 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: Deteccién de los EstYndares de cuantificaciUn (EBV RG/TM
QS 1 - 4) mediante la deteccién de una sefal fluorescente
FAM (ABI PRISM 7000 SDS). NTC: non-template control

(control negativo).
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Fig. 24: Deteccién del Control interno (IC) mediante la deteccién de
una senal fluorescente VIC (ABI PRISM 7000 SDS) con
amplificacién simultdnea de los EstYndares de cuantificaciUn
(EBV RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template control (control

negativo).
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Fig. 25: Deteccién de los EstYndares de cuantificacién (EBV RG/TM

QS 1 - 4) mediante la deteccién de una sefal fluorescente
FAM (ABI PRISM 7700 SDS). NTC: non-template control
(control negativo).

Fig. 26: Deteccién del Control interno (IC) mediante la deteccién de
una senal fluorescente VIC (ABI PRISM 7700 SDS) con
amplificacién simulténea de los Estdndares de cuantificacién

(EBVRG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template control (control
negativo).
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Fig. 27: Deteccién de los Estdndares de cuantificacién (EBV RG/TM
QS 1 - 4) mediante la deteccién de una sefal fluorescente
FAM (ABI PRISM 7900HT SDS). NTC: non-template control

(control negativo).
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Fig. 28: Deteccién del Control interno (IC) mediante la deteccién de
una senal fluorescente VIC (ABI PRISM 7900HT SDS) con

amplificacién simulténea de los Estdndares de cuantificacién
(EBV RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template control (control
negativo).
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10. Solucién de problemas

Ausencia de senal fluorescente FAM en los controles positivos
(EBV RG/TM QS 1 - 4):

» La seleccién de los canales fluorimétricos para el andlisis de la PCR no
se corresponde con el protocolo.
€ Seleccione el canal fluorimétrico FAM para el andlisis de la PCR del

EBVy el canal fluorimétrico VIC para la PCR del Control interno.

* La configuracién bajo la opcién Options de los datos obtenidos para el
andlisis (Extension Phase Data Extraction) no coincide completamente
con la configuracién del Data Collection (véase ABI PRISM 7700 SDS,
8.5.2.4 Creacién del perfil de temperatura y para el ABI PRISM
7900HT SDS, 8.5.3.4 Creacién del perfil de temperatura).
© Anadlice la reaccion de PCR con los ajustes realizados y repita el

andlisis (Analysis).

* Lo programacion del perfil de temperatura en los ABI PRISM Sequence
Detection System no se llevé a cabo correctamente.
€ Compruebe el perfil de temperatura de acuerdo a las instrucciones

del protocolo (véase 8.5 Programacién del ABI PRISM SDS).

* La preparacién de la PCR no se llevé a cabo correctamente.
€ Compruebe el esquema de trabajo de acuerdo a las instrucciones del

protocolo (véase 8.4 Preparacién de la PCR) y repita de nuevo la
PCR si es necesario.

* No se tuvieron en cuenta las condiciones de almacenamiento de uno o
mds componentes del kit detalladas en 2. Almacenamiento o el
artus EBV TM PCR Kit ha caducado.
€ Por favor compruebe las condiciones de almacenamiento asi como la

fecha de caducidad de los componentes (compruebe la etiqueta del

kit) y use un nuevo kit si es necesario.

Senal débil o ausente del Control interno (senal fluorescente
VIC) con ausencia simultdnea de una senal fluorescente
FAM de la PCR especifica del EBV:

* Las condiciones de la PCR no se ajustan al protocolo.
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€ Compruebe las condiciones de la PCR (véase arriba) y repita la PCR si
es necesario después de haber corregido los pardmetros.
* La PCR experimenté una inhibicién.
€ AseguUrese de que estd utilizando uno de los métodos de purificacién
recomendados (véase 8.1 Purificacién del ADN) y siga exactamente las
instrucciones del fabricante.
€ Asegurese de que durante la purificaciéon del ADN se ha realizado el
paso adicional de centrifugacién para eliminar los restos de etanol
antes de realizar la elucién (véase 8.1 Purificacién del ADN).
» Se producen pérdidas de ADN durante la purificacién.
© Si el Control interno se ha afadido durante la purificacién, la falta de
sefal del Control interno puede indicar que se producen pérdidas de
ADN durante la purificacién. Asegurese de que estd utilizando uno de
los métodos de purificacién recomendados (véase 8.1 Purificacién
del ADN) y siga exactamente las instrucciones del fabricante.
* No se tuvieron en cuenta las condiciones de almacenamiento de uno o
mds componentes del kit detalladas en 2. Almacenamiento o el
artus EBV TM PCR Kit ha caducado.
€ Por favor compruebe las condiciones de almacenamiento asi como la
fecha de caducidad (compruebe la etiqueta del kit) de los

componentes y use un nuevo kit si es necesario.

Una senal fluorescente FAM de la PCR analitica en los controles

negativos:
» Se produjo una contaminacién durante la preparacion de la PCR.

€© Repita de nuevo la PCR con componentes nuevos y realice réplicas.
© Cierre los pocillos/ tubos lo antes posible después de haber pipeteado
las muestras a analizar.
© Pipetee los controles positivos en Gltimo lugar.
€ Aseglrese de que tanto la zona como el material de trabajo se
descontaminan regularmente.
» Se produjo una contaminacién durante la purificacién.

€ Repita de nuevo la purificaciéon y la PCR de las muestras a analizar
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con componentes nuevos.
© Asegurese de que tanto la zona como el material de trabajo se

descontaminan regularmente.

Para cualquier duda o consulta, péngase por favor en contacto con nuestro

servicio técnico.

11. Especificaciones

11.1 Sensibilidad analitica

Para determinar la sensibilidad analitica del artus EBV TM PCR Kit se
prepararon diluciones seriadas de un estdndar de 50 a nominal 0,01 copias
equivalentes /ul del EBV. A continuacién, se analizé mediante ABI PRISM

7000, 7700 y 7900HT Sequence Detection Systems con la ayuda de artus EBV
TM PCR Kit. Los ensayos para cada aparato se realizaron por octuplicado en
tres dias diferentes. Los resultados se determinaron mediante

un andlisis Probit cuyo andlisis gréfico (ABI PRISM 7000 SDS) se muestra

en la Fig. 29.

Limite de deteccién (p =0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 5,3 copias/ul
ABI PRISM 7700 SDS 1,4 copias/ul
ABI PRISM 7900HT SDS 0,7 copias/ul

Esto significa que hay un 95 % de posibilidades de detecten 5,3 copias/ul(ABI
PRISM 7000 SDS), 1,4 copias/ul (ABI PRISM 7700 SDS) y
0,7 copias/ul (ABI PRISM 7900HT SDS).

El estdndar que se utiliza en este caso es un producto de PCR clonado, cuya
concentracién se ha determinado por absorcién y espectroscopia de fluorescencia.
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Analisis Probit: Virus de Epstein-Barr (ABlI PRISM 7000 SDS)
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Fig. 29: Sensibilidad analitica del artus EBV TM PCR Kit (ABI PRISM
7000 SDS).

11.2 Especificidad

La esmerada seleccién de los cebadores y sondas junto con las mds rigurosas
condiciones de reaccién garantizan la especificidad del artus EBV TM PCR Kit.
Los cebadores y sondas se controlaron mediante un andlisis de comparacién
de secuencias, en cuanto a posibles homologias con otras secuencias
publicadas en diferentes bancos de datos. La detectabilidad de todos los

genotipos relevantes estd garantizada.

La especificidad fue evaluada con seis muestras de suero diferentes
negativas para EBV. Estas no generaron ninguna sefnal con los cebadores ni

con las sondas especificas de EBV incluidos en la EBV RG/TM Master.

Para determinar la ausencia de reactividad cruzada del artus EBV TM PCR
Kit con otras especies intimamente relacionadas, se llevd a cabo un
andlisis de un grupo control, como se muestra en la Tabla 1. Ninguno de los

agentes patégenos sometidos a la prueba resulté reactivo.
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Tabla 1: Andlisis de la reactividad cruzada del kit con diferentes patégenos.

EBV Control interno
Grupo de control FAM IC
Herpesvirus humano tipo 1
(Virus Herpes simplex tipo 1) +
Herpesvirus humano tipo 2
(Virus Herpes simplex tipo 2) *
Herpesvirus humano tipo 3
(Virus varicela-zoster) -
Herpesvirus humano tipo 5
(Cytomegalovirus) "
Virus de leucemia de células T humano
tipo 1 *
Virus de leucemia de células T humano
tipo 2 *

11.3 Reproducibilidad

Los datos de la reproducibilidad sirven para una valorizacién regular del
rendimiento del artus EBV TM PCR Kit, asi como para su comparacién con
otros productos. Estos datos se obtienen mediante la participacion en

ensayosdeintercomparacién.

11.4 Evaluacién diagnéstica

El artus EBVY TM PCR Kit sigue siendo evaluado en diversos estudios.

12. Limitaciones en la utilizacién del producto

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

* El producto sélo debe ser utilizado por personal cualificado y con la
formacién necesaria para realizar diagnésticos in vitro.

» Es imprescindible cumplir con el protocolo para conseguir resultados
de la PCR éptimos.

» Preste atencién a las fechas de caducidad que aparecen en la caja y

en las etiquetas de cada uno de los componentes. No utilice

reactivos caducados.

|
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13. Advertencias y precauciones

Informacién de seguridad respecto al artus EBV TM PCR Kit puede
encontrarla en la hoja de seguridad (safety data sheets, SDS). Puede
descargar dicha hoja en cdmodo formato PDF bajo la direccién

www.giagen.com/safely.

14. Control de calidad

En conformidad con la certificacién ISO 9001 e ISO 13485 del sistema de
gestién de la calidad de QIAGEN, cada lote del artus EBY TM PCR Kit fue
testado respecto a especificaciones establecidas para garantizar la calidad

constante del producto.
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16. Explicaciéon de los simbolos
Fecha de caducidad

NUmero de lote

Fabricante

NUmero de catdlogo
NUmero del manual de uso

Manual de uso
Dispositivo medico de diagnostic in vitro
GTIN NUmero mundial de articulo comercial

Contiene suficiente para <N> tests

Limite de temperatura

S <4gEDE [JR[E

S Esténdar de cuantificacién

iIC Control interno

o
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artus EBV TM PCR Kit

Marcas comercialesy clausulas de exclusion
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, BioRobot® EZ1®, UltraSens® (QIAGEN Group); ABI PRISM® ; MicroAmp®,
GeneAmp® (Life Technologies Corporation).

Todos los nombres registrados, marcas comerciales, etc, usados en este documento, incluso aquellos que no estén
especificamente marcados, estdn protegidos por la ley.

El artus EBV TM PCR Kit, el BioRobot EZ1 DSP Workstation, y el EZ1 DSP Virus Kity Card son dispositivos de
diagnéstico marcados con CE siguiendo la directiva europea de diagnéstico in vitro 98/79/EC. No disponible en
todoslos paises.

Los QlAamp Kits estdn indicados para el uso general en el laboratorio. No estdn indicados para proporcionar
informacién acerca del diagnéstico, prevencién o tratamiento de enfermedades.

La compra de kits de PCR de artus incluye una licencia de limitacién de uso al proceso de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) aplicada al diagnéstico in vitro en humanos y veterinaria en combinacién con un
termociclador, cuyo uso en el proceso automatizado de la PCR estd protegido por derechos de pre-pago, bien
con el pago a Applied Biosystems o como compra, p. ej. de un termociclador autorizado. El proceso de la
PCR estd protegido por las patentes americanes enumeradas a continuacién y sus equivalentes en los paises
correspondientes Nr. 5,219,727 y 5,322,770 y 5,210,015 y 5,176,995 y 6,040,166 y 6,197,563 vy
5,994,056 y

6,171,785 y 5,487,972 y 5,804,375 y 5,407,800 y 5,310,652 y 5,994,056 propiedad de F. Hoffmann-La
Rocheltd.

© 2015 QIAGEN, todos los derechos reservados.
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