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Informacién general

Uso indicado

El ensayo Aptima CMV Quant Assay es una prueba de amplificacion de acidos nucleicos
in vitro para la cuantificacién del DNA del citomegalovirus humano en plasma EDTA y sangre
total humanos en el Panther System totalmente automatico.

El Aptima CMV Quant Assay esta indicado para ayudar en el diagndstico y el tratamiento de
pacientes sometidos a trasplantes de érganos sdlidos y trasplantes de células madre
hematopoyéticas.

El Aptima CMV Quant Assay no esta indicado para su uso como una prueba de cribado
para la presencia de CMV en la sangre o hemoderivados.

Resumen y explicaciéon de la prueba

El citomegalovirus humano (CMV) es un virus de DNA bicatenario lineal de 240 kb que
pertenece a la familia del herpes y esta bastante extendido. Dependiendo de la poblacion y
la regidon geografica estudiadas, la seroprevalencia del CMV oscila entre el 45 y el 100 % a
nivel mundial.** En portadores inmunocompetentes, la infeccién por CMV suele ser
asintomatica y autolimitada. No obstante, en sujetos inmunodeprimidos, como pacientes de
trasplantes y personas afectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana, el CMV es
una causa significativa de morbilidad y mortalidad.

Al igual que ocurre con otros virus de la familia del herpes, tras la infeccién inicial, el CMV
establece una infeccion latente de por vida que puede reactivarse esporadicamente. En
receptores de trasplantes, la transferencia de CMV latente a través del injerto o la
reactivacion de la infeccién por CMV latente en el portador puede resultar en una replicacion
viral extensa y la difusion a varios érganos, que a menudo es potencialmente mortal.*

Debido a su rapidez y sensibilidad, la prueba cuantitativa de amplificacion de acidos
nucleicos es el método de preferencia para la supervision de la infeccion y la enfermedad
por CMV en los receptores de trasplantes.* Segun las directrices mas recientes, se
recomienda controlar la carga viral del CMV al menos semanalmente a modo de guia para
la toma de decisiones sobre el inicio de una terapia anti-CMV y para controlar la respuesta
a la terapia.**® En general, los valores de carga viral mas elevados se correlacionan con un
mayor riesgo de enfermedad por CMV.** Por lo tanto, la cuantificacion del DNA del CMV,
junto con la presentacion clinica y otros marcadores de laboratorio, es critica para el
tratamiento de los pacientes con infeccion por CMV.

Principios del procedimiento

El Aptima CMV Quant Assay es una prueba de amplificacion de acidos nucleicos in vitro que
utiliza la tecnologia de amplificacion mediada por transcripcion en tiempo real (TMA) del
Panther System* para cuantificar el DNA y los genotipos 1, 2, 3 y 4 del CMV. El disefio del
primer se dirige al gen UL56 altamente conservado para garantizar una cuantificacién
precisa del DNA del CMV. El ensayo cumple con la 1.2 norma internacional de la OMS para
el citomegalovirus humano (cédigo NIBSC: 09/162)*.

El Aptima CMV Quant Assay implica tres pasos principales, que tienen lugar en un Unico tubo en
el Panther System: captura seleccionada, amplificacién seleccionada por TMA y deteccion de los
productos de amplificacion (amplicén) a través de sondas marcadas con fluorescencia.

* Incluidas las variantes del Panther System.
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Durante la captura seleccionada, el DNA viral se aisla de las muestras. La muestra se trata con
un detergente para solubilizar la envoltura virica, desnaturalizar las proteinas y liberar el DNA
genomico viral. Los oligonucleétidos de captura hibridan con regiones altamente conservadas del
DNA del CMYV, si las hay, de la muestra analitica. A continuacién, la diana hibridada se captura
sobre microparticulas magnéticas que se separan de la muestra en un campo magnético. Los
pasos de lavado eliminan los componentes extrafios del tubo de reaccion.

La amplificacion de la diana se produce por TMA, que es un método de amplificacion de
acidos nucleicos mediada por transcripcion que utiliza dos enzimas: transcriptasa inversa de
MMLV (virus de la leucemia murina de Moloney) y RNA polimerasa T7. La transcriptasa
inversa se utiliza para generar una copia del DNA (que contiene una secuencia promotora
para la RNA polimerasa T7) de la secuencia diana. La RNA polimerasa T7 genera varias
copias del amplicén de RNA a partir del molde de copia de DNA.

La deteccion se lleva a cabo utilizando unas sondas fluorescentes de acidos nucleicos
monocatenarios que estan presentes durante la amplificacion de la diana e hibridan
especificamente con el amplicon en tiempo real. Cada sonda fluorescente tiene un fluoréforo
y un inhibidor de fluorescencia. Cuando la sonda fluorescente no se hibrida con el amplicén,
el inhibidor de fluorescencia esta muy cerca del fluoréforo y suprime la fluorescencia.
Cuando la sonda fluorescente se une al amplicén, el inhibidor se aleja del fluoréforo, que
emitira una sefal a una longitud de onda especifica cuando es excitado por una fuente
luminosa. Cuantas mas sondas fluorescente hibridan con el amplicon, mayor es la sefial
fluorescente generada. El tiempo que tarda la sefial fluorescente en llegar a un umbral
especificado es proporcional a la concentracion inicial de CMV. Cada reaccion tiene un
calibrador interno/control interno (IC) que controla las variaciones del procesamiento, la
amplificacion y la deteccidon de las muestras. El software del Panther System determina la
concentracion de una muestra utilizando las sefiales de CMV e IC correspondientes a cada
reaccién y comparandolas con la informacién de calibracion.

Los resultados del ensayo se convierten de copias/mL a IU/mL mediante el uso de una
ecuacion de factor de conversion integrada en el software del Panther. Esta misma ecuacién
de factor de conversion se utiliza para las muestras tanto de sangre total como de plasma.
Cuando se selecciona el factor de conversion de sangre total en el Panther, se aplica un factor
de dilucion de 4 a los resultados de carga viral de CMV para las muestras de sangre total.

Advertencias y precauciones
A. Para uso diagndstico in vitro.

B. Para uso profesional.

C. Para reducir el riesgo de obtener resultados no validos, lea atentamente el prospecto
completo y el Panther/Panther Fusion System Operator’'s Manual (Manual del usuario del
Panther/Panther Fusion System) correspondiente antes de realizar este ensayo.

Informacién para los laboratorios

D. PRECAUCION: Los controles de este ensayo contienen plasma humano. El plasma es
negativo para antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), anticuerpos anti-HCV,
anticuerpos anti-HIV-1 y anti-HIV-2, y antigeno de HIV cuando se analiza con
procedimientos aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos. Ademas, el plasma es no reactivo para DNA de CMV, DNA de HBV,
RNA de HCV y RNA de HIV-1 cuando se analiza con pruebas de acidos nucleicos
aprobadas utilizando muestras mezcladas. Todo el material proveniente de sangre
humana debe considerarse potencialmente infeccioso y manipularse segun las
precauciones universales.'*"
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E. Este procedimiento solamente debe realizarlo personal formado adecuadamente en el
uso del Aptima CMV Quant Assay y en la manipulacién de material potencialmente
infeccioso. Si se produce algun derrame, proceda inmediatamente a la desinfeccion
siguiendo los procedimientos adecuados del centro.

F. Utilice unicamente el instrumental de laboratorio desechable suministrado o especificado.

G. Respete las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma,
beba ni fume en las areas de trabajo designadas. Utilice guantes desechables sin polvo,
proteccién para los ojos y batas de laboratorio al manipular las muestras y los reactivos
del kit. Lavese bien las manos después de manipular las muestras y los reactivos del kit.

H. Las superficies de trabajo, pipetas y otros equipos se deben descontaminar regularmente
con solucion de hipoclorito de sodio del 2,5 % al 3,5 % (0,35 M a 0,5 M).

I. Deseche todo el material que haya entrado en contacto con las muestras y los reactivos
de acuerdo con la normativa local, estatal y comunitaria.”"**** Limpie a fondo y
desinfecte todas las superficies de trabajo.

J. Los controles contienen azida sédica como conservante. No utilice tubos de metal para
transferir reactivos. Si se desechan soluciones que contengan compuestos de azida
sodica en un sistema de tuberias, dichas soluciones se deben diluir y eliminar
enjuagando el desaglie con abundante agua corriente. Se recomienda seguir estas
precauciones para evitar la acumulacién de depdsitos en tuberias de metal, donde
pueden darse las condiciones necesarias para una explosién.

K. Las buenas practicas estandar para laboratorios moleculares incluyen la vigilancia
medioambiental. Para vigilar el entorno de un laboratorio, se sugiere el procedimiento
siguiente:

1. Tome una torunda con punta de algodon y emparéjela con un tubo de alicuotas de
muestras Aptima (SAT).

2. Etiquete adecuadamente cada SAT.
Llene cada SAT con 1 mL de diluyente de muestras Aptima.

4. Para recoger muestras de superficie, humedezca ligeramente una torunda con agua
desionizada libre de nucleasas.

5. Ponga en contacto la torunda con la superficie de interés utilizando un movimiento
vertical de arriba abajo. Gire la torunda una media vuelta mientras la mantiene en
contacto con el lugar.

6. Coloque inmediatamente la muestra de la torunda en el tubo y agite suavemente la
torunda en el diluyente para extraer el material absorbido. Presione la torunda contra
un lado del tubo de transporte para extraer tanto liquido como sea posible. Deseche
la torunda y tape el tubo.

7. Repita los pasos con las muestras de las torundas restantes.

8. Analice la torunda con un ensayo molecular.

w

Informacion sobre las muestras

L. Las muestras pueden ser infecciosas. Respete las precauciones universales™" al
realizar este ensayo. Deben establecerse métodos correctos de manipulacion y
eliminaciéon de material segun la normativa local." Este procedimiento solamente debe
realizarlo personal formado adecuadamente en el uso del Aptima CMV Quant Assay y en
la manipulacién de material potencialmente infeccioso.

M. Mantenga las condiciones de almacenamiento apropiadas durante el envio de muestras
para garantizar su integridad. No se ha evaluado la estabilidad de las muestras en
condiciones de envio distintas a las recomendadas.
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N.

Evite la contaminacion cruzada durante los pasos de manipulacién de muestras. Tenga
especial cuidado para evitar la contaminacién por la difusion de aerosoles al aflojar o
destapar los tubos de muestras. Las muestras pueden contener concentraciones
extremadamente altas de organismos. Asegurese de que los recipientes de muestras no
entren en contacto unos con otros y deseche los materiales usados sin pasarlos por encima
de los recipientes abiertos. Cambie los guantes si entran en contacto con la muestra.

Informacion sobre el ensayo

O.

P.

A

No utilice el kit de reactivos, el calibrador ni los controles después de la fecha de caducidad.

No intercambie, mezcle ni combine reactivos de ensayo de kits con numeros de lote
maestro diferentes. Los fluidos del ensayo pueden ser de numeros de lote diferentes.
Los controles y el calibrador pueden ser de numeros de lote diferentes.

Evite la contaminaciéon microbiana y por nucleasas de los reactivos.

Tape y almacene todos los reactivos de ensayo a las temperaturas especificadas. El uso
de reactivos de ensayo almacenados incorrectamente puede afectar al rendimiento del
ensayo. Consulte Requisitos de almacenamiento y manipulacién de reactivos y
Procedimiento de la prueba del Panther System para obtener mas informacion.

No combine ningun reactivo ni fluido de ensayo sin instrucciones especificas. No rellene
los frascos de reactivos o de fluidos. El Panther System verifica los niveles de reactivo.

Evite el contacto del TER con la piel, los ojos y las mucosas. Lave el area afectada con
agua si se produce contacto con este reactivo. Si el reactivo se derrama, diluyalo con
agua antes de seguir los procedimientos adecuados del centro de trabajo.

Algunos reactivos de este kit estan etiquetados con simbolos de riesgo y seguridad.

Nota: La comunicacion sobre peligros refleja las clasificaciones de las hojas de datos de
seqguridad (SDS) de la UE. Para obtener informacion sobre la comunicacién de peligros
especifica de su region, consulte la SDS especifica de la region en la Biblioteca de hojas
de datos de seguridad en www.hologicsds.com

Informacion sobre riesgos de la UE

Controles del kit de CMV
Plasma humano 95-100 %

Azida sédica <1 %

ADVERTENCIA

H312 - Nocivo en contacto con la piel

H412 - Nocivo para los organismos acuaticos con efectos duraderos
EUHO032 - El contacto con acidos libera gases muy téxicos

P273 - Evitar su liberacién al medio ambiente

P280 - Llevar gafas/mascara de proteccién

R

Reactivo potenciador de diana (TER)
Hidréxido de litio monohidratado al 5-10 %

PELIGRO

H302 - Nocivo en caso de ingestion

H314 - Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves

P260 - No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol

P280 - Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de protecciéon

P303 + P361 + P353 - EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitarse inmediatamente las
prendas contaminadas. Aclararse la piel con agua o ducharse

P305 + P351 + P338 - EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante
varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando

P310 - Llamar inmediatamente a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico
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Informacion sobre peligros de Australia

Controles del kit de CMV
Plasma humano 95-100 %
Azida sédica <1 %

ADVERTENCIA

H312 - Nocivo en contacto con la piel

H412 - Nocivo para los organismos acuaticos con efectos duraderos
EUHO032 - El contacto con acidos libera gases muy téxicos

P273 - Evitar su liberacién al medio ambiente

P280 - Llevar gafas/méascara de proteccion

Reactivo potenciador de diana (TER)
Hidréxido de litio monohidratado al 5-10 %

PELIGRO

H302 - Nocivo en caso de ingestion

H314 - Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves

P260 - No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol

P280 - Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion

P303 + P361 + P353 - EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitarse inmediatamente las
prendas contaminadas. Aclararse la piel con agua o ducharse

P305 + P351 + P338 - EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante
varios minutos. Quitarse las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando

P310 - Llamar inmediatamente a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico

il R

Calibrador del kit

HEPES al 15-20 %

Hidréxido de litio monohidratada al 1-5 %
Acido succinico al 1-5%

H312 - Nocivo en contacto con la piel

H412 - Nocivo para los organismos acuaticos con efectos duraderos
EUHO032 - El contacto con acidos libera gases muy téxicos

P273 - Evitar su liberacion al medio ambiente

P280 - Llevar gafas/mascara de proteccion

Aptima CMV Quant Assay 6 AW-25509-301 Rev. 003



Aptima"" Informacion general

Requisitos de almacenamiento y manipulaciéon de reactivos

A. La tabla siguiente muestra las condiciones de almacenamiento y la estabilidad de los
reactivos, los controles y el calibrador.

. Kit abierto (reconstituido)
Almacenamien

Reactivo to sin abrir
Almacenamiento Estabilidad
Reactivo de amplificacion gCMV 2°Ca8°C
Solucién de reconstitucién de amplificacion gCMV 2°Ca8°C 2°Ca8°C 30 dias®
Reactivo enziméatico qCMV 2°Ca8°C
Solucién de reconstitucion de enzimatica qCMV 2°Ca8°C 2°Ca8°C 30 dias®
Reactivo promotor gCMV 2°Cas8°C
Solucion de reconstitucion del promotor gCMV 2°Ca8°C 2°Ca8°C 30 dias®
Reactivo de captura gqCMV 2°Cas8°C 2°Cas8°C 30 dias®
PCAL qCMV (calibrad iti 15 °C a-35 °C 15°C a 30 °C Vial de un solo uso
q (calibrador positivo) Usar en 24 horas
c cco o . -15°C a-35 °C 15°C a 30 °C Vial de un solo uso
gqCMV N NTROL — (control negativo) Usar en 24 horas
- . -15°C a-35 °C 15°C a 30 °C Vial de un solo uso
gqCMV LPC CONTROL + (control positivo bajo) Usar en 24 horas
CMV HPC CONTROL + (control positivo alt -15°C a-35°C 15°Ca 30 °C Vial de un solo uso
q (control positivo alto) Usar en 24 horas
Reactivo potenciador de diana qCMV 15°Ca30°C 156°Ca30°C 30 dias®

2 Al retirarlos del Panther System, los reactivos se deben volver a guardar inmediatamente a sus temperaturas de
almacenamiento adecuadas.

B. Deseche todos los reactivos reconstituidos, el reactivo de captura (TCR) y el reactivo
potenciador de diana (TER) no utilizados después de 30 dias o de la fecha de caducidad
del lote maestro, lo que ocurra primero.

C. Los reactivos almacenados en el Panther System tienen 96 horas de estabilidad en el
instrumento. Los reactivos pueden cargarse en el Panther System hasta 8 veces. El
Panther System registra cada vez que se cargan los reactivos.

D. Tras descongelar el calibrador, la solucién debe ser transparente, es decir, no debe
presentar turbidez ni precipitados. Asegurese de que los precipitados se hayan disuelto.
No utilice el calibrador si hay presencia de gel, precipitado o turbidez.

E. Tanto el reactivo promotor liofilizado como el reactivo promotor reconstituido son
fotosensibles. Proteja estos reactivos de la luz durante el almacenamiento y la
preparacion para el uso.

F. El reactivo potenciador de diana qCMV debe estar a una temperatura de 15 °C a 30 °C
antes del uso.
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Recogida y almacenamiento de muestras

Nota: Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes posiblemente infecciosos.
Respete las precauciones universales.

Nota: Tenga cuidado para evitar la contaminacion cruzada durante los pasos de manipulacion
de las muestras. Por ejemplo, deseche el material usado sin hacerlo pasar sobre tubos abiertos.

Nota: Para el almacenamiento de muestras, solo se recomiendan tubos secundarios de plastico.

Las muestras de sangre total recogidas en los siguientes tubos de cristal o plastico se
pueden utilizar para la preparacion de plasma:

+ Tubos con anticoagulantes con EDTA
* Tubos de preparacion de plasma (PPT)
A. Recogida de muestras

1. Plasma: La sangre total se puede almacenar entre 2 °C y 30 °C, y se debe
centrifugar en las 24 horas posteriores a la recogida de la muestra. Separe el plasma
del sedimento de eritrocitos siguiendo las instrucciones del fabricante del tubo
utilizado. El plasma se puede analizar en el Panther System en un tubo primario o
transferirse a un tubo secundario como el tubo de alicuotas de muestras (SAT)
Aptima. Para obtener el volumen de muestra de 500 pL, el volumen minimo de
plasma para el tubo de recogida primario es de hasta 1200 pL. Para los tubos
secundarios, el volumen minimo es 700 uL para obtener el volumen de muestra de
500 uL. En la siguiente tabla, se muestran los requisitos de volumen muerto para
cada tipo de tubo primario y secundario.

Tubo (tamaiio y tipo) Volumen muerto en Panther
Tubo de allcuot:;t?rﬁamuestras (SAT) 0.2mL
12 x 75 mm 0,5mL
13 x 100 mm 0,5mL
13 x 100 mm con gel 0,3mL
16 x 100 mm con gel 0,7 mL

Si no se analiza inmediatamente, el plasma se puede almacenar segun con las
especificaciones que se indican mas adelante. Si se transfiere a un tubo secundario,
el plasma se puede congelar a -20 °C o -70 °C. No lleve a cabo mas de tres ciclos
de congelacion-descongelacion. No congele las muestras de plasma en tubos de
recogida primarios con EDTA.

2. Antes de su analisis en el Panther System, la sangre total se debe procesar
mediante el uso de tubos de diluyente de sangre total prellenados. No someta las
muestras de sangre total sin procesar a mas de tres ciclos de congelacion-
descongelacion.
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B. Condiciones de almacenamiento de las muestras
1. Muestra de plasma EDTA

La sangre total se puede almacenar entre 2 °C y 30 °C, y se debe centrifugar en las
24 horas posteriores a la recogida de la muestra. Posteriormente, el plasma se
puede almacenar en una de las condiciones siguientes:

En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2 °C y 30 °C
durante un maximo de 24 horas.

En el tubo de recogida primario o en el tubo secundario, entre 2°C y 8 °C
durante un maximo de 5 dias.

* En el tubo secundario a -20 °C o -70 °C durante un maximo de 60 dias.

Sangre total

30°C
2°C

<24 horas después de la
recogida

Primario o Primario o
secundario secundario

30°C 8°C -15°C -65°C
o
2°C 2°C -35°C -85°C.

<24 horas <5 dias <60 dias

Secundario

Figura 1. Condiciones de almacenamiento de los tubos con EDTA
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2. Muestras de PPT

La sangre total se puede almacenar entre 2 °C y 30 °C, y se debe centrifugar en las
24 horas posteriores a la recogida de la muestra. Posteriormente, el plasma se
puede almacenar en una de las condiciones siguientes:

* En el PPT, entre 2 °C y 30 °C durante un maximo de 24 horas.
* En el PPT, entre 2 °C y 8 °C durante un maximo de 5 dias.
« En el PPT a -20 °C o -70 °C durante un maximo de 60 dias.

Sangre total

30°C

2°C
<24 horas después de la
recogida

g

PPT PPT PPT
30°C 8°C -15°C -65°C
o
2°C /ﬂf 2°C /ﬂ/ -35°C/H/ -85”C/H/
<24 horas <5 dias <60 dias

Figura 2. Condiciones de almacenamiento de los PPT

3. Muestras de sangre total

La sangre total se puede almacenar entre 15 °C y 30 °C durante un maximo de
36 horas después de la recogida de la muestra. Las muestras de sangre total
recogidas se pueden almacenar bajo una de las condiciones siguientes:

* En el tubo de recogida primario, entre 2 °C y 8 °C durante un maximo de
5 dias.

* En el tubo de recogida primario a -20 °C o -70 °C durante un maximo de
60 dias.
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Sangre total

30°C
15°C

<36 horas después de la
recogida

Primario Primario
8°C -15°C -65°C
o
2°C -35°C -85°C
<5 dias <60 dias

Figura 3. Condiciones de almacenamiento de las muestras de sangre total

Muestras almacenadas en el Panther System

Las muestras de plasma y de sangre total procesada se pueden dejar sin tapar en el
Panther System durante un maximo de 8 horas. Las muestras pueden retirarse del Panther
System y analizarse siempre que el tiempo total transcurrido en el instrumento no supere las
8 horas antes de que el Panther System pipetee la muestra.

Transporte de muestras
Mantenga las condiciones de almacenamiento de las muestras como se describe en
Recogida y almacenamiento de muestras.

Nota: Las muestras se deben enviar respetando las normativas de transporte regional,
nacional e internacional aplicables.
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Los reactivos del Aptima CMV Quant Assay para uso con el Panther System se indican a
continuacién. Los simbolos de identificacion de los reactivos también se indican junto al
nombre del reactivo.

Reactivos y materiales suministrados

Kit del Aptima CMV Quant Assay, 100 pruebas (n.° de ref. PRD-05074)
(1 caja del ensayo, 1 kit de calibrador, 1 kit de controles y 1 caja del reactivo potenciador de

diana)

Caja del Aptima CMV Quant Assay
(almacenar entre 2 °C y 8 °C tras la recepcion)

Simbolo Componente Cantidad
A Reactivo de amplificacion qCMV 1 vial
Acidos nucleicos no infecciosos desecados en solucién de tampén.
E Reactivo enzimatico qCMV
Transcriptasa inversa y RNA polimerasa desecadas en solucion de 1 vial
tampon HEPES.
PRO Reactivo promotor qCMV 1 vial
Acidos nucleicos no infecciosos desecados en solucién de tampon.
AR Solucién de reconstitucion de amplificaciéon qCMV 1%72mL
Solucién acuosa con glicerol y conservantes. ’
ER Solucién de reconstitucion de enzimatica qCMV 1%58mL
Solucién de tampén HEPES con un surfactante y glicerol. ’
PROR Solucién de reconstitucion del promotor qCMV 1% 45mL
Solucién acuosa con glicerol y conservantes. ’
TCR Reactivo de captura qCMV
Acidos nucleicos en una solucién salina de tampén con fase sélida, 1x72,0mL
acidos nucleicos no infecciosos y calibrador interno.
Collares de reconstitucion 3
Hoja de cédigos de barras del lote maestro 1 hoja
Kit de calibrador del Aptima CMV Quant (n.° de ref. PRD-05075)
(almacenar entre -15 °C y -35 °C tras la recepcion)
Simbolo Componente Cantidad
PCAL Calibrador positivo qCMV 5x25mL

DNA plasmidico en solucion de tampon.

Etiqueta de codigo de barras del calibrador

Aptima CMV Quant Assay 12
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Kit de controles del Aptima CMV Quant (n.° de ref. PRD-05076)
(almacenar entre -15 °C y -35 °C tras la recepcion)

Simbolo Componente Cantidad

NC Control negativo qCMV
Plasma humano desfibrinado negativo para CMV con gentamicina y 5x0,8mL
azida sédica al 0,2 % como conservantes.

LPC Control positivo bajo qCMV
CMV inactivado en plasma humano desfibrinado con gentamicina y 5x0,8mL
azida sddica al 0,2 % como conservantes.

HPC Control positivo alto qCMV
CMV inactivado en plasma humano desfibrinado con gentamicina y 5x%0,8mL
azida sodica al 0,2 % como conservantes.

Etiqueta de codigo de barras de los controles —

Caja del reactivo potenciador de diana Aptima CMV Quant
(almacenar entre 15 °C y 30 °C tras la recepcion)

Simbolo Componente Cantidad

TER Reactivo potenciador de diana qCMV

X
Solucién concentrada de hidréxido de litio. 1% 46,0 mL
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Material necesario que debe adquirirse por separado

Nota: A menos que se indique lo contrario, los materiales comercializados por Hologic
aparecen en la lista con su referencia.

Material N.° de referencia

Panther™ System —

Kit de ciclo del Panther para ensayos en tiempo real (solo para ensayos en PRD-03455 (5000 pruebas)
tiempo real)

Kit de fluidos del ensayo Aptima™ (también denominado kit de fluidos 303014 (1000 pruebas)
universales)
Contiene solucion de lavado Aptima, tampoén para fluido de desactivacion
Aptima y reactivo de aceite Aptima

Unidades multitubo (MTU) 104772-02
Juego de bolsas de desechos Panther 902731
Tapa del recipiente de desechos Panther 504405

O kit de ciclo del Panther System
(Cuando se procesan ensayos TMA que no son en tiempo real junto con
ensayos TMA en tiempo real) Contiene MTU, bolsas de desechos,
tapas del recipiente de desechos, Auto Detect y fluidos del ensayo

303096 (5000 pruebas)

Tubos de diluyente de sangre total (solo para el procesamiento PRD-06783
de sangre total) (100 tubos prellenados por bolsa)

Puntas, 1000 L filtradas, conductoras, detectoras de liquido y desechables 901121 (10612513 Tecan)
903031 (10612513 Tecan)

MME-04128
No todos los productos estan disponibles en todas las regiones. Para obtener \ME-04134 (30180117 Tecan)

informacién especifica sobre su regién, péngase en contacto con su
representante.

Lejia, solucion de hipoclorito de sodio del 5 % al 8.25 % (0,7 M a 1,16 M) —
Guantes desechables sin polvo —
Tapones no perforables de repuesto 103036A

Tapones sélidos Hologic de repuesto (tapon de tubo de un solo uso para el PRD-06720
procesamiento de sangre)

Tapones de repuesto para reactivos
Frascos de reconstitucion de reactivos de

amplificacién, enzimatico y promotor CL0041 (100 tapones)
Frasco de TCR CL0040 (100 tapones)
Frasco de TER 903302 (100 tapones)

Cubiertas con forro de plastico para mesas de laboratorio —
Pafos sin pelusa —
Pipeteador —

Puntas —
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Material N.° de referencia

Opciones para el tubo de recogida primario (EDTA y PPT): —

13mm % 100 mm
13mm x 75 mm
16 mm % 100 mm

Centrifugadora —

Mezclador vortex —

Materiales opcionales
Material N.° de referencia

Opciones para el tubo secundario:
12 mm % 75 mm —
13mm x 100 mm —
16 mm % 100 mm _

Tubos de alicuotas de muestras Aptima (SAT) (paquete de 100) 503762
Tapon de tubo de transporte (paquete de 100) 504415
Tapén para SAT
Diluyente de muestras Aptima PRD-03003
Kit de diluyente de muestras Aptima PRD-03478

Contiene diluyente de muestras Aptima, 100 SAT y 100 tapones
Pipetas de transferencia —
Torundas con puntas de algodén —
Balancin para tubos —

Procedimiento de la prueba del Panther System

Nota: Consulte el Manual del usuario del Panther/Panther Fusion System para obtener
mas informacion sobre los procedimientos.

A. Preparacion del érea de trabajo

1. Limpie las superficies de trabajo donde se prepararan los reactivos. Limpie las superficies
de trabajo con una solucion de hipoclorito de sodio al 2,5 %-3,5 % (0,35 M a 0,5 M). Deje
la solucién de hipoclorito de sodio en contacto con las superficies durante 1 minuto como
minimo y, a continuacion, enjuague con agua desionizada (DI). No deje que la solucion
de hipoclorito de sodio se seque. Cubra la superficie de la mesa con una cubierta
absorbente con forro de plastico para mesas de laboratorio limpia.

2. Limpie una superficie de trabajo aparte para preparar las muestras. Utilice el
procedimiento descrito anteriormente (paso A.1).

3. Limpie los pipeteadores que vaya a utilizar. Utilice el procedimiento de limpieza
descrito anteriormente (paso A.1).
B. Preparacion del calibrador y de los controles

Deje que el calibrador y los controles alcancen una temperatura de entre 15 °C y 30 °C
antes de procesarlos de la manera siguiente:
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1. Retire el calibrador y los controles del almacenamiento (entre -15°C y -35 °C) y
coléquelos a una temperatura de entre 15 °C y 30 °C. Durante el proceso de
descongelacion, invierta ligeramente cada tubo para mezclar completamente su
contenido. Asegurese de que el contenido de los tubos esté completamente
descongelado antes del uso.

Opcidn. Los tubos del calibrador y de los controles pueden ponerse en un balancin
para tubos para mezclar bien su contenido. Asegurese de que el contenido de los
tubos esté completamente descongelado antes del uso.

Nota: Evite que se forme demasiada espuma al invertir el calibrador y los controles.
La espuma afecta a la deteccion del nivel en el Panther System.

2. Cuando el contenido de los tubos se haya descongelado, seque la parte exterior del
tubo con un pafio desechable limpio y seco.

3. Para evitar la contaminacion, no abra los tubos.

C. Reconstitucién y preparacion de reactivos de un nuevo kit

Nota: La reconstitucion de los reactivos debe llevarse a cabo antes de iniciar cualquier
tarea en el Panther System.

1. Para preparar el reactivo de captura (TCR), haga lo siguiente:

a. Retire el TCR del almacenamiento (entre 2 °C y 8 °C). Asegurese de que el
namero de lote del frasco de TCR coincida con el numero de lote de la hoja de
cbdigos de barras del lote maestro.

b. Agite de inmediato y enérgicamente el frasco de TCR 10 veces. Deje que el
frasco de TCR permanezca entre 15 °C y 30 °C durante un minimo de 45 minutos
para que se caliente. Durante este periodo, agite e invierta el frasco de TCR al
menos cada 10 minutos.

Opcioén. El frasco de TCR puede prepararse en un balancin para tubos siguiendo
estas instrucciones: Retire el TCR del almacenamiento (entre 2°C y 8 °C) y
agitelo de inmediato y enérgicamente 10 veces. Ponga el frasco de TCR en un
balancin para tubos y déjelo entre 15 °C y 30 °C durante un minimo de

45 minutos para que se caliente.

c. Asegurese de que todo el precipitado se haya disuelto y de que las particulas
magnéticas estén suspendidas antes del uso.

2. Para reconstituir los reactivos de amplificacion, enzimatico y promotor, haga lo siguiente:
a. Retire los reactivos liofilizados y las soluciones de reconstitucion correspondientes
del almacenamiento (entre 2 °C y 8 °C). Empareje cada solucion de reconstitucion

con su reactivo liofilizado.

b. Asegurese de que las etiquetas de los frascos de la solucién de reconstitucion y
del reactivo liofilizado sean del mismo color. Compruebe los numeros de lote en
la hoja de cddigos de barras del lote maestro para asegurarse de que se han
emparejado los reactivos adecuados.

i. Abra el vial de reactivo liofilizado retirando el precinto metalico y el tapon de
goma.

ii. Inserte firmemente el extremo ranurado del collar de reconstitucién (negro) en
el vial (Figura 4, paso 1).

iii. Abra el frasco de solucién de reconstitucién correspondiente y ponga el tapén
sobre una superficie de trabajo cubierta y limpia.
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f.

Vi.

Vii.

viii.

Ponga el frasco de solucion de reconstitucion sobre una superficie estable
(p. €j., una mesa de trabajo). A continuacion, invierta el vial de reactivo
liofilizado sobre el frasco de solucién de reconstitucion y acople firmemente el
collar al frasco de solucion de reconstitucion (Figura 4, paso 2).

Invierta lentamente los frascos acoplados (el vial acoplado al frasco de solucién)
para permitir que la solucién pase al vial de cristal (Figura 4, paso 3).

Agite los frascos acoplados durante un minimo de 10 segundos (Figura 4,
paso 4).

Espere al menos 30 minutos para que el reactivo liofilizado entre en la solucién.
Una vez que el reactivo liofilizado haya entrado en la solucion, agite los
frascos acoplados durante un minimo de 10 segundos y, a continuacion,

balancee ligeramente la solucion en el interior del vial de cristal hacia delante
y hacia atras para mezclarla bien.

Incline lentamente de nuevo los frascos acoplados para hacer que toda la
solucion vuelva al frasco de solucién de reconstitucion (Figura 4, paso 5).

Retire con cuidado el collar de reconstitucion y el vial de cristal (Figura 4, paso 6).

Vuelva a tapar el frasco. Registre las iniciales del usuario y la fecha de
reconstitucion en la etiqueta (Figura 4, paso 7).

Deseche el collar de reconstitucion y el vial de cristal (Figura 5, paso 8).

Advertencia: Evite que se forme demasiada espuma al reconstituir los reactivos. La
espuma afecta a la deteccion del nivel en el Panther System.

H’1 m “\3

6 l-ﬁ]

Figura 4. Proceso de reconstitucion de los reactivos

Retire el reactivo potenciador de diana qCMV del almacenamiento (entre 15 °C y
30 °C). Anote las iniciales del usuario y la fecha de apertura en la etiqueta.
Asegurese de que el numero de lote del frasco de TER coincida con el numero de
lote de la hoja de cddigos de barras del lote maestro.

D. Preparacion de los reactivos previamente reconstituidos

1.

Retire los reactivos previamente preparados del almacenamiento (entre 2 °C y 8 °C).
Los reactivos de amplificacion, enzimatico, promotor y TCR previamente preparados
deben alcanzar una temperatura de entre 15 °C y 30 °C antes del inicio del ensayo.

2. Retire el TER del almacenamiento (entre 15 °C y 30 °C).

Aptima CMV Quant Assay
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3.

4.

En el caso del TCR previamente preparado, lleve a cabo el paso C.1 descrito
anteriormente antes de cargarlo en el sistema.

Agite e invierta los reactivos de amplificacion, enzimatico y promotor para mezclarlos
bien antes de cargarlos en el sistema. Evite que se forme demasiada espuma al
invertir los reactivos.

Opcion. Los reactivos previamente preparados se pueden preparar en un balancin
para tubos siguiendo estas instrucciones: Retire los reactivos del almacenamiento

(entre 2°C y 8 °C). Ponga los reactivos en un balancin para tubos y déjelos entre
15 °C y 30 °C durante un minimo de 30 minutos para que se calienten.

No rellene los frascos de reactivo. El Panther System reconocera y rechazara los
frascos que se hayan rellenado.

E. Manipulacién de muestras de plasma

1.

Asegurese de que las muestras procesadas en los tubos primarios o las muestras sin
diluir en los tubos secundarios se almacenen correctamente de acuerdo con lo
descrito en Recogida y almacenamiento de muestras

Asegurese de descongelar por completo las muestras congeladas. Agite las muestras
descongeladas con un mezclador vortex de 3 a 5 segundos para mezclarlas bien.

Deje que las muestras alcancen una temperatura de entre 15 °C y 30 °C antes de
procesarlas. Consulte Muestras almacenadas en el Panther System para obtener
mas informacion sobre la permanencia en el instrumento.

Asegurese de que cada tubo de recogida primario contenga hasta 1200 ul de
muestra o de que cada tubo secundario contenga al menos 700 yl de muestra.
Consulte la tabla que se proporciona en Recogida de muestras para identificar los
requisitos de volumen muerto para cada tipo de tubo primario y secundario.

Justo antes de cargar las muestras en una gradilla, centrifugue cada muestra entre
1000 y 3000g durante 10 minutos. No retire los tapones en este paso.

Consulte el paso G.2 a continuacién para obtener informacién sobre la carga de la
gradilla y la retirada de los tapones.

F. Manipulacion de muestras de sangre total

1.

Asegurese de que las muestras sin procesar en los tubos primarios se almacenen
correctamente de acuerdo con lo descrito en Recogida y almacenamiento de
muestras.

Asegurese de descongelar por completo las muestras congeladas. Deje que las
muestras alcancen una temperatura de entre 15 °C y 30 °C antes de procesarlas.
Consulte Muestras almacenadas en el Panther System para obtener mas informacion
sobre la permanencia en el instrumento.

Invierta ligeramente los tubos de sangre total al menos 3 veces, o mézclelos

ligeramente en un balancin, hasta que la sangre sea homogénea.

Antes de procesar las muestras, realice el siguiente procedimiento para cada

muestra.

a. La sangre en tubos primarios se debe mezclar completamente por inversion y la
muestra se debe transferir de inmediato al tubo que contiene el diluyente de
sangre total.

b. Agregue 500 pyL de muestras de sangre total al tubo de diluyente de sangre total.

c. Coloque el tapén y agite la muestra con un mezclador vortex durante al menos
5 segundos.
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Consulte el paso G.2 a continuacién para obtener informacién sobre la carga de la
gradilla y la retirada de los tapones.

G. Preparacion del sistema

1. Prepare el sistema de acuerdo con las instrucciones del Manual del usuario del
Panther/Panther Fusion System y las Notas del procedimiento. Asegurese de que se
utilicen las gradillas para reactivos y los adaptadores de TCR del tamafio adecuado.

2. Cargue las muestras en la gradilla de muestras. Lleve a cabo los pasos siguientes
para cada tubo de muestras (muestra y, cuando sea necesario, calibrador y
controles).

a. Afloje el tapén de un tubo de muestras, pero no lo retire aun.

Nota: Tenga especial cuidado para evitar la contaminacion por la difusién de
aerosoles. Afloje ligeramente los tapones de los tubos de muestras.

b. Cargue el tubo de muestras en la gradilla de muestras.
Repita los pasos 2.a y 2.b para todas las muestras restantes.

Una vez cargadas las muestras en la gradilla de muestras, retire y deseche los
tapones de todos los tubos de muestras de una gradilla de muestras. Para evitar
la contaminacion, no pase ningun tapon sobre otras gradillas de muestras o tubos
de muestras.

e. Si es necesario, utilice una pipeta de transferencia desechable nueva para
eliminar las burbujas y la espuma. La presencia de burbujas en el tubo afecta a la
deteccion del nivel por parte del Panther System.

f. Cuando haya retirado el ultimo tapén, cargue la gradilla de muestras en el
compartimento de muestras.

Nota: Antes de cargar la gradilla de muestras en el compartimento de muestras,
fije el retenedor muestras si esta procesando otros ensayos y tipos de muestras
al mismo tiempo.

g. Repita los pasos del 2.a al 2.f con la siguiente gradilla de muestras.

H. Preparacién del sistema: aplicacién del factor de conversién de muestras de sangre total

1. Prepare el sistema siguiendo las instrucciones del Manual del usuario del Panther
System.

2. Cargue la gradilla de muestras.

3. Aplique el factor de conversién de sangre total a los pedidos de pruebas del ensayo
para muestras de sangre total.

Nota: El factor de conversion de sangre total se puede aplicar a una gradilla
completa o un unico pedido de pruebas.

Para aplicar el factor de conversion de sangre total a toda una gradilla de muestras
de sangre total, haga lo siguiente:

a. En la pantalla Sample Rack Bay (Compartimento de gradillas de muestras), haga
doble clic en la gradilla de interés. Se abrira la pantalla Sample Rack Loading
(Carga de gradillas de muestras) para la gradilla seleccionada.

b. Seleccione Dilute All (Diluir todo).

Se muestra la ventana Dilution Factor (Factor de dilucion).
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Carga de gradillas de muestras Configurar

ID de muestra Nembre del ensayo Estade

1 10001 qCMV

2 10002 MV

3 100
Factor de dilucién

4
Seleccione el factor de dilucion
5 1
Seleccionado Factor de dilucién Indicador de dilucién

6 100

1:100 DiL2
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1:3 DIL1
8 1
9 1 Factor de conversién de sangre completa we ‘
o Y Personalizado DILC ‘
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12 100)

Aceptar Cancelar
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4 10014 MV

admin

Figura 5. Ventana Dilution Factor (Factor de dilucién) de la pantalla
Sample Rack Loading (Carga de gradillas de muestras) (Ejemplo)

c. Seleccione Whole Blood Conversion Factor (Factor de conversion de sangre
total).

d. Seleccione OK (Aceptar).

Se muestra la ventana Set Dilution Factor for Rack (Establecer factor de dilucién
para la gradilla).

e. Seleccione Yes (Si) para aplicar la marca de factor de conversion de sangre total
a toda la gradilla de muestras de sangre total.

Para aplicar el factor de conversion de sangre total a un Unico pedido de pruebas

(consulte la ilustracion a continuacion), haga lo siguiente:

a. En la pantalla Sample Rack Bay (Compartimento de gradillas de muestras), haga
doble clic en la gradilla cargada que incluye la muestra o las muestras de interés.

Se muestra la pantalla Sample Rack Loading (Carga de gradillas de muestras)
para la gradilla de muestras seleccionada.

b. En la pantalla Sample Rack Loading (Carga de gradillas de muestras), haga
doble clic en la muestra de interés.

Se muestra la pantalla Sample Details (Detalles de la muestra) con los pedidos
de pruebas actuales para la muestra seleccionada.

c. Seleccione el pedido de pruebas de interés en el panel Test Orders (Pedidos de
pruebas).

d. Seleccione Apply Dilution (Aplicar dilucién).
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Detalles de la muestra Configurar

Posicién de la muestra: 1

1D de muestra: 10001

- Pedidos de p Factor de dilucién

Seleccione el factor de dilucion

~

Factor de dilucién

Factor de conversién de sangre completa

Personalizado

4 registros totales

Figura 6. Ventana Dilution Factor (Factor de dilucién) de la pantalla
Sample Details (Detalles de la muestra) (Ejemplo)

e. Seleccione Whole Blood Conversion Factor (Factor de conversion de sangre
total).

f. Seleccione OK (Aceptar) para aplicar la marca de factor de conversion de sangre

total a los pedidos de pruebas seleccionados.

Si es necesario, el factor de sangre total se puede eliminar de los pedidos de
pruebas antes de que se inicie su procesamiento.

Para eliminar el factor de conversién de sangre total de toda una gradilla, haga lo
siguiente:

1.

En la pantalla Sample Rack Bay (Compartimento de gradillas de muestras), haga
doble clic en la gradilla de interés.

Se abrira la pantalla Sample Rack Loading (Carga de gradillas de muestras) para la
gradilla seleccionada.

Seleccione Dilute All (Diluir todo).

En la ventana Dilution Factor (Factor de dilucion), anule la seleccién de Whole
Blood Conversion Factor (Factor de conversiéon de sangre total).

Seleccione OK (Aceptar).

Se muestra la ventana Set Dilution Factor for Rack (Establecer factor de dilucion para
la gradilla).

Seleccione Yes (Si) para eliminar el factor de conversion de sangre total de toda una
gradilla.
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Para eliminar el factor de conversion de sangre total de pedidos de pruebas, haga lo
siguiente:

1. En la pantalla Sample Rack Bay (Compartimento de gradillas de muestras), haga
doble clic en la gradilla cargada que incluye la muestra o las muestras de interés.

Se muestra la pantalla Sample Rack Loading (Carga de gradillas de muestras) para
la gradilla de muestras seleccionada.

2. En la pantalla Sample Rack Loading (Carga de gradillas de muestras), haga doble
clic en la muestra de interés.

Se muestra la pantalla Sample Details (Detalles de la muestra) con los pedidos de
pruebas actuales para la muestra seleccionada.

3. Seleccione el pedido de pruebas de interés en el panel Test Orders (Pedidos de
pruebas).

4. Seleccione Apply Dilution (Aplicar dilucién).

En la ventana Dilution Factor (Factor de dilucion), anule la seleccion de Whole
Blood Conversion Factor (Factor de conversion de sangre total).

6. Seleccione OK (Aceptar) para eliminar el factor de conversion de sangre total del
pedido de pruebas.

Notas del procedimiento
A. Calibrador y controles

1. Los tubos del calibrador positivo qCMV, del control positivo bajo qCMV, del control
positivo alto qCMV y del control negativo qCMV se pueden cargar en cualquier
posicion de la gradilla de muestras y en cualquier carril del compartimento de
muestras del Panther System. El pipeteo de las muestras comenzara cuando se
cumpla una de las dos siguientes condiciones:

a. El sistema esta procesando actualmente el calibrador y los controles.

b. Existen resultados validos para el calibrador y os controles registrados en el
sistema.

2. Una vez que los tubos del calibrador y los controles se hayan pipeteado y se estén
procesando para el kit de reactivos del Aptima CMV Quant Assay, las muestras
podran analizarse con el kit reconstituido asociado durante un periodo maximo de
24 horas a menos que:

a. Los resultados del calibrador o los controles no sean validos.
b. Se retire del sistema el kit de reactivos de ensayo asociado.
c. El kit de reactivos de ensayo asociado haya superado los limites de estabilidad.
3. El calibrador y cada tubo de control se puede utilizar una vez. Los intentos de usar el
tubo mas de una vez pueden dar lugar a errores de procesamiento.
B. Polvo de guantes

Como sucede en cualquier sistema de reactivos, el exceso de polvo en algunos guantes
puede ser causa de contaminacion de los tubos abiertos. Se recomienda utilizar guantes
sin polvo.
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Control de calidad

Los usuarios pueden invalidar resultados de ciclos o muestras si observan y documentan
dificultades técnicas o relacionadas con el usuario o el instrumento durante la realizacion del
ensayo. En este caso, es necesario volver a analizar las muestras.

Las muestras con resultados no validos deben volver a analizarse para obtener un resultado
valido.

Calibracion del ensayo

Para generar resultados validos, el ensayo debe calibrarse. Se procesa por triplicado un
unico calibrador positivo cada vez que se carga un kit de reactivos en el Panther System.
Una vez establecida, la calibracion sera valida durante un maximo de 24 horas. El software
del Panther System avisa al usuario cuando hay que realizar una calibracién. El usuario
escanea un coeficiente de calibracion en la hoja de cédigos de barras del lote maestro
incluida en cada kit de reactivos.

Durante el procesamiento, el software del Panther System verifica automaticamente los
criterios de validacion del calibrador. Si son validas menos de dos de las réplicas del
calibrador, el software invalida automaticamente el ciclo. Las muestras de un ciclo invalidado
se deben volver a analizar utilizando un calibrador recién preparado y controles recién
preparados.

Controles negativo y positivo

Para generar resultados validos, debe analizarse un conjunto de controles del ensayo. Se
deben analizar una réplica del control negativo, una del control positivo bajo y una del
control positivo alto cada vez que se carga un kit de reactivos en el Panther System. Una
vez establecidos, los controles seran validos durante un maximo de 24 horas. El software
del Panther System avisa al usuario cuando se requieren controles.

Durante el procesamiento, el software del Panther System verifica automaticamente los
criterios de validacién de los controles. Para generar resultados validos, el control negativo
debe dar un resultado de «No detectado» y los resultados de los controles positivos deben
estar dentro de unos parametros predefinidos. Si cualquiera de los controles tiene un
resultado no valido, el software invalida automaticamente el ciclo. Las muestras de un ciclo
invalidado se deben volver a analizar utilizando un calibrador recién preparado y controles
recién preparados.

Calibrador interno/Control interno

Cada muestra contiene un calibrador interno/control interno (IC). Durante el procesamiento,
el software del Panther System verifica automaticamente los criterios de validacién del IC. Si
el resultado del IC no es valido, el resultado de la muestra se invalida. Todas las muestras
con un resultado de IC no valido se deben volver a analizar para obtener un resultado
valido.

El software del Panther System se ha disefiado para verificar los procesos de forma precisa
cuando los procedimientos se llevan a cabo de acuerdo con las instrucciones descritas en
este prospecto y en el Manual del usuario del Panther/Panther Fusion System.
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Interpretaciéon de resultados

El Panther System determina automaticamente la concentracion de DNA de CMV en
muestras y controles comparando los resultados con una curva de calibracion. Las
concentraciones de DNA de CMV se notifican en IU/mL y logqg IU/mL. La interpretacion de
los resultados se indica en la Tabla 1 y la Tabla 2.

Tabla 1: Interpretacién de resultados de plasma

Resultado notificado del

Aptima CMV Quant Assay Interpretacion

IU/mL Valor de log,,
No detectado No detectado No se ha detectado DNA de CMV.
<53 detectado <1,72 Se ha detectado DNA de CMV, pero a un nivel
inferior al limite inferior de cuantificacion (LIDC).
53 a 10 000 000 1,72a7,00 La concentracion de DNA del CMV esta dentro del rango
cuantitativo comprendido entre LIDC y LSDC, en IU/mL.
>10 000 000 >7,00 La concentracion de DNA de CMV es superior al limite
superior de cuantificacién (LSDC).
No valido® No valido® Se ha producido un error en la generacién del resultado.

Es necesario volver a analizar la muestra.

@ Los resultados no validos se muestran en caracteres azules.

Tabla 2: Interpretacion de resultados de sangre total

Resultado notificado del

Aptima CMV Quant Assay Interpretacion

IU/mL Valor de log,,
No detectado No detectado No se ha detectado DNA de CMV.
<176 detectado <2,24 Se ha detectado DNA de CMV, pero a un nivel
inferior al limite inferior de cuantificacion (LIDC).
176 a 10 000 000 2,24 a 7,00 La concentracién de DNA del CMV esta dentro del rango
cuantitativo comprendido entre LIDC y LSDC, en IU/mL.
>10 000 000 >7,00 La concentracion de DNA de CMV es superior al limite
superior de cuantificacion (LSDC).
No valido® No valido? Se ha producido un error en la generacién del resultado.

Es necesario volver a analizar la muestra.

@ Los resultados no validos se muestran en caracteres azules.
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Limitaciones

A. El uso de este ensayo esta limitado al personal con la debida formacién para realizar el
procedimiento. El incumplimiento de las instrucciones indicadas en este prospecto puede
producir resultados equivocos.

B. La obtencion de resultados fiables depende de la adecuacién de la recogida, el
transporte, el almacenamiento y el procesamiento de las muestras.

C. Aunque es raro, las mutaciones dentro de las regiones altamente conservadas del
genoma viral cubierto por los primers o las sondas en el Aptima CMV Quant Assay
pueden dar como resultado una menor cuantificacion o la imposibilidad de detectar el
virus.
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Rendimiento

Limite de deteccion utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS

El limite de deteccion (LDD) del ensayo se define como la concentracion de DNA de CMV
que se detecta con una probabilidad del 95 % o superior segun el documento EP17-A2 del
CLSI.™

Limite de deteccidén utilizando las normas de la OMS en plasma

El LDD se determiné mediante el analisis de paneles de la 1.2 norma internacional de la
OMS (cédigo NIBSC 09/162) para CMV* diluido en plasma humano negativo para CMV. Se
analizaron 60 réplicas de cada dilucion con tres lotes de reactivo para un total de 180
réplicas por dilucion. Se realizé un analisis probit para generar los limites de deteccion
previstos. Los valores LDD que se muestran en la Tabla 3 son los resultados del lote de
reactivos con el limite de deteccién previsto mas elevado. El LDD del ensayo Aptima CMV
Quant Assay utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS es de 40,7 IU/mL para plasma.

Tabla 3: Limite de deteccion para plasma utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS para CMV

Limite de deteccion previsto | Concentracion (IU/mL)
10 % 1,9
20 % 29
30 % 4,0
40 % 53
50 % 6,9
60 % 9,1
70 % 12,2
80 % 17,1
90 % 27,5
95 % 40,7

Limite de deteccion utilizando las normas de la OMS en sangre total

El LDD se determiné mediante el analisis de paneles de la 1.2 norma internacional de la
OMS para CMV diluido en sangre total negativa para CMV. Se analizaron 60 réplicas de
cada diluciéon con tres lotes de reactivo para un total de 180 réplicas por dilucion. Se realizé
un analisis probit para generar los limites de deteccidn previstos. Los valores LDD que se
muestran en la Tabla 4 son los resultados del lote de reactivos con el limite de deteccién
previsto mas elevado. El LDD del ensayo Aptima CMV Quant Assay utilizando la 1.2 norma
internacional de la OMS es de 131,0 lU/mL para sangre total.

Aptima CMV Quant Assay 26 AW-25509-301 Rev. 003



Aptima"" Rendimiento

Tabla 4: Limite de deteccion para sangre total utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS para CMV

Limite de deteccion previsto | Concentracion (IU/mL)
10 % 8,8
20 % 13,2
30 % 17,7
40 % 22,7
50 % 28,7
60 % 36,2
70 % 46,5
80 % 62,4
90 % 93,7
95 % 131,0

Limite de deteccion de genotipos de CMV y mutaciones resistentes a los medicamentos

Limite de deteccion de genotipos de CMV y mutaciones resistentes a los medicamentos
en plasma

Se verificé el LDD para tres genotipos distintos basados en la secuencia de glicoproteina B’
(gB-2, gB-3 y gB-4) y para las mutaciones resistentes a los medicamentos mediante el
analisis de varias concentraciones de CMV alrededor del LDD establecido para plasma
utilizando la norma de la OMS (genotipo gB-1). Se analizaron 30 réplicas por cada muestra
del panel y por cada lote de reactivos, utilizando dos lotes de reactivos del Aptima CMV
Quant Assay. EI LDD mas elevado verificado para los tres genotipos y las mutaciones
resistentes a los medicamentos fue 40 IU/mL utilizando ambos lotes de reactivos.

Nota: El rendimiento del Aptima CMV Quant Assay con mutaciones del citomegalovirus
resistentes a los medicamentos se evalud unicamente en muestras de plasma.

Tabla 5: Limite de deteccion de genotipos de CMV y mutaciones resistentes a los medicamentos en plasma

Genotipo Concentracion (IlU/mL)
gB-2 40
gB-3 40
gB-4 35
Mutacién resistente a los medicamentos UL54 y UL97* 35
Mutacion resistente a los medicamentos UL56™* 35

* Las mutaciones del gen UL54 pueden provocar la aparicion de resistencia cruzada a varios antivirales
empleados en el tratamiento de la infecciéon por CMV, como ganciclovir (GCV), cidofovir (CDV) y foscarmet
(PFA). Las mutaciones del gen UL97 también provocan la aparicion de resistencia a ganciclovir (GCV).

** Las mutaciones del gen UL56 provocan la aparicion de resistencia a letermovir (LET).
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El LDD general en plasma es 40,7 lU/mL.

Limite de deteccion en distintos genotipos de CMV en sangre total

Se verificd el LDD para tres genotipos distintos de glicoproteina B (gB-2, gB-3 y gB-4)
mediante el analisis de varias concentraciones de CMV alrededor del LDD establecido para
sangre total utilizando la norma de la OMS para CMV (genotipo gB-1). Se analizaron 30
réplicas por cada muestra del panel y por cada lote de reactivos, utilizando dos lotes de
reactivos del Aptima CMV Quant Assay. EI LDD mas elevado verificado para los tres
genotipos fue 150 IU/mL utilizando ambos lotes de reactivos.

Tabla 6: Limite de deteccion en distintos genotipos de CMV en sangre total

Genotipo Concentracion (IlU/mL)
gB-2 150
gB-3 150
gB-4 130

El LDD general en sangre total es 150 IU/mL.
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Rango lineal

Rango lineal en plasma

El rango lineal se determiné mediante el analisis de paneles de CMV diluido en plasma
humano negativo para CMV segun el documento EP06-A del CLSI.” Las concentraciones de
los paneles oscilaron entre 1,62 log IU/mL y 7,30 log IU/mL. El Aptima CMV Quant Assay
demostro linealidad en el rango analizado. El limite superior de cuantificacion (LSDC) del
ensayo es 7 log IU/mL, como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Linealidad en plasma
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Rango lineal en sangre total

El rango lineal se determind mediante el analisis de paneles de CMV diluido en sangre total
humana negativa para CMV segun el documento EP06-A del CLSI.”*Las concentraciones de
los paneles oscilaron entre 2,15 log IU/mL y 7,3 log IU/mL para sangre total. El Aptima CMV
Quant Assay demostré linealidad en el rango analizado. El limite superior de cuantificacion
(LSDC) del ensayo es 7 log IU/mL, como se muestra en la Figura 8.
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Linealidad en distintos genotipos de CMV

Linealidad en distintos genotipos de CMV en plasma

La linealidad de los genotipos de glicoproteina gB-2, gB-3 y gB-4 se verific6 mediante el
analisis de paneles de CMV diluido en plasma negativo para CMV a concentraciones de
entre 1,72 log IU/mL y 7,00 log IU/mL. Se observé linealidad en todo el rango para todos los
genotipos analizados, como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Linealidad en los genotipos gB-2, gB-3 y gB-4 de CMV en plasma
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Linealidad en distintos genotipos de CMV en sangre total

La respuesta lineal de los genotipos de glicoproteina gB-2, gB-3 y gB-4 se verifico mediante
el analisis de paneles de CMV diluido en sangre total negativa para CMV a concentraciones
de entre 2,25 log IU/mL y 7,00 log IU/mL. Se observo linealidad en todo el rango para los
tres genotipos analizados, como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Linealidad en los genotipos gB-2, gB-3 y gB-4 de CMV en sangre total
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Limite inferior de cuantificacion utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS

El limite inferior de cuantificacion (LIDC) se define como la concentracion mas baja a la que
el DNA de CMV se cuantifica de manera fiable dentro de un margen de error total, segun el
documento EP17-A2 del CLSI."™ El error total se estimé mediante el uso del modelo
Westgard: Error total (TE) = |sesgo| + 2 DE. Para garantizar la exactitud de las mediciones,
el error total del Aptima CMV Quant se determiné en 1 log IU/mL (es decir, en el LIDC, una
diferencia superior a 1 log IU/mL entre dos mediciones es estadisticamente significativa).

Limite inferior de cuantificacion utilizando la norma internacional de la OMS en plasma

El LIDC se determiné mediante el analisis de paneles de la 1.2 norma internacional de la
OMS (cédigo NIBSC 09/162, genotipo gB-1) para el DNA de CMV diluido en plasma
humano negativo para CMV. Se analizaron 60 réplicas de cada dilucién con tres lotes de
reactivo para un total de 180 réplicas por dilucion. Los resultados de LIDC para los tres lotes
de reactivo se muestran en la Tabla 7. Los resultados del lote de reactivos con la
concentracion mas elevada que cumple los requisitos de TE y deteccion del 295 % se
muestran en la Tabla 8. EI LIDC generado con la 1.2 norma internacional de la OMS para
CMV en plasma es de 53 IU/mL.

Tabla 7: Determinacion del LIDC utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS para CMYV diluido en plasma

i6 i TE
Lote _de N N detectado Conce_ntracmn Aptima CMV DE Sesgol
reactivo diana Quant calculado

(log IU/mL) (logluU/mL) (logIU/mL) (loglU/mL) (logIU/mL)

60 56 1,48 1,64 0,36 0,16 0,87
1 60 59 1,54 1,72 0,29 0,18 0,76
60 59 1,60 1,74 0,28 0,14 0,70
60 59 1,70 1,85 0,19 0,15 0,53
60 56 1,48 1,56 0,29 0,09 0,67
2 60 58 1,54 1,61 0,27 0,07 0,60
60 58 1,60 1,69 0,28 0,09 0,64
60 60 1,70 1,83 0,24 0,14 0,62
60 56 1,48 1,67 0,26 0,19 0,71
3 60 58 1,54 1,67 0,24 0,13 0,60
60 60 1,60 1,78 0,19 0,18 0,55
60 60 1,70 1,87 0,22 0,17 0,61

DE = Desviacion estandar
Las muestras del panel que cumplieron el objetivo de exactitud (TE <1) y deteccién 295 % para los lotes de reactivo 1,
2y 3 estan sombreadas.
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Tabla 8: Resumen del LIDC para plasma utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS para CMV

Lote de reactivo (lU/mL) (log IU/mL)
1 53 1,72
2 41 1,61
3 47 1,67

Limite inferior de cuantificacion utilizando la norma internacional de la OMS en sangre total

El LIDC se determiné mediante el analisis de paneles de la 1.2 norma internacional de la
OMS para DNA del CMV diluido en sangre total humana negativa para CMV. Se analizaron
60 réplicas de cada dilucion con tres lotes de reactivo para un total de 180 réplicas por
dilucién. Los resultados para los tres lotes de reactivo se muestran en la Tabla 9. Los
resultados del lote de reactivos con la concentracion mas elevada que cumple los requisitos
de TE y deteccion del 2 95 % se muestran en la Tabla 10. El LIDC generado con la 1.2
norma internacional de la OMS para CMV en sangre total es de 176 1U/mL.

Tabla 9: Determinacion del LIDC utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS para CMV diluido en sangre
completa

Lote de N Conce_ntracién Aptima DE |Sesgol TE

diana CMV Quant calculado
reactivo detectado

(log IU/mL) (log IU/mL) (log lU/mL) (log IU/mL) (log IU/mL)

60 58 2,11 2,06 0,47 0,06 1,00

1 60 59 2,16 2,04 0,51 0,12 1,14

60 60 2,20 2,14 0,44 0,06 0,94

60 59 2,24 2,28 0,26 0,04 0,56

60 60 2,11 2,02 0,42 0,09 0,93

2 60 60 2,16 2,12 0,26 0,04 0,56

60 59 2,20 2,14 0,30 0,07 0,67

60 60 2,24 2,26 0,26 0,02 0,53

60 59 2,11 2,25 0,43 0,13 1,00

3 60 59 2,16 2,34 0,27 0,18 0,72

60 60 2,20 2,38 0,30 0,17 0,77

60 60 2,24 2,39 0,30 0,15 0,74

DE = Desviacion estandar
Las muestras del panel que cumplieron el objetivo de exactitud (TE 1) y deteccion 295 % para los lotes de reactivo 1,2y 3
estan sombreadas.
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Tabla 10: Resumen del LIDC para sangre total utilizando la 1.2 norma internacional de la OMS para CMV

Lote de reactivo (lU/mL) (log IU/mL)
1 138 2.14
2 106 2.02
3 176 2.25

Determinacion del limite inferior de cuantificacion de genotipos de CMV y mutaciones
resistentes a los medicamentos

Limite inferior de cuantificacion de genotipos y mutaciones resistentes a los
medicamentos en plasma

El LIDC determinado segun la norma de la OMS se verifico6 mediante el analisis de
diluciones de los genotipos gB-2, gB-3 y gB-4 del CMV y las mutaciones resistentes a los
medicamentos en plasma humano negativo para CMV. Se analizaron 60 réplicas de cada
muestra del panel con un lote de reactivos. Los resultados se muestran en la Tabla 11. El
LIDC calculado para los genotipos gB-2, gB-3 y gB-4 y las mutaciones resistentes a los
medicamentos del lote de reactivos con la concentracion mas elevada que cumple los
requisitos de TE y deteccion del 295 % se resume en la Tabla 12. El LIDC general de este
ensayo para plasma es 53 IU/mL.

Nota: El rendimiento del Aptima CMV Quant Assay con mutaciones del citomegalovirus
resistentes a los medicamentos se evalud Unicamente en muestras de plasma.

Tabla 11: Determinacion del LIDC de genotipos y mutaciones resistentes a los medicamentos en plasma

Concentracion Aptima CMV

. diana Quant DE |Sesgo| TE calculado
Genotipo N % detectado

(logqo IU/mML)  (logqg IU/mL) (logqg IU/mL) (logqg IU/mL) (logqe IU/mL)

60 93,3 1,48 1,38 0,41 0,10 0,92

60 96,7 1,54 1,39 0,39 0,16 0,95

gB-2 60 93,3 1,60 1,49 0,38 0,11 0,87

60 96,7 1,65 1,70 0,24 0,04 0,51

60 95,0 1,70 1,54 0,32 0,16 0,80

60 91,7 1,48 1,27 0,38 0,20 0,97

60 91,7 1,54 1,27 0,40 0,27 1,07

60 88,3 1,60 1,31 0,47 0,29 1,23

gB-3

60 93,3 1,65 1,46 0,34 0,20 0,88

60 91,7 1,70 1,57 0,29 0,13 0,71

60 98,3 1,74 1,55 0,30 0,19 0,79

Aptima CMV Quant Assay 35 AW-25509-301 Rev. 003



Rendimiento Aptima""

Tabla 11: Determinacion del LIDC de genotipos y mutaciones resistentes a los medicamentos en plasma

Concentracion Aptima CMV

diana Quant DE |Sesgo| TE calculado
Genotipo N % detectado
(logqo IU/mML)  (logqg IU/mL) (logqg IU/mL) (logqg IlU/mL) (logqe IU/mL)

60 96,7 1,48 1,38 0,39 0,09 0,88

60 98,3 1,54 1,51 0,33 0,03 0,69

gB-4 60 95,0 1,60 1,66 0,36 0,06 0,79

60 98,3 1,65 1,66 0,29 0,01 0,59

60 100,0 1,70 1,70 0,24 0,00 0,48

60 95,0 1,48 1,57 0,32 0,10 0,74

Mutaciones 60 98,3 1,54 1,58 0,32 0,04 0,68
resistentes a

los 60 98,3 1,60 1,72 0,33 0,12 0,79
medicamentos

(UL54 y UL97) 60 100,0 1,65 1,74 0,22 0,08 0,51

60 100,0 1,70 1,83 0,24 0,14 0,61

60 95,0 1,48 1,54 0,28 0,07 0,64

Mutaciones 60 96,7 1,54 1,60 0,30 0,06 0,65
resistentes a

los 60 100,0 1,60 1,69 0,26 0,08 0,60
medicamentos

(UL56) 60 100,0 1,65 1,78 0,29 0,12 0,71

60 100,0 1,70 1,74 0,27 0,05 0,58

DE = Desviacion estandar
Las muestras del panel que cumplieron el objetivo de exactitud (TE <1) y deteccién 295 % para los lotes de reactivo 1,
2y 3 estan sombreadas.

Tabla 12: Resumen del LIDC de genotipos y mutaciones resistentes a los medicamentos en plasma

Genotipo LIDC
(lU/mL) (logqo IU/mL)
9B-2 50 1,70
gB-3 35 1,55
gB-4 24 1,38
Mutacion resistente a los medicamentos 38 1,57

UL54 y UL97*

Mutacion resistente a los medicamentos 35 1,54
uL56**

* Las mutaciones del gen UL54 pueden provocar la aparicion de resistencia cruzada a varios
antivirales empleados en el tratamiento de la infeccién por CMV, como ganciclovir (GCV), cidofovir
(CDV) y foscarnet (PFA). Las mutaciones del gen UL97 también provocan la apariciéon de
resistencia a ganciclovir (GCV).

** Las mutaciones del gen UL56 provocan la aparicion de resistencia a letermovir (LET).
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Limite inferior de cuantificaciéon en distintos genotipos en sangre total

El LIDC determinado segun la norma de la OMS se verifico mediante el analisis de
diluciones de los genotipos gB-2, gB-3 y gB-4 de CMV en sangre total humana negativa
para CMV. Se analizaron 60 réplicas de cada muestra del panel con un lote de reactivos.
Los resultados se muestran en la Tabla 13. El LIDC para los genotipos gB-2, gB-3 y gB-4 del
lote de reactivos con la concentracion mas elevada que cumple los requisitos de TE y
deteccion del 295 % se resume en la Tabla 14. El LIDC general de este ensayo para sangre
total es de 176 IU/mL.

Tabla 13: Determinacion del LIDC en distintos genotipos en sangre total

Concdeig:lr:cién Apt(i)n;:“f:tMV DE |Sesgo| TE calculado
Genotipo N N detectado
(log IU/mL) (log lU/mL) (log IU/mL) (log IU/mL) (log IU/mL)

60 56 2,08 1,77 0,43 0,30 1,16

60 56 2,15 1,87 0,39 0,27 1,06

60 56 2,20 1,80 0,59 0,40 1,58

60 58 2,26 1,97 0,41 0,28 1,11
gB-2

60 59 2,30 2,06 0,50 0,24 1,24

60 57 2,34 2,01 0,52 0,33 1,38

60 59 2,38 2,11 0,36 0,27 1,00

60 60 2,41 2,19 0,30 0,23 0,84

60 46 2,08 1,73 0,59 0,35 1,53

60 54 2,15 1,78 0,50 0,36 1,37
gB-3 60 54 2,20 1,87 0,50 0,33 1,34

60 58 2,26 2,02 0,52 0,23 1,27

60 58 2,30 2,02 0,32 0,28 0,92

60 55 2,08 1,78 0,53 0,30 1,37
gB-4 60 57 2,15 1,97 0,40 0,18 0,97

60 58 2,20 2,09 0,39 0,12 0,89

DE = Desviacion estandar

Tabla 14: Resumen del LIDC en distintos genotipos en sangre total

Genotipo LIDC
(IlU/mL) (log IU/mL)
gB-2 129 2,11
gB-3 104 2,02
gB-4 93 1,97
Aptima CMV Quant Assay 37 AW-25509-301 Rev. 003



Rendimiento Aptima""

Trazabilidad segun la 1.2 norma internacional de la OMS

Durante los procesos de desarrollo y fabricacién del producto, se emplearon una serie de
normas secundarias con concentraciones conocidas para determinar la trazabilidad segun la
norma de la OMS. La norma de la OMS para CMV se diluyé y analizé junto con las normas
secundarias, asi como los controles del ensayo y los calibradores utilizados en el Aptima
CMV Quant Assay, para evaluar la trazabilidad segun el documento EP32-R del CLSI.” La
concentracion de las normas secundarias oscilé entre 1,80 y 6,60 logqg IU/mL.

Trazabilidad segun la norma de la OMS utilizando plasma

Las concentraciones analizadas para la norma de la OMS para CMV oscilaron entre 2,18 y
4,70 log4g IU/mL. Los paneles de plasma de la OMS, las normas secundarias, los controles
del ensayo y los calibradores del ensayo se recuperaron segun lo esperado en el rango
lineal del ensayo, como se puede comprobar en la Figura 11.
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Figura 11. Trazabilidad entre las concentraciones diana de la 1.? norma de la OMS para CMV y las
concentraciones notificadas en el Aptima CMV Quant Assay (norma de la OMS, dilucién en plasma)
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Trazabilidad segun la norma de la OMS utilizando sangre total

Las concentraciones analizadas para la norma de la OMS para CMV en sangre total
oscilaron entre 2,70 y 4,70 logqg IU/mL. Los paneles de sangre total con las normas de la
OMS, las normas secundarias, los controles del ensayo y los calibradores del ensayo se
recuperaron segun lo esperado en el rango lineal del ensayo, como se puede comprobar en

la Figura 12.
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Figura 12. Trazabilidad entre las concentraciones diana de la 1.7 norma de la OMS para
CMV y las concentraciones notificadas en el Aptima CMV Quant Assay
(norma de la OMS, dilucién en sangre total)
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Precision

Plasma

Para evaluar la precision, se elaboré un panel de 6 muestras mediante la dilucion de
muestras clinicas positivas para CMV o CMV cultivado en plasma negativo para CMV. Tres
usuarios analizaron el panel con tres lotes de reactivos en tres sistemas Panther System
durante 20 dias o mas. Cada usuario ejecutd dos ciclos al dia y cada muestra del panel se
analizé por duplicado en cada ciclo. El estudio se disefié y analizé segun las
recomendaciones del documento EP-05-A3 del CLSI.”

En la Tabla 15, se indica la precisiéon de los resultados del ensayo (en log IU/mL) entre
instrumentos, usuarios, lotes de reactivo, ciclos, dias, en el ciclo y en total. La variabilidad
total se debid principalmente a la variabilidad en el ciclo (es decir, debido al error aleatorio).

Tabla 15: Precision del Aptima CMV Quant Assay en plasma

Concentracion Entre . Entre Entre Entre Entre En el
N media lotes mstr::ent usuarios dias ciclos ciclo Total
(log 1U/mL) DE DE DE DE DE DE DE
108 2,28 0,02 0,04 0,00 0,00 0,06 0,16 0,18
108 2,82 0,06 0,00 0,00 0,04 0,07 0,11 0,14
108 3,49 0,07 0,00 0,01 0,06 0,06 0,11 0,15
108 4,53 0,04 0,02 0,04 0,00 0,07 0,07 0,11
108 5,57 0,06 0,00 <0,001 0,04 0,02 0,09 0,12
108 6,67 0,06 0,03 0,00 0,00 0,00 0,10 0,12

DE = Desviacion estandar
Nota: La variabilidad de algunos factores podria ser numéricamente negativa, lo que puede ocurrir si la variabilidad
debida a dichos factores es muy pequefia. Cuando esto ocurre, la DE se muestra como 0.

Sangre total

Para evaluar la precision, se elaboré un panel de 6 muestras mediante la dilucion de
muestras clinicas positivas para CMV o el enriquecimiento de sangre total negativa para
CMV con CMV cultivado. Tres usuarios analizaron el panel con tres lotes de reactivos en
tres sistemas Panther System durante 20 dias o mas. Cada usuario ejecutd dos ciclos al dia
y cada muestra del panel se analizé por duplicado en cada ciclo.

En la Tabla 16, se indica la precisidon de los resultados del ensayo (en log IU/mL) entre
instrumentos, usuarios, lotes, ciclos, dias, en el ciclo y en total. La variabilidad total se debio
principalmente a la variabilidad en el ciclo (es decir, debido al error aleatorio).
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Tabla 16: Precision del Aptima CMV Quant Assay en sangre total

Concentracion Entre Entre Entre Entre Entre En el
N media lotes instrumentos usuarios dias ciclos ciclo Total
(log IU/mL) DE DE DE DE DE DE DE
108 2,78 0,00 0,01 0,05 0,00 0,08 0,14 0,17
108 3,38 0,03 0,00 0,04 0,00 0,00 0,13 0,14
108 3,95 0,06 0,00 0,07 0,05 0,05 0,13 0,18
108 4,76 0,03 0,01 0,08 0,00 0,07 0,12 0,16
108 5,64 0,01 0,00 0,07 0,00 0,00 0,11 0,13
108 6,74 0,03 0,00 0,05 0,00 0,04 0,09 0,12

DE = Desviacién estandar
Nota: La variabilidad de algunos factores podria ser numéricamente negativa, lo que puede ocurrir si la variabilidad
debida a dichos factores es muy pequefia. Cuando esto ocurre, la DE se muestra como 0.

Sustancias potencialmente interferentes

Se evalud la susceptibilidad del Aptima CMV Quant Assay a las interferencias causadas por
altos niveles de sustancias enddgenas, anticoagulantes y medicamentos que se suelen
recetar a los pacientes sometidos a trasplantes. Las concentraciones de andlisis para cada
una de las sustancias interferentes se seleccionaron en funcion de las referencias
bibliograficas disponibles y las directrices de los documentos EP07® y EP37* del CLSI. Se
analizaron muestras de plasma negativo para CMV y muestras enriquecidas con CMV a una
concentracion de 2,22 log IU/mL y 3,30 log IU/mL. Se analizaron muestras de sangre total
negativa para CMV y muestras enriquecidas con CMV a una concentracién de 2,72 log
IU/mL y 4,00 log IU/mL de DNA del CMV para determinar la hemoglobina.

En las muestras de plasma, no se observd ninguna interferencia en el rendimiento del
ensayo en presencia de albumina (60 mg/mL), hemoglobina (10 mg/mL), triglicéridos

(15 mg/mL), bilirrubina no conjugada (0,4 mg/mL) o DNA gendmico humano (2 yg/mL). En
las muestras de sangre total, no se observé ninguna interferencia en el rendimiento del
ensayo en presencia de 100 mg/mL de hemoglobina afadida a las muestras de sangre total.

Se analizaron con el Aptima CMV Quant Assay muestras clinicas de plasma de pacientes
con niveles elevados de sustancias especificas o de pacientes con las enfermedades
indicadas en la Tabla 17. No se observd ninguna interferencia en el rendimiento del ensayo.

Tabla 17: Tipos de muestras clinicas analizadas

Tipos de muestras clinicas Numero muestras clinicas analizadas
1 Anticuerpo antinuclear (AAN) 10
2 Lupus eritematoso sistémico (LES) 10
3 Artritis reumatoide (AR) 10
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No se observo ninguna interferencia en el rendimiento del ensayo en presencia de las
sustancias exégenas indicadas en la Tabla 18 a concentraciones de al menos tres veces la
Cinax de los farmacos en plasma humano.

Tabla 18: Sustancias exégenas

Mezcla de
sustancias Sustancias exégenas analizadas
exégenas
1 Cefotetan, clavulanato de potasio, ticarcilina disédica, vancomicina
2 Piperacilina
3 Sulfametoxazol
4 Tazobactam sédico, trimetoprima, fluconazol
5 Ganciclovir, valganciclovir, cidofovir, foscarnet, valaciclovir, aciclovir,
letermovir
6 Azatioprina, ciclosporina, micofenolato de mofetilo, acido micofendlico
Sirolimus, tacrolimus, prednisona, everolimus
8 Citrato de sodio, EDTA, heparina

Especificidad

La especificidad se determind mediante el analisis de 780 muestras clinicas recientes
congeladas negativas para CMV. La especificidad se calculé como el porcentaje de
muestras negativas para CMV con resultado de «No detectado» en comparacién con el
numero total de muestras analizadas para cada tipo de muestra.

El DNA del CMV no se detectd en 389 muestras de plasma y 390 muestras de sangre total.
La especificidad fue del 99,7 % (389/390, CI del 95 %: 98,6-100 %) para plasma y del 100 %
(390/390, CI del 95 %: 99,3-100 %). La especificidad combinada del Aptima CMV Quant
Assay para plasma y sangre total fue del 99,9 % (779/780, Cl del 95 %: 99,3-100 %).

Tabla 19: Especificidad en muestras de plasma y sangre total

Plasma Sangre total Plasma y sangre total
Réplicas validas (n) 390 390 780
No detectado 389 390 779
Especificidad 99,7 % 100 % 99,9 %
(Cl del 95 %) (98,6-100) (99,3-100) (99,3-100)

CI = Intervalo de confianza
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Especificidad analitica

La posible reactividad cruzada con los patdégenos indicados en la Tabla 20 se evalud en
plasma humano negativo para CMV con presencia o ausencia de 2,2 log IU/mL y

3,3 log IU/mL de CMV. En las muestras de sangre total se detectaron tres parasitos
sanguineos, que también se evaluaron en sangre total negativa para CMV con presencia o
ausencia de 2,7 log IU/mL y 4,0 log IU/mL de CMV. Los patdégenos se analizaron a la
concentracion mas elevada disponible. No se observé ninguna reactividad cruzada ni
interferencia.

Tabla 20: Patégenos analizados para determinar la especificidad analitica

Microorganismo/Patégeno Concentracion Microorganismo/Patégeno Concentracion
Adenovirus tipo 4 1886 DICT50/mL® Mycobacterium intracellulare 1 000 000 UFC/mL
Poliomavirus BK 1 000 000 cp/mL® Mycoplasma genitalium 1 000 000 UFC/mL

Virus de Epstein-Barr 1 000 000 cp/mL Mycoplasma pneumoniae 1 000 000 UFC/mL
Virus de la hepatitis B 1 000 000 IU/mLe° Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 UFC/mL
Virus de la hepatitis C 1 000 000 cp/mL Propionibacterium acnes 1 000 000 UFC/mL
Virus del herpes simple tipo 1 1428571 DICT50/mL Salmo”e”ijgﬁ;ﬁizzovariedad 1000000  UFC/mL
Virus del herpes simple tipo 2 147 143 DICT50/mL Staphylococcus aureus 1 000 000 UFC/mL
HIV-1 subtipo B 1 000 000 cp/mL Staphylococcus epidermidis 1 000 000 UFC/mL
Herpesvirus humano 6A 1 000 000 cp/mL Streptococcus agalactiae 1 000 000 UFC/mL
Herpesvirus humano 7 1428571 DICT50/mL Streptococcus pneumoniae 1 000 000 UFC/mL
Herpesvirus humano 8 1000 000 cp/mL Streptococcus pyogenes 1000 000 UFC/mL
Metapneumovirus humano 192 857 DICT50/mL Aspergillus niger 485 000 UFC/mL
Virus del papiloma humano tipo 18 1 000 000 cp/mL Candida albicans 1 000 000 UFC/mL
Virus de la parainfluenza humana 944 DICT50/mL Cryptococcus neoformans 1 000 000 UFC/mL
Virus de la gripe 3857 DICT50/mL Trichomonas vaginalis 1000000 células/mL
Rinovirus 7257 DICT50/mL Leishmania mayor* 1000000 células/mL
Virus varicela-zoster 1 000 000 cp/mL Babesia microti* 1000000 células/mL
Virus Zika 29 286 DICT50/mL Plasmodium falciparum* 1000000  células/mL
Chiamydia trachomatis 1000 000 UFC/mLe EECI,?;?_O/mL = Unidades de dosis infectiva en cultivo tisular
Clostridium perfringens 1 000 000 UFC/mL ¢ cp/mL = Copia viral por mL
Corynebacterium diphtheriae 1 000 000 UFC/mL °lU/mL = Unidades internacionales por mL
Enterococcus faecalis 1 000 000 UFC/mL ¢ UFC/mL = Unidades formadoras de colonias por mL
Escherichia coli 1 000 000 UFC/mL * Analizado con el tipo de muestra de sangre total
Klebsiella pneumoniae 1 000 000 UFC/mL
Listeria monocytogenes 1000 000 UFC/mL
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Contaminacion por arrastre

La contaminacion por arrastre para el Panther System se ha evaluado mediante el uso de

plasma como tipo de muestra y utilizando otros ensayos de carga viral (Aptima HIV-1 Quant
Dx Assay, Aptima HCV Quant Assay y Aptima HBV Quant Assay). No se observd contaminacion
cruzada en analisis anteriores. Para establecer que el Panther System reduce al minimo el
riesgo de resultados positivos falsos provocados por contaminacién por arrastre en el tipo de
muestra de sangre total, se realizé un estudio de varios paneles enriquecidos en tres sistemas
Panther System. La contaminacion por arrastre se evalué utilizando muestras de sangre total
enriquecidas con DNA de CMV de titulo elevado (6 log IU/mL) entremezcladas con muestras
negativas para CMV en un patrén de tablero de ajedrez. Las pruebas se realizaron en doce
ciclos. La tasa global de contaminacion por arrastre fue del 0,24 % (1/423).

Correlacion de métodos
Este estudio se ha disefiado segun el documento EP09c del CLSI.™

Correlacion de métodos en plasma

El rendimiento del Aptima CMV Quant Assay se evalué en comparacion con el Roche
cobas® CMV en el sistema cobas® 6800 mediante el andlisis de muestras clinicas sin diluir
de pacientes positivos para CMV y muestras artificiales elaboradas mediante el
enriquecimiento de plasma EDTA negativo de donantes individuales con varias cepas de
virus cultivados pertenecientes a los cuatro genotipos. Se utilizaron un total de 160 muestras
clinicas y 115 muestras artificiales dentro del rango lineal comun a ambos ensayos para la
regresion de Deming, como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Correlacion entre la carga viral de CMV en el Aptima CMV Quant Assay y el Roche cobas®
CMV Assay en el andlisis de muestras de plasma
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Correlacion de métodos en sangre total

El rendimiento del Aptima CMV Quant Assay se evalu6é en comparacion con el Abbott CMV
RealTime Assay en la plataforma m2000 mediante el analisis de muestras clinicas sin diluir
de pacientes positivos para CMV y muestras artificiales elaboradas mediante el
enriquecimiento de sangre total EDTA negativa de donantes individuales con virus cultivado.
Se utilizaron un total de 159 muestras clinicas y 83 muestras artificiales dentro del rango
lineal comun a ambos ensayos para la regresion de Deming, como se muestra en la
Figura 14.
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Figura 14. Correlacién entre la carga viral de CMV en el Aptima CMV Quant Assay y el Abbott RealTime
CMV Assay en el anélisis de muestras de sangre total
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Reproducibilidad

Reproducibilidad en muestras de plasma

La reproducibilidad del Aptima CMV Quant Assay en plasma se evalud en tres centros
externos. Dos usuarios completaron los andlisis en cada centro. Cada usuario ejecutd un
ciclo al dia durante 5 dias mediante el uso de un lote de reactivos en el transcurso de la
prueba. Cada ciclo tuvo tres réplicas de cada muestra del panel.

Para evaluar la reproducibilidad, se utilizaron muestras del panel preparadas mediante la
dilucion de muestras clinicas positivas para CMV o CMV cultivado en plasma EDTA negativo
para CMV. Las concentraciones de DNA de CMV abarcaron el rango lineal del ensayo.

En la Tabla 21, se muestra la reproducibilidad y la precision de los resultados del ensayo
para cada muestra del panel positiva entre centros, entre usuarios, entre dias, entre ciclos,
en el ciclo y en total. El coeficiente de variacidén se calculé segun la siguiente ecuacién, en
la que o® es la varianza muestral de los datos después de la transformacion a logqg.

9,CV = 100 x +/ 10°° *In (100 _ 1

Tabla 21: Reproducibilidad de los niveles de DNA de CMV del Aptima CMV Quant Assay en el Panther
System en muestras del panel positivas en plasma

Contribucién a la varianza total .
. Varianza
Media observada DE (%CV?)

\ total
U/mL Log4olU/mL Entre Entr'e Er}tre E.ntre E'n el (%DCI:EV)
centros usuarios dias ciclos ciclo
90 19833 226 1 19) o) (12,98 ©  @5e  @ses)
90 603,27 2,76 (g:gg) 2‘2021) (105’?678) (106?245) (207’,1024) (303’,1647)
% 242854 3% ey ) @iz (i28y  (@hes) (@82
90 27623,02 4,42 (105%78) 0(’((,))0 (823) (103;?865) (1Oé,0388) (306,1633)
90 28410774 5,44 (105?578) 0(‘(?)0 (105?242) 0(’8)0 (201‘?696) (20é,1920)
90  3821364,62 6,57 (105?182) 0(’8)0 (104’?262) (91:8;) (107',0485) (306,1235)

%CV = Coeficiente de variacién log-normal, DE = Desviacion estandar (logqq 1U/mL)

Nota: La variabilidad de algunos factores puede ser numéricamente negativa. Esto puede ocurrir si la
variabilidad debida a dichos factores es muy pequefia. En estos casos, la DE y el % CV se muestran
como 0.
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Reproducibilidad en muestras de sangre total

La reproducibilidad del Aptima CMV Quant Assay en sangre total se evalud en tres centros
externos. Dos usuarios completaron los andlisis en cada centro. Cada usuario ejecutd un
ciclo al dia durante 5 dias mediante el uso de un lote de reactivos en el transcurso de la
prueba. Cada ciclo tuvo tres réplicas de cada muestra del panel.

Para evaluar la reproducibilidad, se utilizaron muestras del panel preparadas mediante la
dilucion de muestras clinicas positivas para CMV o CMV cultivado en sangre total EDTA
negativa para CMV. Las concentraciones de DNA de CMV abarcaron el rango lineal del
ensayo.

En la Tabla 22, se muestra la reproducibilidad y la precision de los resultados del ensayo
para cada muestra del panel positiva entre centros, entre usuarios, entre dias, entre ciclos,
en el ciclo y en total, excluyendo una observacion atipica (0,2 %, 1/533). El coeficiente de
variaciéon se calculd segun la siguiente ecuacion, en la que ¢’ es la varianza muestral de los
datos después de la transformacion a logg.

9,CV = 100 x +/ 10°° *In (100 _ 1

Los valores de concordancia fueron del 100 % para todas las muestras del panel tanto
positivas como negativas para CMV.

Tabla 22: Reproducibilidad de los niveles de DNA de CMV del Aptima CMV Quant Assay en el Panther
System en muestras del panel positivas en sangre total

Contribucioén a la varianza total .
. Varianza
Media observada DE (%CV?)

\ total
U/mL Log4olU/mL Entre Entr'e Er’1tre E.ntre E_n el ( O/?CI:EV)
centros usuarios dias ciclos ciclo
89 604,32 2,73 0(‘8)0 0(’((,))0 °(’8)° (205',1319) (40?;,1283) (501"2312)
89 218859 3,32 <(()6())1 o(,(c)))o 0(’8)0 (105,()275) (2%,1314) (2%’,1831’3)3
89 783084 3,87 (g:%) (g:?g) 0(’8)0 (10%,()781) (306,1238) (30?,17(30)
88 48897,12 4,66 ((7)(1)?) O('g)o 0(’8 )0 (2Oé ,1407) (2% ,1919) (304 ,1859)
88 375626,91 5,56 (ggg) (ggg) 0(’8)0 (102’?054) (201,?198) (205;,1 324)
89 460904644 6,64 (105;?185) 0(‘((,))0 (101’2;52) (gjg% (202',17(11) (302’,1;9)

%CV = Coeficiente de variacion log-normal, DE = Desviacién estandar (logqq 1U/mL)

Nota: La variabilidad de algunos factores puede ser numéricamente negativa. Esto puede ocurrir si
la variabilidad debida a dichos factores es muy pequeia. En estos casos, la DE y el % CV se
muestran como 0.

* Resultado de varianza total excluyendo la observacion atipica que podria ser consecuencia de un
problema en la preparacién de las muestras.
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Belgium
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cada pais, visite www.hologic.com/support.
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