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RESUMEN

El termociclador es un equipo que permite realizar, de manera automatica, los cambios ciclicos de temperatura que
ocurren en la reaccién en cadena de la polimerasa (RCP). En este articulo se exponen los resultados de la etapa de
calificacién del funcionamiento de la serie cero del termociclador TEMPER (Centro de Inmunoensayo, CIE), segun
sus especificaciones de operacién. Se emplearon dos sistemas comerciales para evaluar el funcionamiento de dos
termocicladores del modelo TEMPER, fabricados en el CIE: TEMPER 1 y TEMPER 2. El equipo que se usé como
referencia fue el termociclador comercial PTC 150 (MJ Research). Al ensayar muestras positivas y negativas al virus
de la hepatitis C (VHC), se evalué la precisién intraensayo e interensayo del equipo y la concordancia entre los
resultados, mediante el empleo del UMELOSA HCV CUALITATIVO. Por ultimo, se evalué la exactitud en los resultados
mediante el sistema cuantitativo AMPLICOR HBY MONITOR™ Test (Roche Diagnostics), con el empleo muestras
estandares de concentraciones conocidas del virus de hepatitis B (VHB). Al evaluar los equipos TEMPER 1 y TEMPER
2 y el termociclador de referencia PTC 150, la eficiencia del funcionamiento fue del 100%, la concordancia en uno
de los montajes fue de 95.8%, la concordancia (precisién interensayo) fue de 97.9%. Al ensayar muestras positivas
y negativas al VHC, provenientes de pacientes, mediante el UMELOSA® HCV CUALITATIVO, la concordancia fue del
100%. Se evidencié exactitud en los resultados, cuyos valores estaban dentro de rangos validos, reportados en la
literatura (limites de aceptacién de 0.5 logio copias de genomas virales) en el ensayo de estandares a diferentes
concentraciones de dcido dexosirribonucleico (ADN) del VHB. Los resultados de este estudio avalan el empleo del
TEMPER en el diagnéstico y otras aplicaciones relacionadas con la tecnologia de amplificacién de dcidos nucleicos
mediante la RCP.
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ABSTRACT

Validation of the TEMPER thermocycler in nucleic acid amplification by polymerase chain reaction. The
thermocycler is a programmable cycling incubator that automatically performs the cyclic changes in temperature
required for Polymerase Chain Reaction (PCR). In this paper we present the results of the Operational Qualification
(OQ) of TEMPER thermocyclers (Center for Immunoassays, CIE). OQ is carried out to ensure that they meet the
previously defined functional and performance specifications. The performance of two thermocycler models produced
at CIE: TEMPER 1 and TEMPER 2 were evaluated using two commercial diagnostic systems. The commercial thermocycler
PTC150 (MJ Research) was used as reference equipment. Intra-assay and inter-assay precision, and the agreement
among data sets obtained with different equipment, were estimated using the UMELOSA® Cualitativo HCV Test
(CIE). The accuracy of the results was assessed with the quantitative AMPLICOR HBY MONITORTM Test (Roche
Diagnostics), using Hepatitis B Virus (HBV) calibrated standards. Both devices showed 100% performance efficiency;
and the agreement with the PTC150 thermocycler were 95.8% and 97.9% for within and between assay precision,
respectively. When positive and negative HCV samples were evaluated with UMELOSA® HCV CUALITATIVO, a
100% within assay precision among thermocyclers was documented. Moreover, the values of HBV DNA standards
agreed with the previously reported ranges, which demonstrate the high accuracy of the test (tolerance limits of 0.5
log10 viral genome copies). The results indicate that TEMPER thermocyclers can be successfully used for diagnostic
purposes or other applications involving PCR amplification of nucleic acids.
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Introduccion

Lacalificacion de un equipo, segun las regul aciones
de la Food and Drug Administration (FDA), es el
proceso global que asegura que un instrumento es
apropiado para el uso al cual estd destinado [1].
Este proceso se divide en cuatro etapas: calificacion
del disefio, calificacion delainstalacion, calificacion
de la operacion o funcionamiento del equipo y

. Autor de correspondencia

calificacion del funcionamiento consistente de este
[1].
En la calificacion del disefio se establecen las
especificaciones dela operacion y el funcionamiento
del equipo. Lacalificacién delainstalacion eslaetapa
en lacua se gecutay documentalainstalacion en el

lugar seleccionado. La calificacion de la operacion o

1. Equipment Validation and Qualifi-
cation. 2005. [Sitio en Internet]. Disponible
en: http://www.labcompliance.com. Ulti-
mo acceso: 10 febrero 2006.
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funcionamiento de un equipo es el proceso para
probarlo en el sitio seleccionado, y asi asegurar que
funcionarad de acuerdo con sus especificaciones de
funcionamiento. La Gltimaetapaeslacalificacion del
funcionamiento consistente del equipo, en lacual se
determina si funciona de modo consistente para su
empleo en larutina[1].

El termociclador o secuenciador térmico esun equipo
que permite la reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) de forma eficiente y rapida, mediante la
realizacion automatica y ciclica de los cambios de
temperatura que se requieren para la amplificacion de
unacadenade acido desoxirribonucleico (ADN), apartir
deunaenzimatermoestable. LaRCP posibilitagque una
peguefiacantidad de moléculasde ADN seaamplificada
muchas veces, de maneraexponencia. Estametodologia
es comunmente empleada en |aboratorios médicosy de
investigaciones biolodgicas, con una gran variedad de
aplicaciones, entre ellas, ladeteccion delaexpresion de
genes y de enfermedades hereditarias, laidentificacion
de huellas genéticas, la clonacion de genes, las pruebas
de paternidad, lainforméticadel ADN y ¢l diagndstico
de enfermedadesinfecciosas[2].

Los termocicladores se emplean para amplifi-
caciones cualitativas o paracuantificar lacantidad de
ADN amplificado. Los resultados de estas técnicas
de amplificacion tienen un impacto sustancial en
nuestra sociedad, por o que se debe asegurar quelos
termoci-cladores sean precisos, exactosy uniformes,
con €l fin de obtener resultados confiables[3]. Enlos
ensayosde certificacion en el Centro de Inmunoensayo
(CIE) se evaluaron estos parametros, a partir de un
protocol o elaborado por el Departamento Central de
Aseguramiento y Control de la Calidad, el cual
contemplalas etapas paravalidar |os nuevos model os
de equipos que se han desarrollado [4]. Estas etapas
son: ensayos de certificacion, pruebas de seguridad,
caracterizacion funcional y pruebas de terreno.

En este articulo se describen los resultados de
diferentes pruebas analiticas bajo condiciones
controladasdeuso, queformapartedelacaracterizacion
funcional del nuevo equipo. Esta fase constituye un
proceso de calificacion delaoperacion o funcionamiento
del instrumento, segln sus especificaciones de
operacion, en € sitio seleccionado [1].

Para evaluar el funcionamiento de dos termoci-
cladores del modelo TEMPER, fabricados en el CIE:
TEMPER 1y TEMPER 2 [5], se emplearon dos
sistemas comerciales basados en la amplificacion de
&cidos nucleicos, mediante la RCP.

En la caracterizacion funcional del TEMPER, se
utilizoé el termociclador comercial PTC 150, delafirma
MJ Research [6], como equipo dereferencia. Su disefio
y las especificacionestécnicas son muy similaresalas
del TEMPER [7], y es ampliamente utilizado en la
técnicade RCP [6].

En los ensayos de certificacion, luego de haber
demostrado que el termociclador TEMPER es preciso,
exacto y uniforme [7], se evaluaron los parametros
de precisién intraensayo e interensayo y la
concordancia en los resultados, con el empleo del
ensayo UMELOSA® HCV CUALITATIVO (CIE)
[8, 9]. La exactitud en los resultados se evalud
mediante el sistema cuantitativo AMPLICOR HBV
MONITOR™ Test (Roche Diagnostics) [10].
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Materiales y métodos
A. Termocicladores empleados

Termocicladores de la serie cero TEMPER 1
(N° de serie 030001) y TEMPER 2 (N° de serie
030002) (CIE) [5, 7]

Rango térmico: de 0 a 105 °C.
Exactitud: + 0.3 °C después de 30 segundos a 90 °C.
Precision en el control: + 0.1 °C.

Homogeneidad térmica: + 0.5 °C de pozo a pozo
durante los 30 segundos de alcanzada la temperatura
programada.

Velocidad de rampa: para una variacion de tempe-
raturaentre 50y 95 °C en €l blogue, larampaméxima
para el calentamiento es de 3 °C/s y para el
enfriamiento es de 1 °C/s.

Rango térmico de la tapa caliente: desde temperatura
ambiente hasta 115 °C.

Capacidad de muestras. 25 tubos de 0.2 mL.

Termociclador comercial PTC 150 (MJ
Research) [6]

Rango térmico: de -9 a 105 °C.
Exactitud: + 0.3 °C.

Precision en el control: + 0.1 °C.
Homogeneidad térmica: + 0.3 °C.

Velocidad derampa: parael calentamiento, larampa
maxima es de 2.4 °C/s y para el enfriamiento es de
1.2°C/s.

Capacidad de muestras: 25 tubos de 0.2 mL.

B. Sistemas utilizados

Para la evaluacion del funcionamiento de los
termocicladores, se utilizaron |os siguientes estuches
comerciales:

1. UMELOSA® HCV CUALITATIVO (CIE) [8, 9]:
ensayo comercial paraladeteccion del ARN del VHC
en suero o plasma humano. Consta de cuatro pasos
fundamentales:

- Extraccién del ARN de la muestra, a partir de
suero o plasma, mediantelisisdelosviriones con agentes
caotropicos; precipitacion del ARN enisopropanol y
posteriores lavados del ARN con etanol al 75% y
acetona, hasta la resuspension fina en agua libre de
ribonucleasas (RNasa).

- Transcripcién inversa (T1) del ARN molde, para
generar acido desoxirribonucleico complementario
(ADNC) y suamplificacién por RCP, con €l empleo de
iniciadores especificos (TI-RCP) y un ter-mociclador.

- Amplificacion de un segmento del fragmento
previamente amplificado, con el empleo deiniciadores
internos, uno de los cuales esta marcado con biotina
(RCP anidada), y un termociclador.

- Hibridacion del producto amplificado con una
sonda especifica y su deteccién por fluorescencia en
una placa de tiras, con el empleo del conjugado
estreptavidina-fosfatasa alcalina. Parala deteccion se
usa un fluorimetro que lee ultramicroplacas, en el que
laluz queincide es de 365 nm y emite a unalongitud
de onda de 450 nm.
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2. AMPLICOR HBV MONITOR™ Test, Roche
Diagnostics[10]: ensayo comercia paralacuantificacion
del ADN del VHB en suero o plasma humano. Se basa
en cuatro procesos principales:

- Preparacion de la muestra mediante lisis de los
viriones presentes en el suero o plasmay adicion de
un agente neutralizante para proporcionar condi-
ciones tampon apropiadas para la amplificacion por
RCP.

- Amplificacion simultéanea por RCP del ADN
objetivodel VHB y el ADN del esténdar internlo, con
el empleo deiniciadores especificos, uno delos cuales
estd marcado con biotina. La amplificacion serediza
mediante un termociclador.

- Hibridacién de los productos amplificados a
sondas oligonucl ettidas especificas. Después de la
amplificacion por RCP, el amplicdn del VHB vy el
de estandar interno son inmovilizados en una
microplacarevestida de estreptavidina. Después de
la hibridacion, el amplicén bicatenario se des-
naturaliza quimicamente y la cadena no biotinilada
(no conjugada) se extrae por lavado, para dejar un
ADN monocatenario conjugado a la microplaca.

- Deteccién de los productos amplificados ligados
alasonda, por determinacién colorimétrica. Después
del paso anterior se favorece la hibridacién al
amplicon inmovilizado de las sondas oligo-
nucledtidas marcadas con dinitrofenilo (DNP).
Luego del paso de lavado, se adiciona el conjugado
fosfatasa alcalina-anti DNP. De seguido, se adiciona
sustrato que contiene para-nitrofenilfosfato, y la
fosfatasa alcalina cataliza la formacién de un
complejo coloreado. Laintensidad de la reaccion de
color se mide a 405 nm con un lector automatico de
microplacas.

C. Muestras empleadas

Las muestras estandares se prepararon a partir de
diluciones aun plasma positivo a 1.38 x 10° Ul/mL de
ARN del VHC, cuantificado con €l estuche cuantitativo
AMPLICOR HCV MONITOR™ Test version 2.0
(Roche Diagnostics). Para los experimentos se
emplearon las siguientes diluciones:

- 750 Ul/mL de ARN del VHC, que representan
aproximadamente 7 veces € limite de deteccién (LD)
del UMELOSA HCV CUALITATIVO (LD 95% =
101.7 Ul/mL con intervalo de confianza entre 81 a
162.8 UI/mL de ARN del VHC [9]).

- 6200 Ul/mL de ARN del VHC, representa
aproximadamente 61 vecesel LD 95% del UMELOSA
HCV CUALITATIVO [9].

Se emplearon, ademéas, muestras de sueros
negativas y positivas al VHC, provenientes de
pacientes en fase inicial y final del tratamiento
antiviral, las cuales se confirmaron con el empleo del
estuche cualitativo AMPLICOR HCV Test version
2.0 (Roche Diagnostics).

Los estandares de carga vira conocida del VHB
suministrados en el estuche AMPLICOR HBV
MONITOR™ Test (Roche Diagnostics) con valores
de 10, 100, 1 000, 10 000 y 1000 000 copias/reaccién
del VHB, se emplearon en €l ensayo de exactitud.
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D. Ensayos realizados

Evaluacién de la precisién intraensayo
e interensayo del UMELOSA HCV CUALITA-
TIVO con el empleo de los termocicladores
TEMPER 1, TEMPER 2 y PTC 150

En este experimento se evalué la precision intraensayo
mediante el empleo de un estandar secundario de bgja
concentraciondel VHC (750 Ul/mL de ARN del VHC).
El estandar se ubicd en las 24 posiciones de los tres
equiposy en la posicion restante se colocd un control
negativo. Este ensayo se repiti6 en dos ocasiones (los
diasy los operarios fueron diferentes), paraevauar la
precision interensayo. El objetivo de la prueba fue
comprobar que el ensayo UMELOSA HCV CUALI-
TATIVO era reproducible, independientemente del
termociclador empleado y de las pequefias diferencias
detemperaturaque existen entre dos puntos del blogue
de los termocicladores.

Seextrajoel ARN viral apartir de24 alicuotasdela
muestra estandar secundariay unaalicuotade control
negativo del ensayo, con el empleo del sistema
UMELOSA®HCV CUALITATIVO[8]. Los24 ARN
extraidos de cada muestra estandar se mezclaron y
homogeneizaron en unvia. Serealizé latranscripcién
inversa-RCP y la RCP anidada, de acuerdo con el
procedimiento que se empleaen el UMELOSA®HCV
CUALITATIVO[8]. Paraestos dospasos se utilizaron
los termocicladores TEMPER 1, TEMPER 2y el
equipo dereferencia. Por Ultimo, serealizd ladeteccion
de la sefial de fluorescencia, mediante hibridacion en
ultra-microplacas.

Por ser un ensayo cualitativo, laprecision se evalud
mediante el porcentaje de concordancia[11].

Evaluacion de la concordancia
en los resultados

Laconcordanciaentrelosresultados seevalud a ensayar
controles positivos a dos concentraciones de ARN del
VHC conocidas (750 Ul/mL y 6 200 Ul/mL). Estas se
consideran concentraciones con baja cargade ARN del
virus de la hepatitis C, teniendo en cuenta que la
sensibilidad requerida, para la deteccion del ARN del
VHC en donaciones individuales, por los ensayos
cualitativos basados en técnicas de amplificacion de
&cidos nucleicos por RCP, es de 5 000 Ul/mL seguin
entidades regul atorias europeas, como el | nstituto Paul
Ehrlich, de Alemania[12].

Ademas, seevaud laconcordanciaentrelosresultados
a ensayar muestrasclinicasenlosdosequipos, TEMPER
1y TEMPER 2, y en € equipo control PTC 150. De
cada concentracidn de control positivo se ensayaron 8
réplicasenlostrestermocicladoresy 60 muestrasclinicas
entotal, dedlas37 negativasy 23 positivasal VHC. Los
pasos de extraccion, amplificaciéon y deteccién se
realizaron de acuerdo con los procedimientos del ensayo
UMELOSA®HCV CUALITATIVO[8].

Evaluacién de la exactitud del AMPLICOR
HBY MONITOR™ Test con el empleo
de los termocicladores TEMPER 2 y PTC 150

La exactitud en los resultados se evalud a partir del
método cuantitativo AMPLICOR HBVY MONITOR®
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Test, Roche Diagnostics [10]. Se procesaron cinco
estandares de carga viral conocida del VHB,
suministrados en el estuche con valores de 10, 100,
1000, 10 000 y 1 000 000 copias/reaccion del VHB.
Estos se amplificaron mediante el procedimiento
descrito en el manual de usuario del estuche comercia
[10]. Paraello seempled el TEMPER 2, con €l cual se
amplificaron dos réplicas de cada muestra estandar y
una réplica con €l equipo control PTC 150. Para €l
andlisisdelosresultados, sehall6 lamediadel logaritmo
(logw) de las copias por reaccidn para cada muestra
esténdar, que seamplificd con el empleo del TEMPER
2, las cuales se compararon con €l log, de las copias
por reaccion esperadas paracadamuestra estandar. La
diferencia entre estos valores permitié evaluar la
exactitud (cualidad de aproximacion de una muestraa
su valor real) del ensayo cuantitativo, en el que se
utilizé el termociclador TEMPER, asi como el equipo
dereferenciaen |os pasos de amplificacion por RCP de
los estdndares suministrados en el estuche comercial.
Con el objetivo de detectar algin problema de
manipulacion durante la gjecucion de la técnica, se
realiz6 el mismo andlisis de exactitud del ensayo para
el equipo de referencia PTC 150.

Resultados y discusién

Evaluacion de la precisién intraensayo

e interensayo del UMELOSA HCV CUALITATIVO
con el empleo de los termocicladores TEMPER 1,
TEMPER 2 y PTC 150

La precisiéon de un ensayo cualitativo no puede ser
expresada de la misma manera que para los ensayos
cuantitativos, medibles mediante el coeficiente de
variacion. Una posible medida de la precisién en los
ensayos cualitativos puede ser el grado de concordancia
delosresultadosde unaseriederéplicas, utilizando la
misma muestra [11].

Laprecision deun ensayo puede estar af ectada por
factores como el tiempo, latécnica, losanalistasy los
equipos, entre otras causas [11].

La precision intraensayo e interensayo del
UMELOSA HCV CUALITATIVO se evalud por €l
porcentaje de concordanciaen losresultados al analizar
una muestrapositivaa ARN del VHC con bagja carga
vira (750 Ul/mL de ARN del VHC). En e paso de
amplificacién se emplearon los termocicladores
TEMPER 1, TEMPER 2y PTC 150.

Enlaprimeraeval uacion delaprecision intraensayo
seobtuvo el 100% de concordanciaentrelosresultados,
al ensayar, de manera repetida, la muestra positiva a
750 Ul/mL de ARN del VHC, independientemente del
termociclador empleado y de las pequefias diferencias
de temperatura que se presentan entre dos posiciones
del bloque de los termocicladores (tabla 1).

Sin embargo, en el segundo montaje, que permitid
evaluar tanto la precision intraensayo (24 réplicas)
como interensayo (con dias y operarios diferentes),
se obtuvo un resultado negativo, apartir de unadelas
24 réplicas del control positivo, amplificadas por €l
TEMPER 2 (tabla 1), lo que significd el 95.8% de
concordancia, como resultado de la precisién
intraensayo con el empleo del TEMPER 2. En el
andlisisdeprecisioninterensayo (tabla?2) seobtuvo el
97.9% de concordanciaal emplear este mismo equipo.
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Tabla 1. Evaluacién de la precision intra-ensayo del UMELOSA HCV CUALITATIVO con el
empleo de los termocicladores TEMPER 1, TEMPER 2 y el equipo de referencia PTC-150

Resultado + (Porcentaje

Numero de réplicas de la muestra positiva de concordancia)

Equipo utilizado 750" j1/mL de ARN del VHC) ensayadas

Montaje 1*  Montaje 2*
PTC-150 24 24 (100%) 24 (100%)
TEMPER 1 24 24 (100%) 24 (100%)
TEMPER 2 24 24 (100%) 23 (95.8%)

* En los montajes 1y 2 se ensayaron 24 réplicas de una muestra positiva con baja concentracién de ARN

del virus de hepatitis C (750 Ul/mL, 7 veces el limite de deteccion del 95% del UMELOSA HCV

CUALITATIVO), la cual se ubicé en 24 posiciones de los tres termocicladores. Cada montaje se realizé en

dias diferentes y por operarios diferentes.

El resultado falso negativo en el segundo
experimento de precision con el TEMPER 2, pudo
estar relacionado con el calentamiento no uniforme
del bloque, la técnica de deteccion empleada y los
errores de operacion o del operario.

El calentamiento no uniforme del bloque de un
termociclador puedellevar aresultadosfalsos negativos
para muestras que son realmente positivas. Esto es
especia mente importante cuando se realizan ensayos
de RCP para e diagndstico o cuantificacion de agentes
infecciosos, en los que se emplean mdltiples muestras,
pues el resultado puede estar influenciado por €l
comportamiento de este parametro [3]. Se conoce que
en el termociclador TEMPER, la uniformidad de la
temperatura (méaxima diferencia de temperatura entre
dospozos) esde+ 0.5°C [7], valor que es aceptado en
lastécnicas de diagndstico por RCPy que caracterizaa
varios equipos que se comercializan en el mundo [6].

Como la uniformidad de la temperatura en el
TEMPER 2 se demostré en los ensayos de
certificacion de este, con valores bajos, comparables
alos del equipo de referencia (PTC 150) y otros
termocicladores comerciales[6], se consideraque el
termociclador TEMPER 2 no fue el causante de los
valores de precision intraensayo (segundo montaj€)
e interensayo obtenidos con este equipo (95.8% y
97.9%, respectivamente).

Ademés, se demostrd que la etapa de deteccién
del producto amplificado del UMELOSA® HCV
CUALITATIVO [8] no fue la causante de la
discordancia en el resultado de la muestra. Esto se
comprobd mediante larepeticion delamismamuestra
amplificada en otra placa de ultramicroelosa con
reactivos diferentes, y se obtuvo nuevamente un
resultado negativo.

La técnica analitica empleada (UMELOSA HCV
CUALITATIVO) hasido validada por los resultados
satisfactorios en cuanto a su precision lo cual sucedio
en todos | os casos en que se ensay6 un control positivo
debgjacargavira, independientemente del operarioy
de los lotes de reactivos empleados [9].

En toda técnica analitica, siempre que no sea
totalmente automatizada, existe el riesgo de que el

Tabla 2. Andlisis de la precisién inter-ensayo del UMELOSA HCV CUALITATIVO, con el
empleo de los termocicladores TEMPER 1, TEMPER 2 y el equipo de referencia PTC-150

Numero de muestras .
Porcentaje de

Equipo utilizado it Resultado (+ !
i posn 150 Ui do Ay " cidonia
PTC-150 48 48 100
TEMPER 1 48 48 100
TEMPER 2 48 47 97.9
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operario cometa errores de manipulacion. De modo
que €l resultado negativo que se obtuvo para una de
las 24 réplicas amplificadas de la muestra positiva en
el TEMPER 2, pudo deberse a este tipo de errores,
los cualestraen como consecuencialano amplificacién
del &cido nucleico. También pudo debersealapresencia
de otros factores de la operacion, que hayan causado
la degradacion del ARN, tales como la presencia de
ribonucleasas en el tubo o en la punta que se utilizé
paralatransferenciadel ARN al tubo dereacciénenel
ocurririala RCP.

Los errores de manipulacion pueden afectar la
precision de un ensayo, especificamentelos debidos a
la manipulacion de la pipetay en el momento de la
adicion de los reactivos [14]. La preparacion de las
muestras para la RCP es un proceso que requiere
multiples pasos con micropipetas, |os cuales podrian
ocasionar resultados fal sos negativos y problemas de
contaminacion de las muestras por el fenémeno
de carryover [2]. Teniendo en cuenta que los errores
de mani pulacion pueden existir en estetipo detécnicas
y que pueden afectar la precision de un ensayo, estos
valoresde precision intraensayo einterensayo (95.8%
y 97.9%, respectivamente) con el empleo del
TEMPER 2, se consideran vélidos y pueden
incrementarse en la medida en que se realicen mas
réplicas del control positivo [11].

Evaluacién de la concordancia en los resultados

Paralaeval uacion de concordanciaentrelos resultados,
se emplearon muestras positivas y negativas al VHC,
asi como diferentes concentraciones conocidasde ARN
del VHC, obtenidas a partir de diluciones de trabajo de
un control positivo alto (1.38 x 10° Ul/mL de ARN del
VHC). Las dos concentraciones de trabajo, con
diferencias de log, mayoresde 0.5 log, Ul/mL deARN
del VHC, se amplificaron en los tres termocicladores
(TEMPER 1, TEMPER 2 y el termociclador de
referenciaPTC 150), a igual quelas muestras negativas
y positivasal VHC provenientes de pacientes. Paralas
diferentesconcentracionesde ARN del VHC ensayadas,
con & empleo de los tres termocicladores, se obtuvo e
100% de concordancia (tabla 3). Un resultado similar
seobtuvo cuando se ensayaron las 60 muestrasclinicas,
de ellas 23 correspondian a muestras positivas de
pacientes y 37 muestras negativas al VHC (tabla 4).

Evaluacion de la exactitud del AMPLICOR HBV
MONITOR™ Test con el empleo
de los termocicladores TEMPER 2 y PTC 150

En mediciones o ensayos analiticos, la exactitud se
define como cuén cerca del valor real esta un valor
promedio medido o calculado [14]. La exactitud del
ensayo cuantitativo AMPLICOR HBV MO-
NITOR™ Test se evalué mediante los estandares de
carga viral de VHB conocidas, los cuales se
amplificaron en posiciones aleatorias del bloque del
TEMPER 2y PTC 150. Sehallélamediadel logaritmo
(loge) de las copias por reaccion de cada estéandar,
que se amplificd con el empleo del TEMPER 2y se
comparé cada valor con el log, de las copias por
reaccion esperadas de cada estandar. |gualmente, se
compararon los valores de log, de las copias por
reaccion de cada estandar, que se amplificd con el
PTC 150 con €l log, de las copias por reaccion
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Tabla 3. Andlisis de la concordancia entre los resultados al ensayar 8 réplicas de dos
concentraciones bajas de ARN del virus de hepatitis C (750 y 6 200 Ul/mL) ubicadas en
posiciones aleatorias del bloque de los equipos TEMPER 1, TEMPER 2 y el termociclador de

referencia PTC 150

Muestras positivas a 750 Ul/mL

Muestras positivas a 6200 Ul/mL de ARN

' de ARN del VHC del VHC
Equipo (n=8) (n=28)
utilizado Porcentaje de Porcentaje de
Resultado (+) Concordancia (%) Resultado (+) Concordancia (%)
PTC-150 8 8
TEMPER 1 8 100 8 100
TEMPER 2 8 8

Tabla 4. Andlisis de la concordancia en los resultados al ensayar muestras negativas y
positivas al ARN del virus de hepatitis C (VHC) de pacientes con el empleo de los
termocicladores TEMPER 1, TEMPER 2 y el termociclador de referencia PTC 150, en el pasode

amplificacién de las muestras

Muestras negativas al VHC
(n = 37)

Equipo utilizado .
Porcentaje de

Muestras positivas al VHC
(n =23)

Porcentaje de

Resultado (-) Concordancia (%) Resultado (+) Concordancia (%)
PTC-150 37 23
TEMPER 1 37 100 23 100
TEMPER 2 37 23

esperadas de cada estandar. Los resultados se
muestran en latabla 5.

Paraensayosdecargavira deVHB, VIH-1y VHC,
se han reportado | imites de aproximadamente 0.5 logio
de aceptacion de las diferencias entre € logo de las
copias de genomas esperadasy las obtenidas [15-18],
de modo que una diferencia mayor representa un
cambio significativo. Teniendo en cuentaquelamaxima
diferencia que se obtuvo entre lamedialogaritmicade
las copias/reaccién de VHB esperadasy |as obtenidas
fuede0.2log., resultado que se obtuvo parad estdndar
decopial0con el empleo del TEMPER 2 (tabla5), se
concluye que se logré una buena exactitud durante la
gjecucion del ensayo AMPLICOR® HBV MONITOR
Test con el empleo de los termocicladores TEMPER
2y PTC 150. Los limites de aceptacion estuvieron
por debajo de 0.5 logi, de las copias/reaccion, para
todas las concentraciones de estandares del VHB
ensayadas (tabla 5).

En la caracterizacién funcional del TEMPER, con
¢l objetivo de evaluar el desempefio de este equipo en
ensayos de deteccion cualitativa de acidos nucleicos o
de cuantificarlos en unamuestradeterminada, se obtuvo
una buena precisién intraensayo e interensayo.
También hubo concordancia entre los resultados tras
el empleo de controles positivos a diferentes
concentraciones de ARN del VHC, y muestras

13. PCR Cycler Validation-Extended
Information. CYCLERtest-Products. 2004.
[Sitio en Internet]. Disponible en: http://
www.cyclertest.com. Ultimo acceso:
4 agosto 2005.

14.Wild D. The immunoassay handbook.
The Macmillan Press Ltd. Concepts;
1994:84-5.

15.Joseph DC Yao, Marcel GHM Beld,
Lynette LEO, et al. Multicenter Evaluation
of the VERSANT Hepatitis B Virus DNA 3.0
Assay. Journal of Clinical Microbiology
2004;42:800-6.

16.Gilbert N, Corden S, ljaz S, Grant PR, et
al. Comparison of commercial assays for
the quantification of HBV DNA load in
health care workers: calibration differences.
Journal of Virological Methods 2002;
100:37-47.

17.Dailey PJ, Hayden D. The AIDS Know-
ledge base. Viral load Assays: Metho-
dologies, variables, and interpretation.
1996.

18.Schirm J, Van Loon AM, Valentine-
Thon E, Klapper PE, Reid J, Cleator GM.
External Quality Assessment Program for
Qualitative and Quantitative Detection of
Hepatitis C Virus RNA in Diagnostic
Virology. Journal of Clinical Micro-
biology 2002;40:2973-80.

Tabla 5. Evaluacién de la exactitud del ensayo cuantitativo Amplicor HBV Monitor Test con el
empleo del TEMPER 2 y el termociclador PTC 150, como equipo de referencia, para la
amplificacién de los estdndares de concentracién conocida de ADN del virus de hepatitis B

(desde 10 hasta 10° copias/reaccién)

Media del log,, Log,,
Copias/reaccion Log,, copias/reaccion copias/reaccién copias/reaccién
esperadas esperadas obtenidas obtenidas
TEMPER 2 PTC 150
10 1.00 0.80 1.10
10? 2.00 1.85 2.0
10° 3.00 3.10 3.0
104 4.00 4.00 3.9
10¢ 6.00 6.00 6.1
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negativas y positivas a este virus. Se pudo constatar
que con € TEMPER no solo se logra un resultado
negativo o positivo paraunamuestraque realmente es
negativa o positiva a una entidad viral determinada,
sino que, ademas, este se puede emplear con seguridad
en ensayos cuantitativos, en los que es importante
obtener la concentracion de una muestra clinica con
exactitud.

En todos los ensayos se empled un termaociclador
comercial, validado para el diagnoéstico y las

Recibido en september de 2005. Aprobado
en april de 2006.
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investigaciones de laboratorio, y en todos |los casos
se obtuvieron resultados similares entreel empleode
este equipo de referencia y las dos series cero de
termocicladores evaluadas. Ello permite aseverar que
¢l termociclador TEMPER, desarrollado y producido
por el CIE, es un equipo confiable, que se puede
emplear en técnicas de deteccion y cuantificacion de
acidos nucleicos o en aplicaciones similares, donde
sea necesario amplificar acidos nucleicos, mediante
lareaccion en cadena de la polimerasa.
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