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INTRODUCCION
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metodologica.

Los métodos de cuantificacion de virus Epstganr(EBV) son utilizados para el seguimiento y evolucion de sus enfermedades asociadas, como los DesdopeokerativosPost

Trasplante. Inicialmente se aplicaron metodologias artesanales, luego se fueron incorporando ensayos comerciales, ¥ lagiavia estrategigold standard Dada esta situacion se
ha sugerido la realizacion de estudmslticentricosdirigidos a alcanzar una estandarizacion metodologica que permita identificar niveles virales indicativos de una conetiacta med
Nuestro objetivo fue organizar un estudiulticéntricopara comparar los métodos de carga viral (CV) en uso en Argentina y establecer un marco para iniciar la armonizacion

MATERIALES 'Y METODOS

Materiales

Métodos

- Se realizd una convocatoria abierta que fue aceptada por 16 laboratorios del pais que disponian de métodos de egigaasimalcon fines clinicos.
- Paneles: a) Control EBV positivo obtenido de la LESB&&Ntrol LNR)
b) Tres muestras de plasma=(13 laboratorios) y / o de sangre entemna 6 laboratorios) , siendo una EBV negativa y dos contenian una cantidad de ADN viral
con una diferencia de 2 logs.

- La carga de EBV se determin0 mediante ensayos de PCR en tiempo real, aplicando: a) procedimiento habitual

- Carga viral consenso: media del logaritmo de las cargas virales informadas por todos los laboratorios, luegmd®shralores atipicos o outliers (test de Grubbs).
- Variabilidad clinica significativa: media consehA8gb log.

b) control EBV positivo como calibrador.

DETERMINACION DE CARGEEE CURVAS DE CALIBRACION DE LOS ENSAYOS DE CARGA VIRAL VARIABILIDAD INTRABORATORIO
e — volumen deefucion () A) PLASMAREL3 labs) PANEL DE PLASMA
METODO EXTRACCION | extraccion Curvas habituales ¢
. PLASMA SANGRE ENTERA ‘o - Curva comun 5 Curva habitual _ Curva LNR
50| 100 | 50| 100 200 o g i >4
Blood-mini-QLACEN 200 1 1 _ \ g % >0
Hi-Pure-Roche 200 4 1 1 8 S \\ 8’5 ;;J)g
200 1 . B EEEEEEEEEEEEEE R T P P S S S
M@-%—Ruche 200 7 Laboratories Laboratories
Ma-Pure-Larae-Roche 500 2 0 : : - - - - - : .
Min-QLAGEN 200 ’ Log Nde copias EBV Log Nde copias EBV PANEL DE SANGRE ENTERA
Min-QIAGEN+ DlAcube 200 _
] 100 B) SANGRE ENTERAG labg -§ N Curva habitual -§ ~ Curva LNR
_ ) L] Le]
MUESTRA Curvas habituales Curva comun X X
) . Fragmento . 8 — 8 —
METODOS DE CUANTIFICACION DE EBY CLINICA Total o o
Amplificado® S S0
Plasma| SE — | —
LishtCycler® EBV OQuantification Kit (Roche) LIP2 i 1 7 - g D | 2 Ifabora;orios 5 E ? 0 iaborgtorios 5
LightM 2@ kit for the detection of EBV (TIB-MOLBIOL-Roche) EBMNAL 1 1 2 ©
EBV Q- PCR Alert kat (Elirech Nanogen) EBNAL i Figure4. Variabilidadintra-laboratorio. Se estim6 la diferencia entre las
*&“ﬂesaﬂj PHRF : o cargas virales de las muestras EBV positivas de cada pangly fRB; SEL y
Pk EEMNAL 1 I 1 - .
i Log Nde copias EBV Log Nde copias EBV SE2) obtenidas por cada laboratorio, respecto del valor espef2dogs.
Artesanal EEMNAL 1 1 4 9 P - . o
Se observa que todos los laboratorios mostraron una variabiirdes
- _ Toal | P o Figura.l. Curvas de calibraci6rSe observa una relacion lineal entre el logaritma dejaboratorio comprendida dentro del rango deseable, tanto los que analizarpn
Tablal (arriba) y Tabla 2 (abajo$e utilizaron una amplia variedad de la concentrqcmn de EBV vy los C|clo_s umbral (Cq), asi como una amplia variabilidggheles de plasma como de sangre entera. o | |
procedimientos de extraccién de ADN y cuantificacion de EBV. en las pendientes, ordenadas al origen. El valor esperado se indica en negro ; la variabilidad clinica significativa
1Sangre entera deseable en rojo— . PL: muestras de plasma . SE: muestras de sangre|¢nte
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s las curvas habituales o LNR.

CARGA DEBVY METODOS DE EXTRACCION DE ADN
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Respecto de la deteccion cualitativa, —— Log carga viral consenso
todos los participantes hallaron — Log carga viral consensb0.5 log
positivas a las muestras que

contenian EBV (FLy PL3; SEl y Figure3. Variabilidad interlaboratorio en la carga de EBV segun métodos de extraccion de ABeMiuestra la dispersion de
SE2), mientras gue informaron las cargas virales determinadas por los participantes con las curvas habituales y LNR para las muestras positivas de ambc
negativas a las que no contenian paneles, en relacion a los métodos de extraccion de ADN utilizados. La variabilidéabmrtatorio observada no puede

ADN viral (RR y SBE). asociarse con un método de extraccion en particular.

Umbral de deteccion-— Métodos de extraccion: Blood mini QIAGEN, 2:Hi Pure Roche, 3 MagNA (Roche), 4: MagNA Large @RDB&)MIN

Carga viral consenso-- (QiaGen)6: Zymo Research.

CONCLUSIONES

U Las variaciones de la carga de HBM-laboratorio se ajustaron a los fines de aplicacion clinica (§Qsh a diferencia de las intéaboratorio (>0,3099. Por lo tanto, el
seguimientantra-laboratorio es adecuado, mientras que las CV H@abmno son comparables.

U La introduccion de un calibrador unico no logro reducir la variabilidad cuantitativa a niveles clinicamente no sign{fOziims. Serd necesario continuar con la
armonizacion metodologica con el fin de establecer un consenso en el diagnostico molecular de EBV.

U PERSPECTIVAZRlibrar en unidades internacionales las metodologias para cuantificar EBV que se utilizan en los laboratorios Aligecdisale
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