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GUIA DE PROCEDIMIENTO PARA DETERMINACION DE CARGA VIRAL
DE POLIOMAVIRUS BK (BKV) POR PCR EN TIEMPO REAL

Guia de Procedimiento para Determinacion de Carga Viral
de Poliomavirus BK (BKV) por PCR en Tiempo Real

Titulo

Procedimiento para determinacion de Carga Viral de Poliomavirus BK (BKV) por
PCR en Tiempo Real.

Finalidad

Determinar los procedimientos técnicos para la correcta determinacion de la carga
viral de Poliomavirus BK (BKV) por PCR en tiempo real.

Objetivos

Realizar el procedimiento de Cuantificacién de la Carga Viral de Poliomavirus BK
(BKV), por PCR en tiempo Real (qPCR) a partir de muestras de suero y orina.

Ambito de Aplicacién

El presente procedimiento sera aplicado por el laboratorio de Histocompatibilidad
y Biologia Molecular del Servicio de Patologia Clinica del INSN - San Borja

Nombre del proceso o Procedimiento y Cédigo CPT
Determinacion de Carga Viral de Poliomavirus BK (BKV) por PCR en Tiempo Real.
CPMS: 8780004

Consideraciones Generales
Definiciones Operativas
1 Definicion del procedimiento

Este ensayo utiliza la amplificacion por PCR en tiempo Real del ADN del
Poliomavirus BK (BKV). La detecciéon se basa en la amplificacion de una
secuencia conservada que sobrelapa los bordes de una secuencia entre los genes
que codifican para las proteinas VP1 y VP2. La cuantificacién se realiza por
deteccién de fluorescencia en el canal del FAM para cada una de las muestras
biolégicas y extrapolando dicho valor de fluorescencia en una curva de
Calibracidén Estandar. Las unidades de reporte son en copias/ml.
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DE POLIOMAVIRUS BK (BKV) POR PCR EN TIEMPO REAL

Consentimiento informado
No requiere

b. Conceptos Basicos

La carga viral es la cuantificacion de las particulas virales en muestras clinicas
humanas (Sangre total, plasma, suero, orina, LCR, etc), utilizando técnicas de
Biologia Molecular como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
amplificaciones de sefial mediante Sondas, etc.

Poliomavirus BK (BKYV) se establece como una infeccion latente en mas de un
80% de la poblacién adulta, aparentemente asintomdtica en individuos
inmunocompetentes. En los receptores de trasplante, sin embargo, la
reactivacion de BKV es comun y puede dar lugar a patologias que varian de
acuerdo al tipo de pacientes. En receptores de trasplante renal (TR), esta
asociado con nefropatia y estenosis uretral y en receptores de trasplante de
células madre hematopoyéticas (CMH) con cistitis hemorragica.

c. Requerimientos Basicos

Recursos Humanos

>
>
>

Médico Patologo Clinico.
Bidlogo.
Técnico de Laboratorio.

Equipos Biomédicos

VVVVYVYVYVYVVYVYVYYVYYVYYVYY

Termociclador en Tiempo Real
Cabina de Bioseguridad Clase II-A2
Ultracentrifuga refrigerada
Termobloque de calor seco
Vortex

Micropipetas 1-10 pul
Micropipeta de 2 - 20 pl
Micropipetas 20 - 200 pl
Micropipeta de 100 - 1000 pl
Congeladora de - 70 °C
Congeladora de - 20 °C
Refrigeradorade 2 - 8 °C
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Material médico no Fungible

Tips con filtro de 1 - 10 ul

Tips con filtro de 2 — 20 ul

Tips con filtro de 20 - 200 ul

Tips con filtro de 100 - 1000 pl
Crioviales de 2.0 ml

Gradillas para tubos de 2.0 ml

Gradilla de tubos de 12 x 75 mm

Criobox

Contenedor de desechos biolégicos de 1L
Contenedor de desechos biolégicos de 4L
Placas de PCR

Tapas de microtubos de 0.2 ml para PCR en Tiempo Real.

VVVYYVVYVYVYVYVYVYY

Material médico Fungible
» Reactivos
¢ Kit de Extraccion de ADN viral (IVD).
¢ Kitde PCR en Tiempo Real para Deteccion y Cuantificacion de Poliomavirus
BK (IVD).
» Materiales
¢ Papel absorbente.
¢ Guantes de nitrilo
¢ Gafas protectoras.
» Soluciones
¢ Etanol Absoluto

VII. Consideraciones Especificas

a. Descripcion detallada del Proceso o Procedimiento
Procedimientos
Tiempo: 380 minutos
» Preparacion de la Muestra (50 Minutos)

Al inicio del trabajo

1 Toda muestra debe ser ingresada con letra legible, especificando el tipo de
prueba a realizarse en el Registro General de Toma de Muestra del
Servicio de Patologia Clinica.

2 En caso de las muestras referidas, verificar la legibilidad de los nombres
tanto del paciente como del médico solicitante al momento de recepcionar
la muestra.
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3  Es obligatorio utilizar bata, guantes y lentes de proteccién durante todo el
tiempo de trabajo en el laboratorio.

4 Toda muestra debe ser considerada potencialmente infecciosa y se
deben tomar las precauciones que garanticen la seguridad del
flebotomista y de los pacientes.

5 Antes de iniciar cualquier procedimiento, limpiar con alcohol Etilico al
70% o Hipoclorito de sodio al 10 % las superficies de las mesas de trabajo.

6 Utilizar contenedores de descarte para objetos punzo cortantes y
biocontaminados.

Numeracion

1 Verificar la calidad de las muestras de sangre obtenidas, por ejemplo:
hemdlisis, lipemia, ictericia, etc (Describir en la orden de ser el caso).

2 Numerar en orden correlativo cada una de las muestras extraidas
consignando los siguientes datos:
¢ Tipo de Examen solicitado
e Tipo de muestra
¢ Fecha delatoma de muestra
e Procedencia de la muestra: Sangre Periférica (Punciéon) o Catéter

venoso central (CVC)

3 La numeracién asignada debe estar indicada en la orden de laboratorio
como en el tubo que contiene la muestra. Ejemplo:

. BKV-SUERO/01-10-18 . BKV-ORINA/01-10-18
4  Reposar las muestras extraidas en posicion vertical por 20 minutos a

temperatura ambiente.

Transporte y Almacenamiento

Rotular en orden correlativo los tubos o crioviales necesarios que se
enviaran al laboratorio segin la cantidad de muestras, indicando los
siguientes datos:

¢ Nombre del Paciente
¢ Numeracién asignada segun tipo de examen solicitado
e Fecha de toma de muestra.
Ejemplo:
Pablo Ruiz Fernandez
1BKV-SUERO/01-10-18
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Para obtener la muestra de suero necesaria para el estudio; centrifugar las
muestras de SANGRE SIN ANTICOAGULANTE a 3000 rpm y/o 1100 g por
20 minutos, transferir el suero (sobrenadante) a un criovial de
almacenamiento (tapa rosca) de 2 ml o viales de 1,5 ml, debidamente
rotulado. Utilizar pipetas de transferencia estériles de 3 ml.

Las muestra de orina debe obtenerse en forma aséptica en tubo o frasco
estéril, luego de un aseo prolijo con agua en la zona genital. Homogeneizar
la muestra en vértex por 10 segundos, tomar una alicuota con pipeta
estéril de transferencia de 3 ml y transferir un volumen representativo en
crioviales de 2 ml.

En caso de que el proceso no se realice el mismo dia de toma de muestra,
el almacenaje de las muestras procedera de acuerdo a parametros de
estabilidad de muestra, tal como se detalla en el siguiente cuadro:

Estabilidad de la

VIRUS Muestra Almacenaje Muestra

Poliomavirus BK| Suero Congelacion (-70 °C) > 72 horas

(BKV) Orina Congelacion (-70 °C) > 72 horas

Al Final del trabajo

1
2
3

4

Limpiar la superficie de la mesa de trabajo utilizada.

Dejar los materiales utilizados en su lugar respectivo.

Eliminar los guantes y/o otros materiales descartables en los reservorios
adecuados (bolsa roja).

Lavarse las manos con jabén desinfectante disponible.

» Extraccion de ADN Viral (120 Minutos)
Preparaci6n de los reactivos

Extraer del congelador de -20°C el Control Interno de Extraccion (IC) y
dejar a temperatura ambiente.

Separar (segun el nimero de muestras clinicas y controles a procesar) las
columnas de extraccion y rotularlas con el nimero de muestra
correspondiente de acuerdo a la lista de trabajo.

Agregar 20 mL de Etanol absoluto a la solucién removedora de
inhibidores de PCR (Inhibitor Removal Buffer) y mezclar por inversion.
Dejar indicado en el frasco la fecha de preparacion.

Agregar 40 mL de Etanol absoluto a la solucién de lavado 2 (Wash Buffer)
y mezclar por inversion. Dejar indicado en el frasco la fecha de
preparacion.
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5. Agregar 5 mL de buffer de elucion al frasco que contiene el liofilizado de
Proteinasa K, mezclar hasta disolver.

Proceso de Extraccién

1. Encender la Cabina de Bioseguridad asignada para la extraccién de acidos
nucleicos. Ver PC-BM-1-004: INSTRUCTIVO DE MANE]JO CABINA DE
BIOSEGURIDAD CLASE II TIPO AZ2.

2. Rotular en orden ascendente el nimero de crioviales necesarios segun la
lista de trabajo del dia.

3. Mezclar por vértex vigorosamente las muestras y controles
(Aproximadamente por 10 segundos).

4. Dispensar 25 pL de Proteinasa K a cada criovial que se va a utilizar segtin
la lista de trabajo del dia.

5. Agregar 5 pL de Control Interno de Extraccién (IC) a cada criovial que se
va a utilizar seguin la lista de trabajo del dia.

6. Mezclar por vortex vigorosamente (Aproximadamente por 10 segundos).

7. Agregar 200 pL de las muestras y Control NTC (Buffer de elucion), segtin
corresponda.

8. Agregar 200 pL del Binding Buffer a cada muestra.

9. Mezclar por vértex vigorosamente (Aproximadamente por 10 segundos)

10. Incubar a 70°C por 10 minutos en un termobloque de calor seco.

11. Sacar las muestras y mezclar vigorosamente en el vortex
(Aproximadamente por 10 segundos).

12. Agregar 100 pL de Binding Buffer a cada muestra.

13. Mezclar por vortex vigorosamente (Aproximadamente por 10 segundos).

14. Trasvasar el contenido de cada criovial en las columnas de extraccion
identificadas (utilizar pipetas de transferencia de 3 mL).

15. Centrifugara 11 000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente.

16. Colocar las columnas en nuevos tubos de coleccién y eliminar los
anteriores.

17. Agregar 500 pL de solucion removedora de inhibidores (Inhibitor
Removal Buffer) a cada columna.

18. Centrifugar a 11 000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente.

19. Colocar las columnas en nuevos tubos de coleccién y eliminar los
anteriores.

20. Agregar a cada columna 500 pL de buffer de lavado (Wash Buffer).

21. Centrifugara 11000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente.

22. Colocar las columnas en nuevos tubos de coleccion y eliminar los
anteriores.

23. Agregar a cada columna 500 pL de buffer de lavado (Wash Buffer).
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Centrifugar a 11000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente.

Colocar las columnas en nuevos tubos de colecciéon y eliminar los
anteriores.

Centrifugar a 11 000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente para secar
las columnas.

Colocar las columnas en nuevos tubos de coleccion y eliminar los
anteriores.

Agregar 50 pL de la solucidon del Buffer de Eluciéon, directamente a la
membrana de silice de las columnas.

Incubar por 3 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 11 000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente.

La solucion eluida contiene ADN viral para el proceso de amplificacion. Si
no se usa el mismo dia congelar a -20°C por un maximo de 24 horas.

» Amplificacion por PCR en Tiempo Real (180 Minutos)
Al inicio del trabajo

1.

Es obligatorio utilizar bata, guantes y lentes de protecciéon durante todo el
tiempo de trabajo en el laboratorio.

Encender la Cabina de Bioseguridad asignada para la preparacién y
cargado de las reacciones de PCR. Ver PC-BM-1-004: INSTRUCTIVO DE
MANE]JO CABINA DE BIOSEGURIDAD CLASE II TIPO A2.

Retirar los reactivos para la preparacion de la mezcla de PCR y los
controles de Amplificacién del congelador de -20 °C y dejar a temperatura
ambiente.

Cortar las filas necesarias de la placa de PCR con sus respectivas tapas.

Preparacién de la mezcla de PCR

1. Dispensar 30 pL de la master Mix en cada pocillo de la placa de PCR.
2. Agregar 10 pL de los Estandares, Control NTC y muestras segun el
siguiente esquema:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A | Estandar 01 | Muestra 4
B | Estandar 02 | Muestra 5
C | Estandar 03 | Muestra 6
D | Estandar 04 | Muestra7
E NTC Muestra 8
F Muestra 1 Muestra 9
G Muestra2 | MuestralO
H | Muestra3 | Muestrall
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3. Eliminar las burbujas presentes en la solucion.

4. Tape cada pocillo con las tapas especiales para reacciones en PCR en
tiempo Real. No tocar las tapas con los dedos.

5. Coloque la placa cargada en el bloque térmico del Termociclador en
tiempo Real y cierre la tapa del equipo.

Programacién del equipo MX3500P System (Stratagene)

1. Ingresar al software Mx y elegir Quantitative PCR en la ventana new
Options Screen.

x4
- Sedect experment / propct pe - | oK I
Feshtre

@ Quartisive FCR Muliphe Standad:) Carcel |
I~ Comparsbye Dusnttation [Caltealon]
" SYBR® Green |nith Dissociation Curve)
™ Evalisean'™ fweh Dissosiaton Curve
" Alele Discomination / SNP's Bes Time
™ Moleculr Boacon Mateg Cuve

Plate joad

™ Quartisive Plsta Read

[ Plsie Read / Aficle Disciminalion
Project

O e D

F T
2. Ingresar los parametros basicos de los estandares, NTC y de las muestras:

a. Definir las posiciones de los estandares en la placa de PCR en el Mx.
b. En el ment de la derecha, seleccione e indique:

i.  Well type: Standard

ii. Collect fluorescence data: FAM, ROX

iii. Reference dye: ROX

iv. Replicate symbol: none.

g

Definir la posicion del Control NTC en la Placa de PCR en el Mx.
d. En el menu de la derecha, selecciones e indique:

i. Welltype: NTC

ii. Collect fluorescence data: FAM, ROX,HEX

iii. Reference dye: ROX

iv. Replicate symbol: none.

@

. Definir la posicién de las muestras en la Placa de PCR en el Mx.
f. En el ment de la derecha, selecciones e indique:
i.  Well type: Unknown

Febrero 2020 | GP-021/INSN-SB/USDXT-PC-V.01 P4gina 10 de 13
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ii. Collect fluorescence data: FAM, ROX,HEX
iii. Reference dye: ROX
iv. Replicate symbol: none.

g. Haciendo doble click en cada pocillo, aparecera el cuadro de didlogo de
informacién del Pocillo. Introduzca segin corresponda:
e Estandar 01
e Estandar 02
e Estandar 03
e Estandar 04
e Control NTC
¢ Nombre del Paciente

3. Configurar los pardmetros de amplificacion PCR con los siguientes datos:

v’ Segmento 01
- UDG decontamination (37°C por 2 min.) --> 01 Ciclo

v’ Segmento 02
- Initial denaturation (95°C por 10 min.)

- Denaturation (95°C por 5 s) 45

- Annealing (60°C por 40 s) ciclos
reading of the fluorescence signal

- Extension (72°C por 20 s)

4. Guardar la corrida en la carpeta correspondiente y hacer click en Start
para iniciar la corrida.

» Anadlisis de datos y validacion de parametros de amplificacion (30
minutos)

1. Cuando el programa de amplificacion haya culminado, hacer click en
Analysis del menu de la izquierda.

2. Active la pestafia de visualizacién del canal FAM para verificar la
amplificacidn de los Estandares.

3. Active la pestafia de visualizacion del canal HEX para verificar la
amplificaciéon del control Interno presente en todas las muestras y en el
control negativo.

4. Hacer click en Amplificatiéon plot y verifique los Ct de amplificacion del
Control Interno, Estandares y muestras clinicas.
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5. Hacer click en Show Standard Curve y verifique los datos de RSq y % de
eficiencia, los cuales deben estar cerca de 1y 100 %, respectivamente.

6. Para mostrar los resultados de cuantificacion, hacer click en Text report.

7. Utilice la siguiente férmula para calcular la concentracién de una muestra
en unidades (genoma, copias, Ul) por 1 ml:

Concentracion= c¢VZXEOQ
1
cVZ = concentracion de la muestra en unidades/pL
EO =Volumen de elucién en puL
I  =Volumen de muestra usado en mL

sovo | _oun | G

A T Ty

1G-8 080 0BT 5B P L T FEm:
Ansiysis SeloctEenp |

Amplification Plots P e

Opticen.

Wi 6 £
Prasescence.
i =

Theedeks arescence

Flreiceeca (3%
L}

Standard Curve r —3a

o} e, Log R ualons 83 FAM  Uninow 1@
g e ® A Sndues RS 10N

2 = > i . & BN e 03

2 ALY w-332200000+ 3550 €10 1000% | | |63 At triee ol

Ko Qr

b. Indicaciones
1 Indicaciones Absolutas

Cuantificaciéon de ADN viral de BKV en pacientes pediatricos remitidos por los
diversos servicios del Instituto Nacional del Nifio — San Borja (INSN-SB).

2 Indicaciones Relativas

¢ Cuantificacién de ADN viral de BKV en pacientes pediatricos hospitalizados o
por consulta de los diferentes servicios del INSN-SB.
¢ Las muestras validadas para la deteccion de ADN viral de BKV por PCR a

Tiempo Real son: Suero y Orina.
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c. Riesgos o Complicaciones Frecuentes

Ninguno

d. Riesgos o Complicaciones poco Frecuentes

Ninguno

e. Contraindicaciones

Ninguna
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