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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN on johtava innovatiivisten nayte- ja maaritystekniikoiden
toimittaja. QIAGENIn tuotteet mahdollistavat kaikkien biologisten
naytteiden sisalléon eristamisen ja tunnistamisen. Pitkalle kehitetyt ja
laadukkaat tuotteemme ja palvelumme takaavat luotettavan prosessin
naytteesta tulokseen.

QIAGENIn uraauurtavan toiminnan ydinalueita ovat seuraavat:
B DNA:n, RNA:n ja proteiinien puhdistus

B nukleiinihappojen ja proteiinien maaritykset

B microRNA-tutkimus ja RNAI

B nayte- ja maaritystekniikoiden automatisointi.

Tavoitteenamme on toimittaa tuotteita, joiden avulla asiakkaamme
saavuttavat menestysta ja lapimurtoja. Katso lisatietoja osoitteesta
www.qgiagen.com.
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artus EBV LC PCR Kit -sarja

Tarkoitettu kaytettavaksi LightCycler-laitteen kanssa.

1. Sisaltd
Nimi ja sisalto Tuotenro Tuotenro
4501063 4501065
24 reaktiota 96 reaktiota

Sininen EBV LC Master 2 x 12 reaktiota 8 x 12 reaktiota

SMETERNEBY LC/RG/TM QS 1= 1 x 200 1 x 200 pl
5 x 104 kop/ul

SMETERNEBY LC/RG/TM QS 2= 1 x 200 l 1 x 200 pl
5 x 103 kop/ul

IETERNEBY LC/RG/TM QS 3o 1 x 200 pl 1 x 200 pl
5 x 102 kop/ul

IMETERNEBY LC/RG/TM QS 4o 1 x 200 pl 1 x 200 pl
5 x 10! kop/ul
EBV LC ICm 1 x 1000 pl 2 x 1 000 pl

Valkoinen Vesi (PCR-laatu) 1x 1000 pl 1 x 1000 pl

o QS = kvantitointistandardi
IC = sisainen kontrolli

2. Sailytys

artus EBV LC PCR Kit -sarjan komponentteja on sailytettava -30...-15
°C:n lampotilassa. Ne ovat stabiileja etikettiin merkittyyn viimeiseen
kayttopaivamaaraan saakka. Toistuvaa sulatusta ja pakastusta (yli 2
kertaa) on valtettava, silla se saattaa heikentaa analyysin tarkkuutta.
Jos reagensseja halutaan kayttaa eri ajankohtina, ne pitaa jaadyttaa
alikvootteina. Sailytys +4 °C:n lampoétilassa ei saa kestaa yli viitta tuntia.

3. Muut tarvittavat materiaalit ja laitteet

B Kertakayttoiset, puuterittomat kasineet

B DNA:n eristyssarja (katso kohta 8.1 DNA:n eristaminen)
B Pipetteja (saadettavia)

IS
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Steriilit pipettikarjet, joissa on suodattimet

Vortex-sekoitin

Poytamallinen sentrifugi, jossa on roottori, tarkoitettu 2 ml:n
reaktioputkille

Color Compensation Set (Roche Diagnostics, tuotenro 2 158 850)
Crosstalk Color Compensation -tiedoston asentamista varten

LightCycler-kapillaareja (20 ul)
LightCycler-jaahdytyslevy
LightCycler-laite

LightCycler-korkituslaite

4. Yleiset varotoimet
Kayttajan on aina huomioitava alla mainitut varotoimet:
B Kayta steriileja pipettikarkia, joissa on suodattimet.

B Sailyta ja uuta positivinen materiaali (naytteet, kontrollit ja
amplikonit) erilla&an, poissa kaikkien muiden reagenssien
laheisyydesta ja lisaa se reaktioseokseen erillisessa tilassa.

B Sulata kaikki osat huolellisesti huoneenlampdgtilassa ennen analyysin

aloittamista.
B Sekoita sulaneet komponentit ja sentrifugoi niit& lyhyesti.
B Tyoskentele nopeasti joko jaan tai LightCycler-jaahdytyslevyn

paalla.

5. Patogeenitiedot

Epstein-Barrin virus (EBV) tarttuu oraalisesti, paaasiassa
kontaminoituneen syljen kautta. Yleensa EBV-tartunta on oireeton,
etenkin jos tartunta tapahtuu lapsuudessa. Akuutin tartunnan kliininen
merkki on infektioosi mononukleoosi, johon littyy kuumetta, vasymysta ja
angiina seka imusolmukkeiden ja pernan tulehdus. Joillakin potilailla
oireet iimestyvat uudelleen kroonisesti. Immuunirajoitteisilla potilailla
sek& henkildilla, joilla on T-soluvaje, tavataan EBV-infektion vaikeita
muotoja.

artus EBV LC PCR Kit -sarja 03/2015 5



6. Reaalialkaisen PCR-menetelman
toimintaperiaate

Polymeraasiketjureaktioon (Polymerase Chain Reaction, PCR)
perustuvan patogeenidiagnoosin toiminta perustuu patogeenin
genomin tiettyjen alueiden monistamiseen. Reaaliaikaisessa PCR-
menetelmassa monistuksen tuote tunnistetaan fluoresoivien
variaineiden avulla. Yleensa variaineet littyvat oligonukleotidikoettimiin,
jotka sitoutuvat spesifisesti monistettuun tuotteeseen.
Fluoresenssivoimakkuuksien tarkkailu PCR-ajon aikana (el
reaaliaikaisesti) mahdollistaa kertyneen tuotteen tunnistamisen ja
kvantitoinnin niin, ettei reaktioputkia tarvitse avata uudelleen PCR-ajon
jalkeen (Mackay, 2004).

7. Tuotekuvaus

artus EBV LC PCR Kit -sarja koostuu kayttovalmiista jarjestelmast&a EBV-
viruksen DNA:n tunnistamiseen polymeraasiketjureaktiolla (PCR)
LightCycler-laitteella. EBV LC Master sisaltaa reagensseja ja entsyymeja,
joilla monistetaan spesifisesti EBV-viruksen genomin emasparin 97 alue ja
havaitaan suoraan spesifinen amplikoni LightCycler-laitteen
fluorometrikanavasta F2. Lisaksi artus EBV LC PCR Kit -sarja sisaltaa toisen
rinnakkaisen monistusjarjestelman, jolla voidaan tunnistaa mahdollinen
PCR-inhibitio. Se tunnistetaan sisaisena kontrollina (internal control, IC)
fluorometrikanavasta F3. Analyyttisen EBV-PCR:n tunnistusrajaa (katso
kohta 11.1 Analyyttinen herkkyys) ei ole alennettu. Mukana toimitetaan
ulkoiset positiiviset kontrollit (EBV LC/RG/TM 1-4), joiden avulla
patogeenikuorma voidaan maarittaa. Katso lisatietoja kohdasta 8.3
Kvantitointi.

Tiedoksi: Lampotilaprofiili EBV-viruksen tunnistamiseen artus EBV LC PCR
Kit -sarjaa kayttamalla vastaa artus HSV-1/2 LC PCR Kit -sarjan, artus VZV
LC PCR Kit -sarjan ja artus CMV LC PCR Kit -sarjan profiileja. Sen johdosta
naiden artus-jarjestelmien PCR-analysointeja voi suorittaa samalla
kertaa. Huomaa PCR-analyyseihin liittyvat suositukset kohdissa 8.3
Kvantitointi ja 9. Datan analysointi.
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8. Protokolla

8.1 DNA:n eristaminen

DNA:n eristyssarjoja on saatavilla useilta eri valmistajilta. DNA:n
eristamistoimenpiteen edellyttamat naytemaarat riippuvat
kaytettavasta protokollasta. Suorita DNA:n eristaminen valmistajan
ohjeiden mukaisesti. Suosittelemme seuraavia eristyssarjoja:

Nukleiinihapon

Kantaja-

Virus Kit (50)

Verisolut QlAamp DNA
Blood
Mini Kit (50)
Plasma EZ1® DSP Virus Kit

-sarja (48)*

Naytemateriaali eristyssarja Tuotenumero Valmistaja  RNA
Seerumi, QlAamp® DNA QIAGEN eisisally
plasma, aivo- Mini Kit (50)
selkaydinneste -
y QlAamp QIAGEN  siséltyy
UltraSens®

QIAGEN eisisally

QIAGEN sisaltyy

*Kaytettava yhdessa BioRobot® EZ1 DSP Workstation -tydaseman (tuotenro 9001360)

ja EZ1 DSP Virus Card -viruskortin (tuotenro 9017707) kanssa.

Tarkea huomautus koskien QlIAamp UltraSens Virus Kit -sarjan, QlAamp
DNA Blood Mini Kit -sarjan ja QIAamp DNA Mini Kit -sarjan kayttoa:

B Kantaja-RNA:n kaytto on erittain tarkeaa erottelun tehokkuuden ja
sitd myOten DNA:n/RNA:n tuoton kannalta. Jos valittu eristyssarja ei
sisalla kantaja-RNA:ta, on ehdottoman suositeltavaa lisata kantajaa
(RNAHomopolymer Poly(A), Amersham Biosciences, tuotenro 27-
4110-01), kun nukleiinihappoja erotellaan soluttomista
ruumiinnesteista ja materiaaleista, joissa on vain vahan DNA-/RNA-
sisaltoa (kuten selkaydinnesteesta). Tallaisissa tapauksissa toimi

seuraavasti:

a) Suspendoi lyofilisoitu kantaja-RNA uudelleen erotussarjan
eluointipuskuriin (esim. QlAamp DNA Mini Kit- / QlAamp DNA
Blood Mini Kit -sarjan AE-puskuri). Ala kayta lyysauspuskuria.
Valmista diluutio, jonka konsentraatio on 1 pg/ul. Jaa kantaja-
RNA-liuos niin moneen alikvoottin kuin tarvitset ja sailyta niita —
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20 °C:n lampdtilassa. Valta kantaja-RNA-alikvoottien toistuvaa
sulattamista (yli 2 kertaa).

b) Kayta 1 ug kantaja-RNA:ta per 100 pl lyysauspuskuria. Jos
erotusprotokolla suosittelee kayttamaan esimerkiksi 200 pl
lyysauspuskuria, lis&d& suoraan lyysauspuskuriin 2 pl kantaja-RNA:ta
(1 ug/pl). Valmista lyysauspuskurin ja kantaja-RNA:n (seka
tarvittaessa myos sisaisen kontrollin, katso kohta 8.2 Sisainen
kontrolli) seos juuri ennen kunkin erotuksen aloittamista seuraavan
pipetointitavan mukaan:

Naytteiden maara 1 12
Lyysauspuskuri esim. 200 pl esim. 2 400 pl
Kantaja-RNA (1 pg/pl) 2 pl 24 ul
Kokonaistilavuus 202 ul 2424l
Tilavuus erottelua kohden 200 pl kukin 200 pl

c) Kayta juuri valmistettua lyysauspuskurin ja kantaja-RNA:n seosta
valittomasti erotteluun. Seos ei kesta sailyttamista. )

B Kantaja-RNA:n kaytto on erittain tarkeaa erottelun tehokkuuden ja
sitd myoten DNA:n/RNA:n tuoton kannalta. QlIAamp UltraSens Virus
Kit -sarjan mukana toimitetun kantaja-RNA:n stabiiliuden
parantamiseksi suosittelemme seuraavaa toimintamallia, joka
poikkeaa erottelusarjan kayttboppaan suosituksista:

a) Suspendoi lyofilisoitu kantaja-RNA uudelleen ennen erottelusarjan
ensimmaisté kayttéa 310 pl:aan sarjan mukana toimitettua
eluointipuskuria. (Lopullinen pitoisuus 1 pg/ul. Ala kayta
lyysauspuskuria). Jaa kantaja-RNA-liuos niin moneen alikvoottin
kuin tarvitset ja sailyta niitd -20 °C:n lampdétilassa. Valta kantaja-
RNA-alikvoottien toistuvaa sulattamista (yli 2 kertaa).

b) Valmista lyysauspuskurin ja kantaja-RNA:n (seka tarvittaessa myos
sisaisen kontrollin, katso kohta 8.2 Sisainen kontrolli) seos juuri
ennen kunkin erotuksen aloittamista seuraavan pipetointitavan
mukaan:
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Naytteiden maara 1 12
Lyysauspuskuri AC 800 ul 9 600 pl
Kantaja-RNA (1 pg/pl) 5,6 ul 67,2 ul
Kokonaistilavuus 805,6 ul 9667,2 ul
Tilavuus erottelua kohden 800 ul kukin 800 pl

c) Kayta juuri valmistettua lyysauspuskurin ja kantaja-RNA:n seosta
valittomasti erotteluun. Seos ei kesta sailyttamista.

B artus EBV LC PCR Kit -sarjan parhaimman herkkyyden
ailkaansaamiseksi suosittelemme eluoimaan DNA:n 50 pl:aan
eluointipuskuria.

B QlAamp UltraSens Virus Kit -sarja mahdollistaa naytteen
konsentroinnin. Jos naytemateriaali on jotakin muuta kuin seerumia
tai plasmaa, lisda naytteeseen vahintaan 50 % (V/V) negatiivista
ihmisen plasmaa.

B Antikoagulanteilla paallystetyt verinayteputket voivat inhiboida
PCR:4a. Nama inhibiittorit eliminoituvat kuitenkin kayttamalla edella
lueteltuja eristyssarjoja. On suositeltavaa valttaa heparinoitua verta.

B Kun eristystoimenpiteissa kaytetaan etanolia sisaltavia
pesupuskureita, suorita ylimaarainen sentrifugointivaihe (kolme
minuuttia, 13 000 rpm) ja poista sitten alkoholij@amat eluoimalla.
Tama estaa mahdollisen PCR-inhibition.

B artus EBV LC PCR Kit -sarjaa ei saa kayttaa eristystoimenpiteisiin,
jotka perustuvat fenolin kayttéon.

Tarkea huomautus EZ1 DSP Virus Kit -sarjan kaytosta:

B Kantaja-RNA:n kaytto on erittain tarkeaa erottelun tehokkuuden ja
sitA myoten DNA:n/RNA:n tuoton kannalta. Lis&da asianmukainen
maara kantaja-RNA:ta jokaiseen erotukseen EZ1 DSP Virus Kit -
kasikirjan (EZ1 DSP Virus Kit Handbook) ohjeiden mukaisesti.

Tarkeaa: artus EBV LC PCR Kit -sarjan sisaista kontrollia voi kayttaa
suoraan eristystoimenpiteessa (katso kohta 8.2 Sisainen kontrolli).

8.2 Sisainen kontrolli

Sarjan mukana toimitetaan sisainen kontrolli (EBV LC IC). Sita voi kayttaa
seka DNA:n eristystoimenpiteen kontrollina etta tarkkailuun mahdollisen
PCR-inhibition varalta (katso kuva 1). Kun kaytat erotukseen EZ1 DSP
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Virus Kit -sarjaa, sisainen kontrolli on lisattava EZ1 DSP Virus Kit -kasikirjassa
mainittujen ohjeiden mukaisesti. Kun kaytat QlAamp UltraSens Virus Kit -
sarjaa, QlAamp DNA Blood Mini Kit -sarjaa tai QlAamp DNA Mini Kit -
sarjaa, lisaa sisaista kontrollia isolaattiin suhteessa 0,1 ul per 1 pl
eluaattia. Esimerkiksi QI Aamp DNA Mini Kit -sarjaa kaytettaessa DNA
eluoidaan 50 pl:aan AE-puskuria. Tassa tapauksessa aluksi on lisattava

5 pl sisaista kontrollia. Kaytettavan sisaisen kontrollin maéara perustuu
ainoastaan eluaatin tilavuuteen. Sisaisen kontrollin ja kantaja-RNA:n
(katso kohta 8.1 DNA:n eristaminen) saa lisata ainoastaan

M lyysauspuskurin ja naytemateriaalin seokseen tai
B suoraan lyysauspuskuriin.

Sisaista kontrollia ei saa lisdta suoraan naytemateriaaliin. Jos kontrolli
lisataan lyysauspuskuriin, huomaa, etta sisaisen kontrollin ja
lyysauspuskurin/kantaja-RNA:n seos on valmistettava juuri ennen
kayttoa ja kaytettava valittomasti (seoksen sailyttaminen
huoneenlampaotilassa tai jdakaapissa vaikka vain muutaman tunnin
ajan voi johtaa sisaisen kontrollin toimimattomuuteen ja
heikentyneeseen erotustehoon). Ala lisaa sisaista kontrollia ja kantaja-
RNA:ta suoraan naytemateriaaliin.

Vaihtoehtoisesti sisaista kontrollia voi kayttaa pelkastaan mahdollisen
PCR-inhibition tarkistamiseen (katso kuva 2). Tallaisessa
kayttotarkoituksessa lisa& 0,5 pl sisaista kontrollia kutakin reaktiota
kohden suoraan 15 pyl:aan EBV LC Masteria. Kayta nain valmistettua
paaseosta 15 pl kutakin reaktiota kohden edella kuvatulla tavalla* ja
lisda 5 pl puhdistettua naytetta. Jos aiot suorittaa PCR-ajon useille
naytteille, suurenna EBV LC Masterin ja sisaisen kontrollin maaria
naytemaaran mukaisesti (katso kohta 8.4 PCR:n valmistelu).

Samaten artus EBV LC PCR Kit -sarjoissa ja artus CMV LC PCR Kit -
sarjoissa on keskenaan identtiset sisaiset kontrollit. Samaten artus HSV-
1/2 LC PCR Kit -sarjoissa ja artus VZV LC PCR Kit -sarjoissa on keskenaan
identtiset sisaiset kontrollit.

8.3 Kvantitointi

Tuotteen mukana toimitettavia kvantitointistandardeja

(EBV LC/RG/TM QS 1-4) kasitellaan kuten aiemmin puhdistettuja
naytteita, ja niita kaytetdan sama maara (5 pl). Standardikuvaajan
luominen LightCycler-laitteella edellyttaa, etta kaikkia neljaa

* Sisaisen kontrollin lisdamisesta aiheutuva tilavuuden kasvu jatetaan huomioimatta
PCR-analyysia valmisteltaessa. Tama ei heikenna havaitse misjarjestelman
herkkyytta.
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kvantitointistandardia kaytetaan, ja ne on maaritettava Sample
Loading Screen (Naytteiden tayttamisen nakyma) -ikkunassa
standardeiksi, joilla on tietyt pitoisuudet (katso LightCycler-kayttbopas
[LightCycler Operator’s Manual], versio 3.5, luku B, 2.4. Sample Data
Entry). Talla tavalla luotua standardikuvaajaa voi kayttaa myos
seuraavissa ajoissa, jos kyseisessa ajossa kaytetaan ainakin yhta naista
standardeista ja standardin pitoisuus vastaa yhta maaritetyista
pitoisuuksista. Tata varten jarjestelmaan on tuotava aiemmin luotu

standardikuvaaja (katso LightCycler-kayttéopas, versio 3.5, luku B, 4.2.5.

Kvantitointi ulkoisen standardikuvaajan avulla). Tama
kvantitointimenetelma saattaa kuitenkin johtaa poikkeamiin tuloksissa
sen vuoksi, etta eri PCR-ajojen valilla on vaihtelua.

Jos olet integroinut PCR-ajoon enemman kuin yhden artus-
herpesjarjestelman, analysoi eri jarjestelmat erikseen niita vastaavilla
kvantitointistandardeilla.

Tiedoksi: Kvantitointistandardit on maaritetty yksikdssa kopiota/pl.

Seuraavan kaavan avulla voi muuntaa standardikuvaajaa kayttamalla

saadut arvot muotoon kopiota / ml naytemateriaalia:

Tulos (kopiota/ml) tulos (kopiota/pul) x eluaatin tilavuus (ul)

Naytteen tilavuus (ml)

Huomaa perusperiaate, etta edella esitettyyn kaavaan tulee antaa
naytteen alkutilavuus. Tama on huomioitava, kun naytteen tilavuus
muuttuu ennen nukleiinihappojen erotusta (esim. tilavuuden
pieneneminen sentrifugoitaessa tai tilavuuden suureneminen
taydennettaessa maaraa eristamisen vaatiman tilavuuden
saavuttamiseksi).

Tarkeaa: Ohje artus-jarjestelmien kvantitatiiviseen analyysiin LightCycler-

laitteella on osoitteessa

www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX (tekninen huomautus
kvantitoinnista LightCycler -laiteversiolla 1.1/1.2/1.5 tai LightCycler 2.0 -
laitteella).

8.4 PCR:n valmistelu

Varmista, etta jaahdytyslevy ja kapillaarisovittimet (LightCycler-laitteen
lisvarusteita) on jaahdytetty +4 °C:n lampotilaan. Aseta haluttu maara

LightCycler-kapillaareja jaahdytyslevyn sovittimiin. Varmista, etta PCR-
ajoon sisallytetaan vahintaan yksi kvantitointistandardi ja yksi
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negatiivinen kontrolli (vesi, PCR-laatu). Standardikuvaajan luominen
edellyttaa, etta kussakin PCR-ajossa kaytetaan kaikkia
kvantitointistandardeja (EBV LC/RG/TM QS 1-4), jotka tuotteen mukana
on toimitettu. Kaikki reagenssit on sulatettava kokonaan, sekoitettava
(pipetoimalla toistuvasti ylos ja alas tai nopeasti vorteksoimalla) ja
sentrifugoitava lyhyesti ennen jokaista kayttoa.

Jos haluat kayttaa sisaista kontrollia DNA:n eristystoimenpiteen
valvontaan ja mahdollisen PCR-inhibition tarkkailuun, se on jo lisatty
isolaattiin (katso kohta 8.2 Sisainen kontrolli). Kayta tassa tapauksessa
seuraavaa pipetointitapaa (esitetty graafisesti kuvassa 1):

Naytteiden maara 1 12
1. PAaseoksen valmistelu EBV LC Master 15 pl 180
EBV LC IC oul oul

Kokonaistilavuus 15 pl 180 pl

2. PCR-analyysin valmistelu Paaseos 15 pl Kukin 15 pl
Nayte 5ul Kukin 5 pl
Kokonaistilavuus 20 pl Kukin 20 ul

Jos haluat kayttaa sisaista kontrollia pelkastaan PCR-inhibition
tarkistamiseen, kontrolli on lisattava suoraan EBV LC Masteriin. Kayta
tassa tapauksessa seuraavaa pipetointitapaa (esitetty graafisesti
kuvassa 2):

Naytteiden maara 1 12
1. PAaseoksen valmistelu EBV LC Master 15 pl 180
EBV LCIC 0,5 ul 6 ul

Kokonaistilavuus 15,5 pl* 186 pl*

2. PCR-analyysin valmistelu P&aaseos 15 pi*  Kukin 15 pl*
Nayte 5 ul Kukin 5 pl
Kokonaistilavuus 20 yi - Kukin 20 pl

* Sisaisen kontrollin lisdamisesta aiheutuva tilavuuden kasvu jateta&dn huomioimatta
PCR-analyysia valmisteltaessa. Tama ei heikenna havaitse misjarjestelman
herkkyytta.
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Pipetoi 15 pl paaseosta kunkin kapillaarin muoviseen sailioon. Lisaa sitten
5 ul eluoitua nayte-DNA:ta. Vastaavasti on kaytettava 5 pl vahintaan
yht& kvantitointistandardia (EBV LC/RG/TM QS 1-4) positiivisena
kontrollina ja 5 pl vetta (vesi, PCR-laatu) negatiivisena kontrollina. Sulje
kapillaarit. Jotta seos siirtyisi muovisesta sailiosta kapillaariin, sentrifugoi
kapillaarit sisaltavia sovittimia poytamallisessa sentrifugissa kymmenen
sekunnin ajan enintaan teholla 400 x g (2 000 rpm).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Sisaisen kontrollin lisdaminen puhdistustoimenpiteeseen

Kuva 1: Graafinen esitys sek& puhdistustoimenpiteen etta PCR-inhibition kontrolloinnin
tyonkulusta.

*Varmista, etta liuokset ovat sulaneet kokonaan ja sekoittuneet hyvin, ja sentrifugoi
lyhyesti.
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Sisaisen kontrollin lisAaminen artus Masteriin

Kuva 2: Graafinen esitys PCR-inhibition kontrolloinnin tyonkulusta.

*Varmista, etta liuokset ovat sulaneet kokonaan ja sekoittuneet hyvin, ja sentrifugoi
lyhyesti.
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8.5 LightCycler-laitteen ohjelmoiminen

Luo EBV-viruksen DNA:n tunnistamista varten LightCycler-laitteelle
lampotilaprofiili suorittamalla alla esitetyt viisi vaihetta (katso kuvat 3-7).

A. Kuumakaynnistysentsyymin alkuaktivointi — kuva 3
B. Touchdown-vaihe - kuva 4

C. DNA:n monistus — kuva 5

D. Sulamiskayra (valinnainen) — kuva 6

E. Jaahdytys — kuva 7

Kiinnita huomiota erityisesti Analysis Mode (Analyysitila)-, Cycle Program
Data (Syklin ohjelmatiedot)- ja Temperature Targets
(Lampotilatavoitteet) -asetuksiin. Kuvissa namé asetukset on merkitty
mustilla kehyksilla. Lisatietoja LightCycler-laitteen ohjelmoinnista saat
LightCycler-kayttboppaasta. Vaihe D. PCR-ajossa ohjelma on
valinnainen ja sita tarvitaan vain HSV 1:n ja 2:n erotteluun, kun kaytossa
on artus HSV-1/2 LC PCR Kit -sarja.

1 Cycle Program Data Analysis Mode
1 4 Cuantification
Q’—CI—E—SJJﬂ Melting Curves

Temperature Targets

— Target Temperature ('C)
— Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)

Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
|7 Step Delay (cycles)

|—Ac:qwsmnn Mode

Floooffo [Sloo |50 [5NONE |§,ﬁ|

Ihs M5 21000

Kuva 3: Kuumakaynnistysentsyymin alkuaktivointi.
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Cycle Program Data B ET R RIGHE

1 A Quantification
%ﬂ]_mlg Melting Curves
emperature |argets

— Target Temperature (°C)
— Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)

Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
|7 Step Delay (cycles)

|—A|:quisition Mode

95 35 [seo00f80 [3o00 [S0  BINONE |5 QEED

22000855 [Sho |81 B NONE [+ GEED

Kuva 4: Touchdown-vaihe.

1 C‘ycle Program Data Analssis Model None
I— 4 Quantification
Mﬂ,ﬂ Melting Curves

emperature | argets

— Target Temperature {'C)
— Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)

Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ("C)
|7 Step Delay (cycles)

[~Acquisition Mode

Qrsliss 25 [Hloooffo [Bloo [ (E[none |2 GEED
Qis)ss [s20  [SRoooffo |30 [Flo  [YisinGie [f (U
G2 [Bhs |2 0[S0 [0 (&[none [5G

Kuva 5: DNA:n monistus.
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Coele Prograrm Dote Analysis Mode None“ _
1 Cyeles|| 1[5 Quantification 2

emperature largets

— Target Temperature (°C)
— Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)
Secondary Target Temperature ("C)

Step Size ('C)
r Step Delay (cycles)

I—Acquisition hMode

Sooo o [Soo0 [So (5[ NONE |5 GEED
50 J15__|w2000 0 [s00 Jgl0 g NONE |5 GEED

0 fgloo 5o

/010

Kuva 6: Sulamiskayra.

Cycle Program Data|

Analysis Mode

1 Cycles|| 13 Quantification 2

Melting Curves

emperature largets

— Target Temperature ('C)
— Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/{ s)

Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
’7 |—Acquisition Mode

Qas)«0 [7:0  Fleooofio [Hloo [§lo 5 NONE |§ﬁ|

Kuva 7: Jaahdytys.
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9. Datan analysointi

Useita vareja kattavissa analyyseissa esiintyy hairigita eri
fluorometrikanavien valilla. LightCycler-laitteen ohjelmistossa on
tiedosto nimelta Color Compensation File, joka kompensoi nama
hairiét. Voit avata tiedoston ennen PCR-ajoa, sen aikana tai sen jalkeen
aktivoimalla Choose CCC File (Valitse CCC-tiedosto) tai Select CC
Data (Valitse varien kompensointidata) -painikkeen. Jos Color
Compensation File -tiedostoa ei ole asennettu, luo tiedosto LightCycler-
kayttboppaan ohjeiden mukaisesti. Kun Color Compensation File on
aktivoitu, erottele signaalit, jotka havaitaan fluorometrikanavissa F1, F2
ja F3. Valitse artus EBV LC PCR Kit -sarjalla saatujen PCR-tulosten
analysointia varten fluoresenssin esitysasetuksiksi F2/Back-F1 analyyttista
EBV-viruksen PCR:&a varten ja F3/Back-F1 PCR:n sisaista kontrollia
varten. Noudata kvantitatiivisten ajojen analysoinnissa kohdan 8.3
Kvantitointi ohjeita seka osoitteessa
www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX annettuja teknisia tietoja
kvantitoinnin tekemiseen LightCycler 1.1-/1.2-/1.5- tai LightCycler

2.0 -laitteilla.

Jos olet integroinut PCR-ajoon enemman kuin yhden artus-
herpesjarjestelman, analysoi eri jarjestelmat erikseen niita vastaavilla
kvantitointistandardeilla. Valitse roottorin asennot analyysia varten.

Analyysista on mahdollista saada seuraavat tulokset:

1. Signaali havaitaan fluorometrikanavassa F2/Back-F1.
Analyysin tulos on positiivinen: Nayte sisaltaa EBV-viruksen DNA:ta.
Tallaisessa tapauksessa signaalin tunnistaminen F3/Back-F1-
kanavassa jaa tarpeettomaksi, koska EBV-viruksen DNA:n suuri
alkupitoisuus (positiivinen signaali F2/Back-F1-kanavassa) saattaa
johtaa sisaisen kontrollin fluoresenssisignaalin heikkenemiseen tai
poisjaamiseen F3/Back-Fl-kanavassa (kilpailu).

2. Fluorometrikanavasta F2/Back-F1 ei havaita signaalia. Samaan
aikaan sisaisen kontrollin signaali iimenee F3/Back-Fl-kanavassa.
Naytteessa ei ole havaittavissa EBV-viruksen DNA:ta. Naytetta
voidaan pitaa negatiivisena.

Negatiivisen EBV-viruksen PCR:n tapauksessa sisaisen kontrollin
havaittu signaali sulkee pois PCR-inhibition mahdollisuuden.

3. Signaalia ei havaita kanavassa F2/Back-F1 eik& kanavassa
F3/Back-F1.
Diagnoosia ei voida tehda.
Lisatietoa virheiden syista ja ratkaisumahdollisuuksista saat luvusta
10. Vianmaaritys.
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Esimerkkeja positiivisista ja negatiivisista PCR-reaktioista on kuvissa 8 ja 9.
B 0,08

0,075~

0,07—
0,065~
0,06~

0,055—
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F1)

0,045—

0,04 —

o
o
w
(&
1

1

Fluoresenssi (F2/BACK:
o
o
w
1

1
0 5 10 15 20 25 30 &5 40
Syklin numero

Kuva 8: Kvantitointistandardien (EBV LC/RG/TM QS 1-4) tunnistaminen
fluorometrikanavassa F2/Back-F1. NTC = malliton kontrolli (non-template control)
(negatiivinen kontrolli).

Eo,011

0,01—~

0,009

0,008
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Kuva 9: Sisaisen kontrollin (IC) tunnistaminen fluorometrikanavassa F3/Back-F1 ja
kvantitointistandardien (EBV LC/RG/TM QS 1-4) samanaikainen monistus. NTC =
malliton kontrolli (hon-template control) (negatiivinen kontrolli).

10. Vianmaaritys

Ei signaalia positiivisista kontrolleista (EBV LC/RG/TM QS 1-4)
fluorometrikanavassa F2/Back-F1:

B PCR-data-analyysiin valittu fluorometrikanava ei vastaa
protokollaa.

=» Datan analysoimisessa pitaa valita F2/Back-F1-fluorometrikanava

analyyttista EBV-viruksen PCR:&aa varten ja F3/Back-F1-
fluorometrikanava sisaisen kontrollin PCR:aa varten.

B Lampdtilaprofiilin virheellinen ohjelmointi LightCycler-laitteessa.

=» Vertaa lampotilaprofiilia ja protokollaa (katso kohta 8.5
LightCycler-laitteen ohjelmointi).

B PCR-reaktio on konfiguroitu vaarin.

=» Tarkista, noudattavatko tydskentelyvaiheesi pipetointitapaa
(katso kohta 8.4 PCR:n valmistelu) ja toista PCR tarvittaessa.

B Tarvikesarjan yhden tai useamman komponentin sailytysolosuhteet
eivat vastaa kohdassa 2 annettuja ohjeita. Sailytysaika tai artus EBV

LC PCR Kit -tarvikesarjan vimeinen kayttopaiva on ylittynyt.
=» Tarkista reagenssien sailytysolosuhteet ja vimeinen

kayttopaivamaara (katso sarjan etiketti). Kayta tarvittaessa uutta

sarjaa.

Sisaisen kontrollin heikko signaali tai signaalin puuttuminen
fluorometrikanavassa F3/Back-F1 sek& samaan aikaan signaalin
puuttuminen kanavassa F2/Back-F1.:

B PCR-olosuhteet eivat vastaa protokollaa.

=» Tarkista PCR-olosuhteet (katso edelld) ja tarvittaessa toista PCR
oikeilla asetuksilla.

B PCR inhiboitui.

=» Varmista, etta kaytat suositeltua eristysmenetelmaa (katso kohta
8.1 DNA:n eristaminen) ja pitaydy tarkasti valmistajan ohjeissa.

=» Varmista, ettd DNA:n eristamisen aikana suoritetaan suositeltu

ylimaarainen sentrifugointivaihe ennen eluointia, jotta mahdolliset

etanolijaamat saadaan poistettua (katso kohta 8.1 DNA:n
eristaminen).
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B DNA tuhoutui eristamisen aikana.

=» Jos erotustoimenpiteessa lisattiin sisdinen kontrolli, sisaisen kontrollin
signaalin puuttuminen saattaa merkita, ettd DNA menetettiin
erotuksen aikana. Varmista, etta kaytat suositeltua
eristysmenetelmaa (katso kohta 8.1 DNA:n eristaminen) ja pitaydy
tarkasti valmistajan ohjeissa.

B Tarvikesarjan yhden tai useamman komponentin sailytysolosuhteet
eivat vastaa kohdassa 2 annettuja ohjeita. Sailytysaika tai artus EBV
LC PCR Kit -tarvikesarjan vimeinen kayttopaiva on ylittynyt.

=» Tarkista reagenssien sailytysolosuhteet ja vimeinen
kayttopaivamaara (katso sarjan etiketti). Kayta tarvittaessa uutta
sarjaa.

Negatiivisten kontrollien signaaleja analyyttisen PCR:n
fluorometrikanavassa F2/Back-F1.

B PCR:n valmistelun aikana on tapahtunut kontaminaatio.
=» Toista PCR uusilla reagensseilla replikaateissa.

=» Jos mahdollista, sulje PCR-putket heti testattavan naytteen
lisdamisen jalkeen.

=» Pipetoi positiiviset kontrollit tarkasti vimeiseksi.

=» Varmista, etta tyoskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan
saannollisesti.

B Erottelun aikana on tapahtunut kontaminaatio.

=» Toista testattavan naytteen eristaminen ja PCR uusilla
reagensseilla.

=» Varmista, etta tyoskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan
saannollisesti.

Jos sinulle jai kysyttavaa tai kohtaat ongelmia, ota yhteytta tekniseen
tukeemme.

11. Tekniset tiedot

11.1 Analyyttinen herkkyys

artus EBV LC PCR Kit -tarvikesarjan analyyttisen herkkyyden arvioimiseksi
maaritettiin standardi-diluutiosarja arvosta 50 nimelliseen arvoon 0,005
EBV:n kopioiden ekvivalenttia*/pl, ja se analysoitiin artus EBV LC PCR Kit -

* Standardi on kloonattu PCR-tuote, jonka pitoisuus on maaritetty absorptio- ja
fluoresenssispektroskopian avulla.
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sarjan avulla. Testaus suoritettiin kahdeksalle replikaatille kolmena eri
paivana. Tulokset maaritettiin probiittianalyysilla. Probittianalyysi on
esitetty graafisessa muodossa kuvassa 10. artus EBV LC PCR Kit -sarjan
analyyttinen tunnistusraja on johdonmukaisesti 5,78 kopiota/ul (p = 0,05).
Tama tarkoittaa, etta on olemassa 95 %:n todennakaoisyys, etta

5,78 kopiota/ul havaitaan.

Probiittianalyysi: Epstein-Barrin virus (LightCycler)

0,76167 2 5,78 kopiota/ul (95 %)

Suhteet

—t+—+ +—+—+ +—+— +—+——+——+—
0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

log (annos)

Kuva 10: artus EBV LC PCR Kit -tarvikesarjan analyyttinen herkkyys.

11.2 Spesifisyys

artus EBV LC PCR Kit -sarjan spesifisyys varmistetaan ennen kaikkea
alukkeiden ja koettimien seka erittain vaativien reaktio-olosuhteiden
valinnalla. Alukkeiden ja koettimien mahdollinen homologia kaikkien
geenipankeissa julkaistujen sekvenssien kanssa tarkistettiin
sekvenssivertailuanalyysilla. Kaikkien relevanttien genotyyppien
havaittavuus on siis taten varmistettu.

Lis&ksi spesifisyys validoitiin kuudella erilaisella EBV-negatiivisella
seeruminaytteella. Nama eivat tuottaneet mitaan signaalia EBV LC
Masteriin kuuluvien EBV-spesifien alukkeiden ja koettimien kanssa.

artus EBV LC PCR Kit -sarjan spesifisyyden maarittamiseksi on myos
testattu ristireagoinnin varalta seuraavassa taulukossa esitetty
kontrolliryhma (katso taulukko 1). Yksikaan testatuista patogeeneista ei
ollut reaktiivinen.
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Taulukko 1. Sarjan spesifisyyden testaus mahdollisesti ristinreagoivilla
patogeeneilla

Sisainen

EBV kontrolli
Kontrolliryhma (F2/Back-F1) (F3/Back-F1)
Ihmisen herpesvirus 1 (Herpes simplex virus - +
1)
Ihmisen herpesvirus 2 (Herpes simplex virus - T
2)
Ihmisen herpesvirus 3 (Varicella- - +
zostervirus)
Ihmisen herpesvirus 5 (Sytomegalovirus) - +
Ihmisen T-solun leukemiavirus 1 - +
Ihmisen T-solun leukemiavirus 2 - +

11.3 Tarkkuus

artus EBV LC PCR Kit -sarjan tarkkuusdatan avulla voitin maarittaa
analyysin kokonaisvarianssi. Kokonaisvarianssi koostuu analyysin
sisaisesta vaihtelusta (samat pitoisuudet sisaltavien naytteiden useiden
tulosten valisesta vaihtelusta samalla laitteella), analyysien valisesta
vaihtelusta (saman laboratorion eri kayttajien samantyyppisilla mutta eri
laitteilla luoman analyysin useiden tulosten valisesta vaihtelusta) seka
erien valisesta vaihtelusta (eri eria kayttavan analyysin useiden tulosten
valisesta vaihtelusta). Saadun datan avulla maaritettiin keskihajonta,
varianssi ja variaatiokerroin patogeenispesifille PCR:lle sek& sisaisen
kontrollin PCR:lle.

artus EBV LC PCR Kit -sarjan tarkkuusdata on keratty kayttamalla
kvantitointistandardia pienimmall&a pitoisuudella (QS 4; 50 kopiota/ul).
Testaus tehtiin kayttamalla kahdeksaa kahdennusta. Tarkkuusdata
laskettiin monistumiskayran Ct-arvojen perusteella (Ct: kynnysjakso,
katso taulukko 2). Lisaksi maaritettiin kopioina mikrolitraa kohden
iImaistavien kvantitatiivisten tulosten tarkkuusdata kayttamalla
vastaavia Ct-arvoja (katso taulukko 3). Naiden tulosten perusteella
minka tahansa naytteen tilastollinen kokonaishajonta mainitulla
pitoisuudella on 1,17 % (Ct) tai 14,54 % (pit.), sis&isen kontrollin
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tunnistamisen osalta 1,02 % (Ct). Arvot perustuvat maaritettyjen
vaihteluiden kaikkien yksittaisten arvojen kokonaisuuteen.

Taulukko 2. Tarkkuustiedot Ct-arvojen perusteella

Keskihajonta Variaatiokerroin

Varianssi [%]
Analyysin sisainen 0,20 0,04 0,90
vaihtelu:
EBV LC/RG/TM QS 4
Analyysin sisainen 0,04 0,00 0,28
vaihtelu:
Sisainen kontrolli
Analyysien valinen 0,27 0,07 1,24
vaihtelu:
EBV LC/RG/TM QS 4
Analyysien valinen 0,11 0,01 0,72
vaihtelu:
Sisainen kontrolli
Erien valinen vaihtelu: 0,47 0,07 1,44
EBV LC/RG/TM QS 4
Erien valinen vaihtelu: 0,19 0,03 1,23
Sisainen kontrolli
Kokonaisvarianssi: 0,26 0,07 1,71
EBV LC/RG/TM QS 4
Kokonaisvarianssi: 0,15 0,02 1,02
Sisainen kontrolli
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Taulukko 3. Tarkkuustiedot kvantitatiivisten tulosten perusteella

(kopioita/pl)
Keskihajonta Variaatiokerroin
Varianssi [%]
Analyysin sisainen 1,36 1,85 13,48
vaihtelu:
EBV LC/RG/TM QS 4
Analyysien valinen 1,68 2.83 16,61
vaihtelu:
EBV LC/RG/TM QS 4
Erien valinen vaihtelu: 41,33 1,77 13,19
EBV LC/RG/TM QS
Kokonaisvarianssi: 1,47 2,16 14,54
EBV LC/RG/TM QS 4

11.4 Uusittavuus

Uusittavuustietojen avulla artus ABV LC PCR Kit -sarjan suorituskykya ja
tehokkuutta verrattuna muihin tuotteisiin voidaan arvioida saannollisesti.
Nama tiedot on saatu osallistumalla tunnettuihin patevyysohjelmiin.

11.5 Diagnostinen arviointi

artus EBV LC PCR Kit -sarja on parhaillaan mukana arviointitutkimusten
sarjassa.

12. Tuotteen kaytodn rajoitukset

B Kaikkia reagensseja saa kayttaa ainoastaan in vitro -
diagnostiikassa.

B Tata tuotetta saavat kayttaa ainoastaan henkilét, jotka ovat
saaneet erityisopastuksen ja -koulutuksen in vitro -diagnostisiin
toimenpiteisiin.

B Optimaalisten PCR-tulosten takaaminen edellyttda kayttboppaan
tarkkaa noudattamista.

B Kaikkien osien pakkauksiin ja etiketteihin painettuja viimeisia
kayttopaivamaaria on noudatettava. Ala kayta vanhentuneita
komponentteja.
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13. Varoitukset ja varotoimet

artus EBV LC PCR Kit -sarjan turvallisuustiedot naet tuotteen
kayttoturvallisuustiedotteesta. Kayttoturvallisuustiedotteet ovat
saatavilla katevassa ja kompaktissa PDF-muodossa osoitteesta
www.qgiagen.com/safety.

14. Laadunvalvonta

QIAGENIN ISO 9001- ja ISO 13485 -sertifioidun
laadunvarmistusjarjestelman mukaisesti jokainen artus EBV LC PCR Kit -
sarjan era on testattu maarattyjen vaatimusten mukaisesti tuotteiden
yhdenmukaisen laadun takaamiseksi.

15. Lahdeuviitteet

Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin.
Microbiol. Infect. 2004; 10 (3): 190 - 212.
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16. Symbolien selitykset

Viimeinen kayttopaivamaara

e

Lot Er&koodi
‘ Valmistaja
Tuotenumero
Materiaalinumero
Kasikirja
Diagnostinen in vitro -la&kintalaite
GTIN-numero

Sisalto riittaa <N> testiin

<N>

Lampadtilarajoitus

oS <

S Kvantitointistandardi

- O

C Sisainen kontrolli
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Tama sivu on jatetty tarkoituksella tyhjaksi.
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artus EBV LC PCR Kit -sarja
Tuotemerkit ja vastuuvapauslauseke
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, BioRobot®, EZ1®, UltraSens® (QIAGEN Group); LightCycler® (Roche Group).

Tassa asiakirjassa mainittuja rekisterdityja nimi&, tavaramerkkeja jne. on pidettava lain suojaamina, vaikkei niita olisi erityisesti sellaisiksi
merkitty.

artus EBV LC PCR Kit -sarja, BioRobot EZ1 Workstation -tydasema seka EZ1 DSP Virus Kit -sarja ja EZ1 DSP Virus Card -kortti ovat EU:n in
vitro -diagnostiikkaan tarkoitettuja laakinnallisia laitteita koskevan direktiivin 98/79/EY mukaisia CE-merkittyja laakinnallisia laitteita. Ei
saatavana kaikissa maissa.

QlAamp-sarjat on tarkoitettu yleiseen laboratoriokayttdon. Minkaan vaittaman tai esityksen tarkoituksena ei ole antaa tietoa
sairauden diagnosoinnista, ehkaisysta tai hoidosta.

artus PCR -sarjoja ostettaessa niiden mukana tulee rajoitettu lisenssi, jonka mukaisesti tuotteita saa kayttaa
polymeraasiketjureaktioprosessiin (PCR) ihmisen ja elainten in vitro -diagnostiikassa yhdessa PCR-laitteen kanssa, jonka kaytdon PCR-
prosessin automatisoidussa suorittamisessa kattaa etukateen suoritettu lisenssimaksu, joka on joko maksettu Applied Biosystemsille tai
hankittu tuotteen eli valtuutetun PCR-laitteen mukana. PCR-prosessia suojaavat ulkomailla Yhdysvaltain patenttinumeroita 5 219 727
ja5322770ja’5210015ja 5176 995 ja 6 040 166 ja 6 197 563 ja 5994 056 ja 6 171 785 ja 5 487 972 ja 5 804 375 ja 5 407 800 ja 5 310 652
ja 5994 056 vastaavat patentit. Patentit omistaa F. Hoffmann - La Roche Ltd.
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