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TIIVISTELMA

Sytomegalovirus (CMV) on yleinen herpesviruksiinukwva taudinaiheuttaja. Se voi aiheut
immuunipuutospotilailla, kuten elinsiirtopotilaill&aikeita infektioita. Yleisin CMV:n diagnosoimntija
hoidon seurantaan kaytetty tutkimus on viruksenleiuthapon maaritys. Se tehd&an kvantitatiivisg
reaaliaikaisella PCRmenetelmalla. Viime aikoina markkinoille on tullutisia nopeampia reagenss
menetelm&a varten, nk. fastmixeja.

Opinnaytetyd tehtiin HUSLABIn virologian osastoll@yodn tarkoituksena oli selvittdd, sopii
Finnzymesin DyNAmo Flash Probe Master Mix tai Qiagre QuantiFast Probe PCR Master N
CMV:n nukleiinihapon maéarittdmiseen lyhyella PCRedimalla. Mastermixeistd tutkittiin niide|
inhibitionsietoa, herkkyyttd, toimivuutta pakasiBtutemplaateilla ja tulosten korrelaatiota Appli
Biosystemsin TagMan Universal PCR Master Mix -redktoksella saatuihin tuloksiin. Paremm
vaikuttanut fastmix otettiin mukaan jatkotestaukseBukleiininapon eristykseen kaytettin Mag
Pure LC -laitetta ja PCR-mittauksiin Stratagenen 3@B5P-analysaattoria. Jatkotestauksg
maaritimme 91 potilasnaytettd ja kaksi toistondiiteeka lyhyella ettd normaalilla PCR-ohjelmalla.

Fastmixit olivat herkki& ja sietivat hyvin inhibitreita. Pakastetuilla templaateilla saadut tulokéeat
ristiriitaiset. Finnzymesin DyNAmo Flash Probe MasHlix:ll& oli parempi kvantitaation korrelaatio
yhtenevaisempi tulostaso TagMan Universal PCR Matix:n kanssa kuin Qiagenen QuantiF
Probe PCR Master Mix:lla. Valitsimme jatkomittauksiFinnzymesin reagenssin. Jatkomittauks
Finnzymesin lyhyella PCR-ajolla ja Applied Biosystgn normaalilla PCR-ajolla saatujen tulos
korrelaatio oli 0,629. Regressiosuoran kulmakerroln 0,76, y-akselin leikkauspiste 24 294
selitysaste 0,40. Toistonaytteiden tulosten kegdiita oli Finnzymesin reagenssilla paljon suure
kuin Applied Biosystemsin reagenssilla.

Tulokset osoittavat, ettei Finnzymesin DyNAmo Fl&siobe -reaktioliuos sovellu virologian osastg
CMV:n nukleiinihapon maarittAmiseen. Korrelaatio pAipd Biosystemsin TagMan Universal P(
reaktioliuoksen kanssa ei ollut hyva. Tuloksissaaljon hajontaa ja tulostaso oli selvasti korkea
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sytomegaloviruskvantitatiivinen reaaliaikainen PCfastmiy
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ABSTRACT

Cytomegalovirus is a very common pathogen. It can cause severe infections among patients with low
immunocompetence e.g. organ transplant patients. It is commonly diagnosed with the real time PCR
cytomegalovirus nucleic acid quantitation. Lately we have been introduced to new reagents that enable
faster PCR cycling times. These reagents are called fastmixes.

We made our fina project for the HUSLAB Department of Virology. Our aim was to find out if it
would be possible to use Finnzymes DyNAmo Flash Probe PCR Master Mix or Qiagen QuantiFast
Probe PCR Master Mix and shorter PCR programming times for the CMV nucleic acid quantitation.
We evaduated their inhibition tolerance, sensitivity, PCR efficiency using frozen templates and
correlation with the results obtained with Applied Biosystems TagMan Universal Master Mix. The
Fastmix that gave better results was included to additional measurements. CMV DNA was isolated with
MagNA Pure LC system and the quantitation was made with Stratagene Mx3005P rea time PCR
analyzer. We made additional measurements with 91 patient samples which were analyzed using fast
and norma PCR cycling times. To evaluate repeatability we included two samples to all PCR
measurements.

Fastmixes were sensitive and tolerated well different inhibitors. The results obtained with the frozen
templates were controversial. Applied Biosystems TagMan Universal Master Mix had better correlation
with Finnzymes DyNAmo Flash Probe PCR Master Mix than Qiagen QuantiFast Probe PCR Master
Mix. We made additional measurements with the Finnzymes reagent. The results of Finnzymes and
Applied Biosystems correlated poorly. The vaue for correlation was R=0.629 and for coefficient of
determination Rsg=0.40. The regression equation had a slope of 0.76 and y-intercept of 24 294.
Finnzymes had much larger variation with the standard deviation than Applied Biosystems when
measuring repetition samples. These results indicate clearly that it is not possible to use the Finnzymes
fastmix for the CMV nucleic acid quantitation.
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TERMEJA JA LYHENTEITA

aluke

cutoff
dNTP
dUuTP
FAM

fastmix

inhibiittori
koetin

mastermix

perinataali
profylaksia
gPCR
reportteri
ROX

TAMRA

tegumentti

templaatti

tropismi
UNG

vaimennin

synteettinen DNA-jakso, kiinnittyy monisteta DNA-jakson vie-
reen (primer)

positiivisen tuloksen raja-arvo

deoksinukleosidi-5'-trifosfaatti, nukleotidrifosfaattimuoto
nukleotidin trifosfaattimuoto, jossa emaksenasiili

siini (carboxyfluorescein)

sama asia kuin mastermix, mutta polymeraasiii nopeammin ja
tehokkaammin

estava tai hidastava tekija

leimattu DNA-jakso, joka kiinnittyy etsyitn sekvenssiin (probe)

liuos, joka sisaltdd PCR-reaktiossa ttamat polymeraasin, nukleo-
tidit ja mahdollisen passiivisen referenssivarikd&spolymeraasin
toimintaa optimoivan puskurin

syntyman aikana tai pian syntymangéiktapahtuva
estolaakitys eli ennaltaehkaiseva dfidito

kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio

signaalia lahettava leima koettimesspdrter)

yleisimmin kaytetty passiivinen referenssiviila normalisoidaan
reportterin signaali, karboksi-x-rodamiini (carbexyhodamine)
yleisimmin kaytetty vaimennin koettimen 3’-@ésa, karboksitetra-
metyylirodamiini (carboxytetramethylrhodamine)

viruksen nukleokapsidin ja vaipan véjiiiava heterogeeninen tila
DNA-jakso, joka toimii polymeraasin niadl vastinjuostetta synte-
tisoitaessa

kertoo solutyypin, jossa virus pystyy liepitumaan

urasiili-N- glykosylaasientsyymi

vaimentaa reportteria, kiinni koettinteisessa paassa (quencher)
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1 JOHDANTO

Sytomegaloviruksen (CMV) aiheuttama infektio on imyyleinen ja suomalaisista noin
75% on sairastanut sen. Herpesviruksille tyyp#iiseirus jaa elimistoon latentiksi ja voi
aktivoitua mydhemmin. Henkil6illa, joiden immuunipustus on normaali, reaktivaatio on
lievaoireinen tai jopa oireeton, mutta immuunipaigla potilailla infektiot ovat huomat-

tavasti vaikeampia. Immuunipuutos voi johtua muwrassa HIV-infektiosta, sydpahoidon

sytostaateista tai elinsiirtoon liittyvasta hyljamestolaékityksesta.

CMV-tutkimuksia tehdaan eniten elinsiirtojen yhtegda. Luovuttajan ja vastaanottajan
serologinen tila selvitetd&n ja elinsiirron jalkeemkimuksia tehddaan immunosuppression
aiheuttamien infektioiden selvittelyssa. CMV-infiekt diagnosointiin ja hoidon seurantaan
kaytetaan nykydan yleensd kvantitatiivista reaediata polymeraasiketjureaktiota eli
gPCR-menetelméaa. Se on geenimonistusmenetelma, jadstun geenisekvenssin monis-

tumista ja sen aiheuttamaa signaalia mitataan kakaistusohjelman ajan.

Opinnaytetydssdmme testaamme CMV:n tutkimisessalAB8la kaytossa olevan Ap-

plied Biosystemsin TagMan Universal Master Mix elisen ja kahden niin kutsutun Fast
Mix -liuoksen soveltuvuutta reaaliaikaiseen nopeB&R-menetelmaan. Liuoksista kayte-
taan kirjoitettaessa yleisesti muotoja mastermifag@mix. Kaytdmme naita muotoja myos
omassa kirjoituksessamme. Mastermix sisaltdd kdMkR-reaktioon tarvittavat ainesosat
lukuun ottamatta templaattia, alukkeita ja koetinf@stattavat liuokset ovat Qiagenin
QuantiFast™ Probe PCR Master Mix ja Finnzymesin By ™ Flash Probe gPCR Mas-
ter Mix. PCR-mittaukset teemme Stratagenen Mx30@Ekella. Tyt tehddan kahdessa

vaiheessa, joista ensimmaisen jalkeen karsimmertdastmixin pois.

Teemme opinnaytetydmme virologian osastolle, jokalku HUSLABIn mikrobiologian
vastuualueeseen. CMV:n nukleiinihappo-osoitukseyteamadarat ovat kasvaneet ja kerran
vilkossa joudutaan tekemaan kaksi sarjaa yhdendpaarkana, jotta vastaukset saadaan
valmiiksi. Tutkimus on aikaavieva ja joskus tyonjeila tulee kiire saada sarjat valmiiksi
saman paivan aikana. Talla hetkella kaytossa oteag@aohjelmaan verrattuna ajoaika ly-

henisi fastmixilla noin puoleen.



2 SYTOMEGALOVIRUS

Sytomegalovirus kuuluu beetaherpesvirusten ryhne&e on hyvin yleinen ihmisen pato-
geeni. Ensimmaisen elinvuoden aikana 20-40 % ded&tion ja aikuisiassa vallitsevuus
vaihtelee vaestoittain. Joissain osissa Afrikkasosdéhes 100 %, Euroopassa 60 % ja
Suomessa noin 75 %. Suurin osa vaestosta on sauhshfektion aikuisikdan mennessa.
Herpesviruksille luonteenomaisesti se jaa infekjikeen elimistoon latentiksi. (Ylipalo-
saari 2000; Hukkanen — Suni — Lautenschlager —avinari 2005: 487.)

Herpesviruksia tunnetaan yli sata, mutta ihmisfakitoivia viruksia on vain kahdeksan.
Herpesvirusten ominaisuuksia ovat lineaarinen ledilseinen DNA-genomi, jota ympéaroi
ikosahedraalinen nukleokapsidi seka vaippa. Nuldpsklin ja vaipan véliin jaa tegument-
tiosa. Tegumenttiosassa on virusproteiineja, jotgdtavasta ei olla yksimielisid. Herpesvi-
rukset jaetaan kolmeen ryhmaan ominaisuuksiensasigaila ja CMV kuuluu beetaher-
pesviruksiin (ks. taulukko 1). Beetaherpesvirusteplikaatiosykli on pitkda (CMV noin

72h) ja niiden tropismiin kuuluu useampi solutyypyiruksen vaikutuksesta solut suure-
nevat ja tasta on perdisin CMV:n nimi (sytomegali@yVV on suuri virus, jonka halkaisija
on keskimaarin 215nm ja genomin pituus 230kb. (Hudn et al. 2005: 463, 485-486;

Herpesviruses; The human cytomegalovirus 272, 278.)

TAULUKKOL. Ihmista infektoivat herpesvirukset jaigen ryhmat.

Herpesvirus Virusryhma

Herpes simplex-1 (HSV-1) Alfaherpesvirus
Herpes simplex-2 (HSV-2) Alfaherpesvirus
Varicella zoster virus (VZV) Alfaherpesvirus
Sytomegalovirus (CMV) Beetaherpesvirus
Herpes lymphotropic virus (HHV-6) Beetaherpesvirus
Human herpes virus-7 (HHV-7) Beetaherpesvirus
Human herpes virus-8 (HHV-8) Gammaherpesvirus
Epstein-Barr virus (EBV) Gammaherpesvirus




2.1 Sytomegaloviruksen genomi ja replikaatiosykli

Sytomegaloviruksen genomissa on UL- ja US-aluesij(te long, unique short) sekd TRL-
ja TRS-toistojaksot (terminal repeat long, termirgbeat short) genomin paissa. Lisaksi
sen keskella on IRL- ja IRS-jaksot (internal repleaty, internal repeat short), joiden koh-
dalta genomi voi katketa. UL- ja US-jaksot voivéladkahdessa eri orientaatiossa, minka
ansiosta virus voi tuottaa neljaa eri genomi-isamegks. kuvio 1). CMV:n genomilla on

kapasiteetti tuottaa yli 200 proteiinia. (The humeytomegalovirus 272; Ylipalosaari
2000.)

Sytomegaloviruksen genomi

1 2 3 4
"TRL | uL ['IRL [ 1RS | us [ Trs

Sytomegaloviruksen genomi-isomeerit

1 2 3 4 2 1 3 a4
| ]
[ |
Prototype (P) Inverted L (IL)
1 2 4 3 2 1 3 4
| |
I [
Inverted S (IS) InvertedL and S (ILS)

KUVIO 1. Sytomegaloviruksen genomin rakenne ja geirisomeerien orientaatiot.

Sytomegalovirus paasee soluun membraanifuusionaaggn gB-glykoproteiini (gpUL55)

tarttuu solukalvon heparaanisulfaattiproteoglyk@@ne(HSPG) ja signalointijarjestelméan
lopuksi solukalvo ja viruksen vaippa fuusioituvaEndosytoosirakkula hajoaa pH-
riippuvaisen mekanismin viimeisessa vaiheessa ldenkapsidi vapautuu sytoplasmaan.
Vapautunut nukleokapsidi kuljetetaan mikrotubuléstankaa hyvaksi kayttden tumakal-

volle. Genomi siirtyy tumaan tumakuljetuksen avu{f&@he human cytomegalovirus 273—
274.)
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Transkriptio, replikaatio ja kapsidin kokoaminempdhtuvat tumassa. Viruksen genomista
iimentyvat ensiksi IE-geenit (immediately earhgiden geenituotteet saatelevat isantasolun
geeniekspressiota seka toimintaa ja niita tarvitaarksen genomin replikaatioon. Ne ovat
myds valttamattomia myohempien geenien ilmentynms&&ma geenituotteet muun mu-
assa estavat solun MHC1-molekyylien kulkeutumiselurs pinnalle, mink& seurauksena
T-solut eivat pysty tunnistamaan infektoitunuttéuso Eras proteiini pysayttaa isantasolun
solusyklin varhaiseen S-vaiheeseen. Tassa vaihes#sgasolu tuottaa DNA-synteesiin tar-
vittavia aineita, mutta ei pysty kayttamaan nigdvjrus hyddyntaa ne. (The human cyto-

megalovirus 274, 276.)

Seuraavaksi koodattavat E-geenien (early) proteswvat valttamattomia viruksen genomin
monistamisessa. Ne ovat paaasiassa viruksen rafiika tarvittavia tekijoita, korjausent-
syymeja ja immuunipuolustuksen valttamiseen taaviét proteiineja. L-geenituotteet (late)
ovat lahinnd rakenneproteiineja ja kapsidin kokas®mn tarvittavia proteiineja. (The hu-

man cytomegalovirus 274, 276, 278.)

Kapsidin kokoaminen ja DNA:n pakkaaminen tapahtuuatassa. Virus saa primaarisen
vaipan poistuessaan tumasta, mutta se hajotetaaak#ivostossa. Paljas nukleokapsidi
hankkii tegumentin solulimassa ja vaippansa sezsagin laitteesta. Kypsa virioni poistuu
solusta eksosytoosilla. Virusten poistuessa isahtdsuolee. Joihinkin soluihin virus voi
jaada latentiksi infektioksi. (The human cytomegalas 278; Herpesviruses.)

2.2 Sytomegalovirusinfektio ja latenssi

Virus voi tarttua joko yksilosta toiseen tai didistikioon. Aidin infektio valittyy sikioon
istukan kautta. Perinataalinen tartunta saadaanysyksessa genitaalieritteista tai imetta-
essa aidinmaidosta. Myohemmat tartunnat saadaamnéioisesti syljen tai seksin vali-
tyksella. Virus tarttuu myos veriteitse, jolloinnseoi saada verensiirroissa ja elinsiirroissa.
Tartuntavaaraa voidaan pienentaa poistamalla valikbserivalmisteista. Suurin osa Suo-
men aikuisvaestosta on sairastanut CMV-infektioarjaviruksen kantajia. Vaeston seropo-
sitiivisuus on noin 75 %. (Hukkanen et al. 20056-4837.)
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CMV aiheuttaa systeemisen infektion. Leukosyytitvab kuljettaa viruksen verenkierron
mukana kaikkialle elimistoon. Terveella henkildifdektio on yleensa lievaoireinen. Vai-
keita oireita havaitaan synnynndisissa infektioigsammuunipuutospotilailla. Virus voi
infektoida kaikkia siirrettavia kudoksia. Erityisdrerkkid tartunnalle ovat maksa, keuhkot
ja suoli. (Hukkanen et al. 2005:486.)

hemmin esimerkiksi elimiston alentuneen puolustughkytakia. Infektion voi saada uudes-

taan myds toisen viruskannan aiheuttamana. Latepasaktivoitumisen mekanismeja ei

tunneta kovin hyvin. Latentin infektion aikana it#solu ei tuota virusproteiineja. Latens-
sin aikana viruksen arvellaan piilevan monosyyteiseka verisuonten endoteelisoluissa,
munuaisten epiteelisoluissa ja sylkirauhasen ssduiHukkanen et al. 2005: 486; Ylipalo-

saari 2000.)

Synnynnainen infektio aiheuttaa oireita 0,1 %:llatgneista lapsista vuodessa. Oireet voi-
vat olla vakavia neurologisia oireita ja keskushestan kehityshairioita tai ilmeta esimer-
kiksi sikion hitaana kasvuna, mikrokefaliana, ikiesena, verkkokalvontulehduksena ja
henkisen kehityksen hidastumisena. Perinataalkiifesaadaan synnytyksessa tai pian sen
jalkeen ja se on yleensa oireeton. CMV-infektiogastietaan usein murrosikdan mennessa ja
taudinkuva muistuttaa mononukleoosia. Myohemmimasgtun infektion oireena on |a-
hinna lieva pitkittynyt kuume. (Hukkanen et al. 30@88-489.)

Immuunipuutospotilailla infektion merkitys on huott@va. Immuunipuutostila voi olla
seurausta muun muassa HIV-infektiosta, syopahogytostaateista tai elinsiirtoon liitty-
vasta hyljinnanestolaakityksesta. Primaari- ja mtasnfektion taudinkuvat vaihtelevat oi-
reettomasta hengenvaaralliseen. Infektion vaikemssounnilleen verrattavissa immu-
nosuppression voimakkuuteen ja se on suurin lugyidio- ja AIDS-potilailla. Vakavin
taudinkuva on pneumoniitti ja sen yhteydessa kisalles on suuri. (Hukkanen et al. 2005:
487-489; The human cytomegalovirus 284.)

Elinsiirroissa CMV vaikuttaa potilaan ja siirrdansén ennusteeseen. Se voi infektoida siir-
teen ja aiheuttaa taudin. Se lisaa myos hylkinpstausta ja liittyy kdanteishyljintdédn luu-
ydinsiirroissa. Infektioiden esiintyvyys immunosuegsiopotilailla on 30-100%. Esiinty-
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vyys on sitd yleisempaa mitd voimakkaampaa immyma®ssio on. (Hukkanen et al.
2005: 487-489; The human cytomegalovirus 284.)

Yleensa pyritdan siihen, etta seronegatiivisellsiigiettaisi elintd seropositiiviselta henki-
I6lt4, koska primaari-infektion vaara on suuri.dkiio on heilla vakavampi kuin seroposi-
tiivisilla, jotka ovat saaneet seropositiivisenrtsien. Infektioita pyritddn estdmaan se-
ronegatiivisilla luovuttajilla, profylaksialla jaalkosoluttomilla verituotteilla. (The human

cytomegalovirus 279; Ylipalosaari 2000.)

CMV:ta vastaan on yritetty kehittaa rokotetta, rautiela siitd ei ole saatu tarpeeksi teho-
kasta ja turvallista. Infektiota voidaan hoitaa gj&loviirilla, foskarneetilla ja sidofoviirilla.
Gansikloviiria kaytetddn myds joissain tapauksmsdylaksiassa. Laakkeilla on sivuvaiku-
tuksia (luuydin- ja munuaistoksisuus) ja virus kehittaa resistenssin niitéa vastaan. (The

human cytomegalovirus 287—-288.)

2.3 Sytomegaloviruksen diagnostiikka

Sytomegaloviruksen lasnéolo voidaan todeta monitaeoin. Viruksen aiheuttama retiniit-
ti voidaan havaita verkkokalvon muutoksista, mutaiden tautien diagnosointi vaatii vi-
ruksen eristamisen, virustuotteiden havaitsemisersgesifien vasta-aineiden osoituksen.
Virus voidaan diagnosoida antigeeni- ja vasta-ao#goksella, DNA-ma&arityksella seka
virusviljelylla. Immuunipuutteisen potilaan infe@t osoittamiseen suositellaan ensisijai-
sesti DNA-maaritysta ja muiden tutkimusten tekovéhentynyt. Viljely on kuitenkin valt-
tamaton, kun halutaan tutkia viruksen antiviraaistenssia. (Herpesviruses; Tutkimusoh-

jekirja.)

Viljelyissd CMV:n lasnaolo voidaan osoittaa immunofesenssitekniikalla. Viljelyt ovat
hitaita ja pikaviljelykin vie vahintaan vuorokaudeviiljely on hyddyllinen immuunipuut-

teisilla potilailla, jotka eivat tuota vasta-aireetnormaalisti. Viljelyt ovat kayttokelpoisem-
pia alfaherpesvirusten diagnosointiin, koska niideplikaatiosyklit ovat nopeita. (Hukka-
nen et al. 2005: 490-492; Herpesviruses.)
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Antigeenin osoittaminen on nopeaa ja silla pyritédaittamaan CMV-pp65-antigeeni poti-
laan valkosoluista. Vasta-ainemaarityksia kaytetiEdomnna primaari-infektion ja CMV-
kantajuuden toteamiseen. DNA:n kvalitatiivinen @g®ipaljastaa myos latentit infektiot.
Kvantitatiivista maaritysta kaytetdan taudin diagfiikassa ja antiviraalisen hoidon seuran-
nassa. Kohonnut nukleiinihapon maara merkitseevaiktinutta infektiota ja kopioiden
maara on suhteessa infektion vakavuuteen. (Hukkabeal. 2005: 490-492.) Yhteyden
ymmartamisen jalkeen nukleiinihnapon maarittaminematiaikaisella PCR:lla on yleistynyt
elinsiirtopotilaiden CMV-infektion diagnostiikasga hoidossa (Piiparinen — Lautenschla-
ger 2006: 148).

3 MENETELMAT JA REAGENSSIT

CMV-nukleiinihapon kvantitatiiviseen osoittamisekaytetaan reaaliaikaista geenimonis-

tusmenetelmaéa. Reaaliaikaisen PCR:n etuina onfusitieen monistumista seurataan koko
reaktion ajan, eikd lopputuotetta tarvitse osoittaaulla tavoin, esimerkiksi ajamalla aga-

roosigeelilla. Lisdksi naytteiden véliset pitoisars havaitaan helposti. Ennen monistusta
haluttu nukleiinihappo taytyy eristédé huolellisedtytteen kasittelyssa on varottava kon-
taminaatioita, koska monistuksen aikana muutamakiopuolinen viruspartikkeli voi ai-

heuttaa merkitsevan positiivisen tuloksen.

3.1 DNA:n eristaminen

Ennen kuin naytteesta voidaan mitata CMV-nukleapipopitoisuus, on virus-DNA eristet-
tava solun sisélta ja PCR-reaktiota hairitsevapaptaudet poistettava. Templaatin puhtaus
on erittdin merkittava tekija onnistuneessa kvatiitisessa PCR:ssa (Bustin — Nolan
2004b: 143-144). DNA:n eristamiseksi ja puhdistakss on eri tapoja, kuten fenoli-
kloroformiuutto, etanoli- ja isopropanolisaostusiékapylvasmenetelmé. (Suominen — OI-
likka 2003: 61, 64—-65.)

Eristamme DNA:n Rochen MagNA Pure LC -analysadttokayttden MagNA Pure LC
Total Nucleic Acid Isolation -pakkausta. MagNA PWe:n toiminta perustuu magneetti-
helmitekniikkaan. Vapautunut DNA sitoutuu silikalgallystettyihin magneettinelmiin ja
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siitéd pestdan epapuhtaudet pois. Lopuksi DNA ehsrdhelmista puskuriin. Analysaatto-

rilla voidaan ajaa kerralla 32 naytetta, jolloimsgrsohjelma kestaa 1h 30min.

Magneettihelmitekniikka on esitetty kuviossa 2. Mi&timan vaiheet ovat numeroituna ku-
viossa. Lyysis- ja proteinaasi K -puskuri hajottaméytteessa olevat solut ja denaturoivat
vapautuneet nukleaasit ja proteiinit (1,2). Naygtsmn lisataan magneettinelmia, jotka on
paallystetty silikapinnoitteella. DNA sitoutuu helmemaksisessa liuoksessa kaotrooppi-
sen suolan (guanidinium-HCI), isopropanolin ja le@ak ionivahvuuden vaikutuksesta (3).
Suola poistaa veden helmen pinnalta ja muuttaaennkiappojen kolmiulotteista raken-

netta niin, etta ne tarttuvat helmien pinnoitteesé®lagNA Pure LC 2.0 System.)

| BB

2 & g
\/ \ _/ N\

1 : 3 4 5

KUVIO 2. Magneettihelmitekniikka.

Magneettinelmet ja niihin sitoutunut DNA poistetaaéytekuopasta magneetin avulla (4).
Pesujen aikana naytteesta poistuu sitoutumattométa (nukleaasit, solumembraanit, he-
pariini, hemoglobiini) ja kaotrooppisen suolan Etais pienenee (5). Pesujen jalkeen DNA
poistetaan jalleen naytekuopasta ja eluoidaan 78s&Crti helmista (6,7). (MagNA Pure
LC 2.0 System.)



3.2 Polymeraasiketjureaktio PCR

Polymeraasiketjureaktio eli PCR (polymerase chaaction) on geenimonistusmenetelma,
jossa monistetaan kahden nukleotidijarjestykselta@anetun DNA-jakson valistad aluetta.
polymeraaseja, joita on saatu muun muassa kuundibsaissa elavista bakteereista. Suosi-
tuin néista on Tag-polymeraasi, joka on erist@tigrmus aquaticus -bakteerista. Polyme-
raasien on kestettava toimintakykyisind noin 100n°ampdétiloja. (Suominen — Ollikka
2003: 107.)

PCR-reaktiossa kaytetddn spesifisia alukkeita,ajdtinnittyvat monistettavaksi halutun

geenialueen molempiin paihin DNA:n eri juosteiskiun osoitetaan virussairauksia, kayte-
taan alukkeita, jotka rajaavat vain kyseiselle k&elle ominaisen DNA-jakson (Suominen
— Ollikka 2003: 113.)

PCR-reaktion alussa kaksijuosteinen DNA denatusemdekuumentamalla se noin
95 °C:een. Alukkeet Kiinnittyvat vain yksijuostegse DNA:han. Kiinnittyminen tapahtuu
noin 60 °C:n lampdtilassa ja vaihetta kutsutaareahing-vaiheeksi. Seuraavassa vaiheessa
lampdotilaa nostetaan noin 72 °C:een, entsyymigb@puen, jolloin polymeraasi aktivoituu
ja templaatin pidennysreaktio eli ekstensiovaitkaal Polymeraasi liittaa reaktioseoksessa
olevia nukleotideja 3'-paan alukkeeseen DNA-juast®eallin mukaisesti ja etenee kohti 5'-
paata. Molemmille DNA-juosteille syntyy oma vastiogte. Pidennysreaktion jalkeen lam-
poétila nostetaan noin 95 °C:een, jolloin juuri stigoidut juosteet denaturoituvat. Sykleja
toistetaan useita kertoja, jolloin alkuperdisestdAbmaarasta saadaan monistettua suuri
méaéara tiettyd DNA-jaksoa. Tyypillinen monistuskénr@n noin 16. Sykleja toistetaan
yleensa 15-40 kertaa. (Suominen — Ollikka 2003=-1038.)

3.3 Reaaliaikainen PCR ja TagMan-kemia
Kvantitatiivisessa reaaliaikaisessa PCR:ssé (qP@aRgJaan virusmaaralle numeerinen arvo

fluoresenssisignaalin avulla (Shipley 2006: 3). Mtettava tuote havaitaan fluoresenssina

samaan aikaan kun monistuminen tapahtuu. Mitd aianflaoresenssi havaitaan, sita
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enemman alkuperaisessa naytteessa on ollut meavstatnukleiinihappojaksoa. (Bustin —
Nolan 2004a: 217-218; gPCR Technical Quide 20Q9: 2.

Fluoresenssia syntyy, kun valo absorboituu repairtta atomi virittyy eli elektroni siirtyy
ylemmalle kuorelle. Elektroni pysyy virittyneenal®*10® sekunnin ajan, jonka jalkeen se
palaa perustasolleen. Viritystilan purkautuessaysyfotoni ja fluorimetri mittaa niiden
maaran. (QPCR Technical Quide 2009: 3.)

Yleisin kvantitatiivisessa PCR:ssa kaytetty memetebn niin sanottu TagMan-menetelma,
joka on kehitetty jo vuonna 1991 (Bustin — Nola®28&: 244). TagMan-koettimessa on ta-
vallisimmin 5’-paassa fluoresoiva reportterios@’jgpaéssa reportteria vaimentava vaimen-
ninosa. Reportterina kaytetty fluoresenssivari taeysa FAM (carboxy fluorescein). Vai-
mennin voi olla joko fluoresoiva aine tai mika taka sopivalla aallonpituusalueella va-
loenergiaa absorboiva molekyyliPerinteisesti vaimentimena on kaytetty TAMRA-
molekyylia (carboxy-tetra-methylrhodamine). TAMRAimmentaa FAM:n signaalin, kun
ne ovat l&ahekkain koettimeen kiinnittyneina. Vairaetisen saa aikaan ilmio nimelta FRET
(fluorescence resonance energy transfer), jossarttepn viritystila ei purkaudukkaan
fluoresenssina, vaan siirtyy vaimentimelle. Vainm@eh fluoresenssi ilmenee eri aallonpi-
tuudella kuin reportterin, joten se havaitaan vamtalana taustasateilyna. (TagMan® Uni-
versal PCR Master Mix Protocol 2002: 1-2 - 1-3;dy 2006: 11; Bustin — Nolan 2004a:
244 — 245))

Jos PCR:ssad muodostuu koettimen kohdesekvenss#n kotoutuu siihen. Samalla kun
Tag-polymeraasi tekee templaatille vastinjuostettamg®s pilkkoo koettimen (ks. kuvio
3). Taméan seurauksena reportteri padsee kauemnrasniemesta ja reportterin fluore-
senssisignaali tulee esiin. DNA:n monistuminen ftaea fluoresenssin lisdantymisena.
Jos naytteessa ei ole koettimelle sopivaa sitowkwhitaa, koetin pysyy liuoksessa ehjana
ja fluoresenssi pysyy matalana taustasateilyngNiBa® Universal PCR Master Mix Pro-
tocol 2002: 1-2 - 1-3; Bustin — Nolan 2004a: 24245.)
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Reportteri Koetin

Vaimennin
Aluke QM

Polymeraasi

L8P

Signaali v\ i;j% \\/

=
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Signaali v\% \\/ \\ P
Qm

KUVIO 3. TagMan-menetelmén periaate. Aluke ja kodiinnittyvat DNA-juosteeseen.
Polymeraasi syntetisoi uutta juostetta alukkeeitéidn ja pilkkoo samalla koettimen. Re-
portteri ja vaimennin loittonevat toisistaan, jatl@eportterin signaali tulee esiin.

Reaaliaika-PCR-laitteessa on yhdistettyna lampdlokalonlahde ja fluorimetri. Fluori-

metri ker&é valon optisen ikkunan lapi PCR-kamnaiodbkaisen syklin aikana tehdaan yk-
si mittaus, joko pidennysreaktion tai alukkeidemhittymisvaiheen jalkeen. Nain voidaan
seurata yksittaisen reaktion kehitysta. Syklidpjalfluoresenssi ylittaa taustasateilyn, kut-
sutaan Ct-arvoksi (threshold cycle). Arvo on sig@gnpmpi mitd suurempi genomipitoisuus

alkuperaisessa naytteessa on. (Bustin — Nolan 20632¢-333.)

Jotta naytteessa oleva kopiomaara saadaan seteiiddan standardisuora maarittamalla
naytteita, joiden pitoisuus tunnetaan. Suoran avadladaan selville tietyn kopioméaarén si-

saltdvan naytteen Ct-arvo. Taméan jalkeen tuntemmétto naytteiden pitoisuus saadaan sel-
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ville sijoittamalla ne standardisuoralle Ct-arvojggrusteella ja katsomalla vastaavat pitoi-
suudet kuviosta. (Bustin — Nolan 2004c: 332-333uyvissa 4 on esimerkki standar-
disuorasta.

Initial Quantity (copies)

KUVIO 4. Standardisuora. Y-akselilla on Ct-arvocakselilla pitoisuus.

Monistumisessa on havaittavissa nelja vaihetta. iMoskayrasta eli amplifikaatiokayrasta
on esimerkki kuviossa 5. Aluksi monistettavaa tttaten niin vahan, ettei laite pysty sita
havaitsemaan, ja monistuskayra pysyy taustasatéigseline) tasolla. Monistuminen on
kuitenkin eksponentiaalista tassakin vaiheessapdtientiaalisen kasvun vaiheessa fluore-
senssin signaali havaitaan ensimmaisen kerran jastooninen on kaikkein tehokkainta.
Ideaalitapauksessa monistumisen tehokkuus on 1608#jjokaista templaattia kohti mo-
nistuu yksi kopio. Monistuskayran signaalin tasasee tadssa kohtaa ensimmaisen kerran
taustasateilyn ylapuolelle. Seuraavassa eli line@ssa vaiheessa monistumien alkaa va-
hentya ja monistuskayrd nousee lineaarisesti. &lataiheessa monistuminen lakkaa ko-
konaan. Monistuskayra on tasainen ja signaali pysyuttumattomana. (Shipley 2006: 9;
gPCR Technical Quide 2009: 2.)
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KUVIO 5. Monistuskayra lineaarisella asteikolla. iy staso on asetettu eksponentiaalisen
kasvun vaiheeseen, jolloin fluoresenssisignaalineméisen kerran ylittdd taustasateilyn
tason

Ct-arvo maarittyy sen mukaan, mihin kohtaan kynasst(thresholdline) asetetaan. Kyn-
nystason tulisi olla taustasateilyn ylapuolellapekgentiaalisen kasvun alueella. Amplifi-
kaatiokayraa voidaan tutkia joko lineaarisellagaolilogaritmisella asteikolla. Puoliloga-

ritmisessa kuvaajassa (kuvio 6) eksponentiaalisswun vaihe on lineaarinen ja kynnysta-
so asetetaan sen alueelle. (QPCR Technical Quidie: 20

PCR-menetelmassa kaytetdédn usein passiivista mefvéria, joka on yleisimmin ROX
(carboxy-X-rhodamine). Referenssivarin avulla vatetaan, ettd kuoppien signaalit ovat
verrattavissa keskendan. Eroja kuoppien valilletutda esimerkiksi laitteen epatasaisesta
signaalinhavaitsemiskyvysta tai pipetointivirheistiiokaisesta kuopasta monitoroidaan
ROX-signaali ja erot korjataan normalisoimalla g¢dikamalla FAM-signaali ROX-
signaalilla. (Shipley 2006: 12.)
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KUVIO 6. Monistuskayra puolilogaritmisella asteikal Kynnystaso on asetettu eksponen-
tiaalisen kasvun vaiheeseen, joka puolilogaritrtasasteikolla on lineaarisen mallinen.

PCR-menetelma on herkka kontaminaatioille. Kontaaiiot ovat virus-DNA:ta, jotka ei-
vat ole perdisin potilasnaytteesta. Ne voivat pdaiisin reagensseista tai epatarkasta pipe-
toinnista. Nayte voi kontaminoitua my6s naytteenogbteydessa. Yksi mahdollinen kon-
taminoiva tekija on myos aikaisemmasta ajosta peréileva PCR-tuote. Jotkin mastermi-
xit mahdollistavat UNG-ké&sittelyn, jolla ndm& aiemta ajoista peréisin olevat PCR-
tuotteet pystytddn tuhoamaan. Naissa mastermixessaUNG-entsyymi (uracil-N-
glykosylase) ja dUTP (deoxyuridine triphosphatekaj voi korvata dTTP:n osittain tai ko-
konaan. Markkinoilla on myds mastermixeja, jotksaftivat dUTP:n, mutta eivat UNG-
entsyymid. Naihin entsyymi taytyy lisata eriksegs, sitd halutaan kayttaa. (Scott Adams
2006: 54; DyNAmo Flash Probe gPCR Kit Instructioanmal 2008: 6.)

UNG-kasittely tehddédn PCR-ohjelmassa ensimmaiseméne polymeraasin aktivointia.
UNG-entsyymi aktivoidaan noin 50 °C:n lampdtilagaasilla on kyky katkaista DNA-
juosteet, joissa on dUTP:ta, mink& jalkeen ne ereiiendd toimia templaatteina. dUTP:ta
on vain aikaisemmin monistetuissa tuotteissa, jotaytteen DNA ei vahingoitu. (Scott
Adams 2006: 54.)
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3.4 Vertailtavat mastermixit

Viime aikoina eri reagenssivalmistajat ovat tuoneeirkkinoille mastermixeja, jotka toi-
mivat nopeammin kuin aiemmat mastermixit. Naité eitzp mastermixeja kutsutaan fast-
mixeiksi. Kdymme tassa lapi Applied BiosystemsimgWar® Universal PCR Master Mix
-liuoksen seka kahden fastmixin, Qiagenin Quanti™aRrobe PCR Master Mix ja Finn-
zymesin DyNAmo™ Flash Probe gPCR Master Mix -ligostominaisuuksia. Viittaamme

tekstissamme mastermixeihin myds pelkilla valmistanpimilla.

Applied Biosystemsin TagM&nUniversal PCR Master Mix on tarkoitettu kaytettiisia
perinteisella ajonopeudella. Se sisaltéa AmpliTadd@NA Polymerase -polymeraasin,
AmpErase UNG -entsyymin, dNTP/dUTP-seoksen, pdssiivreferenssivarin (ROX) ja
puskuriaineita (TagMahUniversal PCR Master Mix Protocol 2002: 6). HUSLiARiro-

logian osasto kayttaa tata mastermixia talla hitkeMV:n diagnostiikassa.

Qiagenin QuantiFast™ Probe PCR Master Mix siséll@gt StarTaq Plus DNA
-polymeraasin, dNTP-seoksen, passiivisen referefigsi (ROX) ja puskuriaineita. Pusku-
rissa on lisaaineita, kuten Q-Bond, jotka mahdiiliat nopean PCR:n. Q-Bondin ansiosta
Tag-polymeraasi sitoutuu DNA:han tehokkaammin j&lakiden kiinnittyminen nopeutuu.
Puskurin koostumus on suunniteltu niin, ettd sedubistaa lyhyet denaturointi-, kiinnit-
tymis- ja pidennysjaksot. (Quanti Fast Probe PCRdbaok: 4, 7, 9-10.)

Finnzymesin DyNAmMo™ Flash Probe gPCR Master Mixals#& Hot startThermus
brockianus DNA -polymeraasin, dNTP/dUTP-seoksen ja puskurigane@lUTP mahdollis-
taa UNG:n kayton, mutta entsyymi itsesséaén ei alewna mastermixissa. Passiivinen re-
ferenssivari ROX on erillisend, ja se voidaan ket mukaan haluttaess@dDyNAmMo

Flash Probe qPCR Kit Instruction manual: 2.)

Kaikissa mastermixeissa olevat polymeraasit owadttiivisia huoneenlammaossa, eika reak-
tioita tarvitse valmistella jailla. Polymeraasit ti@bidaan lampdokasittelylla 95 °C:ssa.
(TagMan® Universal PCR Master Mix Protocol 2002:@janti Fast Probe PCR Hand-
book: 9-10; DyNAmo Flash Probe gPCR Kit Instructroanual: 2, 5.)
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3.5 Inhibitiopaneeli

Veressa ja kudoksissa on monia yhdisteita, jotkeatanhiboida PCR-reaktiota. Inhiboivia

aineita ovat muun muassa punasolujen hemoglolpitkin reagenssit ja ruokien ainesosis-
ta rasvat. Liséksi jotkin orgaaniset yhdisteetkglyeeni ja ymparistén yhdisteet, kuten fe-
noliset yhdisteet ja raskasmetallit, inhiboivat RP(&aktiota. Tiedetaéan, ettd hemoglobiinis-
sa oleva hemi sisaltaa inhiboivia osia Taqg-polyrasiia ja etta nayteputkien hepariinianti-
koagulantti alentaa PCR:n tehokkuutta. (BustinelaN 2004b: 146-147; Bustin — Nolan
2004d: 400)

PCR-reagenssien inhibitionsiedon ja DNA-eristyksshokkuuden testaamiseen on kaytos-
sa Acrometrixin OptiChallenge-inhibitiopaneeli. Rah sisaltaa viitta yleisesti potilasnayt-
teissa esiintyvaa inhiboivaa tekijaa. Naitd ovapareni, EDTA, lipidit, bilirubiini ja he-
moglobiini (OptiChallenge Inhibition Panel 2007)y\Wh pienina pitoisuuksina nama ai-
neet eivat hairitse tuloksia, mutta ne voivat nausiiritsevalle tasolle esimerkiksi potilaan
elintapojen tai naytteenkasittelyn seurauksenabitibpaneelin analyytit on esitetty taulu-

kossa 2.

TAULUKKO 2. Inhibitiopaneelin analyytit

Paneeliliuos Analyytti Pitoisuus
EDTA-plasma EDTA 30,0 mmol/l
Hemolyysi, matala Hemoglobiini 9,7 g/l

Hemolyysi, keskitaso Hemoglobiini 20,0 g/l

Hemolyysi, korkea Hemoglobiini 40,0 g/l
Hepariiniplasma Hepariini 39,4 IU/ml

Lipemia Triglyseridit 16,59 — 18,90 mmol/l
Ikteria Bilirubiini 457 pmol/l
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4  TUTKIMUSONGELMAT

Tyomme |l&htokohtana on tutkia mahdollisuutta nogeeen CMV:n nukleiinihapon méaari-

tykseen. Maaritys on monivaiheinen ja erityise§€2RPajo on aikaavieva. Kaytossé olevalla
analysaattorilla (ABI Prism 7900) se kestaa 2h 9rivlaarityksen nopeutuminen olisi hyo-
dyllistd, koska virologian osasto ehtisi analysqiddilasnaytteet nykyista paremmin. Nayt-
teista on tarkedd saada tulokset saman péaivanaaikaska elinsiirtopotilaiden sytomega-
lovirusméaérien monitoroinnissa tulokset tarvita@peasti. Joinain paivind naytteita on niin
paljon, etta niiden kaikkien maarittamisessa tkige. Naytemaarien kasvu tulee todennéa-

koisesti jatkumaan, jolloin tarve nopeammalle PCirelnalle kasvaa.

Tarkoituksenamme on selvittaa, voidaanko PCR-ajesdga Applied Biosystemsin Tag-
Man® Universal PCR Master Mix -reagenssista Qiagenirar@ifast™ Probe PCR tai
Finnzymesin DyNAmo™ Flash Probe gPCR -reagenssiitd@n ja lyhyempaan ajo-
ohjelmaan. Lyhyemmalla PCR-ohjelmalla ajoaika lyieenoin puoleen. Tydmme on kvan-
titatiivinen ja luonteeltaan vertaileva tutkimuseitailevan tutkimuksen tavoitteena on pa-
rempi ymmarrys tutkittavasta ilmiosta ja sen yhesah ilmenevista eroista (Vilkka 2007:
21). Testaamme eri reagensseja ja ajo-ohjelmia @MMkleiinihapon maarityksessa ja

pyrimme saamaan selville, miten ne vaikuttavat mdéen tuloksiin.

Fastmixien kaytosta ja toimivuudesta ei 10ydy kopaljoa tutkimustietoa, koska ne ovat
olleet markkinoilla vasta vahan aikaa. Hilscherhkémn ja Dittmer (2005) ovat tutkineet
nopeaa PCR-menetelmaa eri alukkeilla ja todenmdgt, nopealla PCR-menetelmalla tu-
loksien vaihtelut ovat suurempia ja sensitiivisyw®nompi kuin perinteisilla mastermixeil-
|&. Vaaria positiivisia ei kuitenkaan ollut, eikfesifisyys ollut huonompi. Yoderin ja
Fishelin (2008: 253) tutkimus taas osoitti, ettd/Hiruksen maarityksessa nopealla PCR-
menetelmalla oli yhta hyva tarkkuus ja herkkyysnknormaalilla nopeudella. He myds to-
teavat menetelman saastavan aikaa ja kustanndksstannusten sdastbéa saadaan aikaan,
jos kaytetddn pienempia reaktiotilavuuksia, jolloigds reagensseja kuluu vahemman. Jot-
kin fastmixit tarjoavat mahdollisuuden pienempiezaktiotilavuuksien kayttoéon. PCR-
menetelma tulee aina optimoida kaytdssa olevidteiden, reagenssien ja alukkeiden mu-

kaan. Nain ollen fastmixien ja ajo-ohjelmien vdttée on selkea tarve.
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Yksi tarkeimmistéd mastermixin ominaisuuksista oié se sietdaa naytteessa mahdollisesti
olevia inhiboivia aineita. Voimakkaan inhibiittorilisné ollessa selvasti positiivinenkin
nayte voi antaa negatiivisen tuloksen, jolloin Eékekee vaarid johtopaatoksia potilaan
tilasta. Yksi tunnetuimmista inhiboivista yhdistéison hepariini, jota voi olla naytteessa
esimerkiksi silloin, kun nayte on otettu hepariutigeen. On tarkeda testata, onko fast-

mixeilla joitain voimakkaita inhibiittoreita.

Diagnostisen tuloksen taustalla on herkka ja ktaatioiden suhteen luotettava menetelma.
Herkalla menetelmalla pystytddn havaitsemaan resttiepienetkin viruspitoisuudet. Kvan-
titaatioiden tulee olla yhdenmukaisia, niin etténaaviruspitoisuus antaa aina saman tulok-
sen. Kvantitaatioiden on oltava yhtenevid my6s aanhmenetelmééan. Fastmixeilla saatu-
jen tulosten taytyy korreloida selvasti Applied Bystemsin mastermixiin, jotta niiden

kayttoonottoa voidaan harkita.

Toisinaan CMV-maaritysta tehdessa kay jokin vidieshadaan epéaselva tulos, minka takia
nayte tai koko sarja joudutaan analysoimaan uudestEéllaisessa tilanteessa maaritys on
aloitettava alusta DNA:n eristamiselld, joka vidjgraaikaa. Tavallista maaritysta tehdessa
templaattia saadaan kaksinkertaisesti se maara, tamtitaan PCR-reaktioon. Taméa vyli-
maarainen templaatti sailyy jadkaapissa vuorokauperka jalkeen se ei enaa ole ana-
lysointikelpoinen. Jos templaatin voisi pakastaagdyttaa pidempia aikoja, sita voitaisiin
kayttaa uusintanaytteen analysointiin. Pakastanfisiolaisuus voisi helpottaa joissain ta-
pauksissa tutkimusten tyonkulkua, koska PCR-ajdargitsisi tehdd samana paivana kuin
eristysta. Paula Marttinen on tutkinut pakastamigaikutusta templaatteihin opinnayte-
tyossaan. Hanen tutkimuksensa koski Epstein-Batirimsta ja han kaytti Qiagenin rea-
genssia (Qiagen artus EBV TM PCR Master Mix). Hamditsi pakastettujen templaattien

antavan selvasti pienempié tuloksia kuin ennen gtakaista (Marttinen 2007: 26-27).

Naiden kaikkien edella mainittujen seikkojen potgamuotoilimme tutkimuskysymyk-

semme seuraavanlaisiksi:

- Mikéa on Qiagenin QuantiFast™ Probe PCR Kit ja Fymesin DyNAmo™ Flash
Probe gPCR Kit -pakkausten fastmixien inhibitiostskyky?
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- Kuinka hyva herkkyys Qiagenin QuantiFast™ Probe R@Ra Finnzymesin Dy-
NAmMo™ Flash Probe gPCR Kit -pakkausten fastmixetaCMV:ta maaritettdes-
sa?

- Vaikuttaako templaattien pakastaminen CMV-tuloks{@iagenin QuantiFast™
Probe PCR Kit ja Finnzymesin DyNAmo™ Flash Prob&€RBKit -pakkauksilla?

- Kuinka hyvin CMV-tulokset korreloivat eri masternex valilla?

- Kumpi fastmix vaikuttaa paremmalta CMV:n reaaliaseeen PCR-maaritykseen,
Qiagenin QuantiFast™ Probe PCR Kit vai Finnzymd3yNAmo™ Flash Probe
gPCR Kit?

Ensimmaisen vaiheen perusteella valitsemme paret@maikuttavan fastmixin jatkotesta-
ukseen. Tyon toisessa vaiheessa tarkoituksenamnselwittédd, sopiiko valittu fastmix ja
lyhyempi ajoaika CMV:n maaritykseen HUSLABIn virglian osastolla. Ta&méan arvioimi-

seen tarvitsemme vastaukset seuraaviin kysymyksiin:

- Kuinka hyvin valitulla fastmixilla saadut CMV-tulskt korreloivat TagMan Uni-
versal PCR Master Mix -reagenssilla saatujen talokanssa?

- Kuinka hyvin CMV-tulokset korreloivat normaalimitszn ja lyhyen ajon kesken?

- Kuinka hyva toistettavuus CMV-naytteitd maaritestte nailla kahdella mastermix-

illa ja kahdella ajo-ohjelmalla on?

5 TYON SUORITTAMINEN

Teemme tydomme virologian osastolle, joka kuuluu HBBin mikrobiologian vastuualu-
eeseen. Teemme mittauksemme osaston geenimorsséegsa Haartmaninkadulla Hel-
singissa. PCR-tydskentelytapoihin tutustumme ké&a2009 ja tydtn mittaukset ja ana-

lysoinnin teemme syksylla 2009.

5.1 Aineiston valinta

Inhibitionsiedon testaukseen kaytdmme simuloitijgtieitd. Ne valmistetaan lisdamalla

inhibitiopaneelin liuoksiin viljeltya virusta. Saane virusviljelyosastolta CMV-
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kantaliuosta, josta etsimme laimennoksen, jossaa@n 2000 viruskopiota millilitrassa.
Kopiomaaran valitsimme jonkin verran detektiorajaa0 kopiota/ml) korkeammaksi, jotta

mahdolliset inhibitiot tulisivat paremmin ilmi jaiden voimakkuutta voitaisiin arvioida.

Reagenssien herkkyytta tutkimme laimennossarjmlegn kaytetddn osastolla valmistettua
plasmidia. Plasmidi siséltdda PCR:n kohdealueenesedsin ja sitd kaytetaan rutiinisti stan-
dardisuoran mittaukseen. Laimennossarjalla pyrinhiggamaan pienimman pitoisuuden,
jolla saadaan vield monistumaa. Kantaliuoksen Iamog&siksi valitsimme pitoisuudet 25,

250, 2 500, 25 000 ja 250 000 kopiota/ml.

Pakastamisen vaikutusta templaatteihin tutkimmgiiélpotilasnaytteella. Naytteet analy-
soidaan heti eristyksen jalkeen ja uudelleen kolruerokautta kestdneen pakastuksen
(-20 °C) jalkeen. Valitsemiemme naytteiden pitoseiuovat 420, 620, 2 720 ja 81 100 ko-
piota/ml. Valittujen pitoisuuksien avulla voimmevenida, kuinka suuri mahdollinen pitoi-
suuden aleneminen on ja kuinka helposti matalaitipset naytteet jaavat negatiivisiksi.
Kayttamiamme potilasnaytteita on sailytetty -20s¥2& ja ne ovat vuodelta 2009.

Toisen vaiheen mastermixien ja ajo-ohjelmien tdsgtagsa kaytamme aiemmin analysoitu-
ja potilasnaytteitd. Yhteensa naytteita on 91tgo&3 on positiivisia ja 38 negatiivisia. Po-
sitiivisiksi naytteiksi etsimme eritasoisia nayteimutta painotamme matalaa pitoisuutta.
Matalan pitoisuuden naytteiden avulla ndemme, kaldastmixeilla vaaria negatiivisia tu-
loksia ja voimme arvioida fastmixien herkkyytta.dégiiviset naytteet valitsemme niin, etta
alkuperaisessa mittauksessa kumpikaan rinnakkdisigi ei ole tuottanut monistumaa.
Lisaksi otamme jokaiseen ajoon mukaan kaksi eligtsdoistonaytettd (ks. taulukko 3).
Kasittelemme potilasnaytteitd nimettdmind. Eettigsenimikunnan lupaa emme tarvitse,
koska teemme potilasnaytteista saman maarityksid, mista on tehty jo aiemmin. Kayt-

tamiamme naytteitd on sailytetty -20 °C:ssa jave &aikki vuodelta 2009.
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TAULUKKO 3. Toisessa vaiheessa kaytettyjen potiéadteiden pitoisuudet ja maarét.

Potilasnaytteet Naytteen pitoisuus Naytteiden méara
Negatiivinen 0 kopiota/ml 38 naytetta
Matala <10 000 kopiota/ml 31 naytetta
Keskitaso 10 000 — 60 000 kopiota/ml 10 naytetta
Korkea >60 000 kopiota/ml 12 naytetta
Toistonaytteet 510 ja 6920 kopiota/ml 2 naytetta

Yhteensa 93 naytetta

5.2 Mittausten suoritus

Teemme mittaukset geenimonistuspisteelle ominaisgétapojen mukaisesti ja nouda-
tamme HUSLABIn ty6ohjetta sytomegaloviruksen nukikiapon maarityksesta. Kaytetyt
laitteet ja reagenssit on lueteltu liitteessa 2ng@érityksen suoritus liitteessd 3. Tutkimus
aloitetaan eristamalla virus-DNA MagNA Pure LC -saattorilla. Naytteet pipetoidaan
analysaattorin nayteastian kuoppiin. Jokaisesssajkuoppiin pipetoidaan myds vesikont-
rolli ja positiivinen potilasnaytekontrolli. KontHeilla varmistetaan, etta eristyksessa kayte-
tyt reagenssit tai koneen osat eivat ole kontarhuneita ja ettd eristysohjelma toimii
asianmukaisesti. Analysaattoriin lisataan tarvatamuovitavarat ja reagenssit, jonka jal-
keen eristys tapahtuu automaattisesti. MagNA Pu@eTbtal Nucleic Acid Isolation Kit
-pakkauksessa on kaikki eristyksessa tarvittawagenssit. (HUSLAB 2008).

PCR-reaktioseos valmistetaan puhdashuoneessa.iddegigta tehdaéan eristettyjen nayttei-
den lisaksi myods standardisuoraa ja NTC-kontrdiian-template control) varten. NTC-
kontrollissa on templaatin sijasta vettd ja sildrnaistetaan, etteivéat reaktioseoksen rea-
genssit ole kontaminoituneet. Reaktioseokseeraligavettd, mastermixia, F- ja R-aluketta
seka koetinta (HUSLAB 2008). Lisaksi Finnzymesinsteamixin mukana tulee erillisena
ROX-referenssi, joka lisatd&n haluttaessa realdlassen. Qiagenin ja Applied Biosystem-
sin mastermixeissa ROX on jo valmiina. Koska tad@enamme on kayttaa referenssia
PCR-ajoissamme, lisddmme reaktioseokseen suosit@l@x) maaran ROX-liuosta (Dy-

NAmo Flash Probe gPCR Kit Instruction manual 20®8:Taulukossa 4 on esitetty yhteen
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reaktioon tarvittavat reagenssimaarat. Yksi reakdistaa yhtd kuoppaa PCR-ajossa. Temp-

laattina toimii eristetty virus-DNA.

PCR-ajot tehdaan Stratagenen Mx3005P -laittealle joimii virologian osastolla CMV-
diagnostiikan varalaitteena (rutiinidiagnostiikagdgal Prism 7900). Jokainen nayte ajetaan
rinnakkaisina, paitsi laimennossarjan naytteetaja@jetaan nelja rinnakkain. Naytteiden
lisdksi jokaisessa ajossa on mukana myo6s vesiHontd C-kontrolli ja standardisuora.
Ajamme joka vaiheessa kaikki naytteet kahdellaagoiohjelmalla. Normaaliohjelma on
sama, mita kaytetaan rutiinisti ABI Prism 79004ketla. Fastmixeille tehdaan yhteinen

ajo-ohjelma.

TAULUKKO 4. Yhteen PCR-reaktioon tarvittavat reagsib

Applied Biosystems: Finnzymes: Qiagen:
1x-reaktioseos TagMan® Universal PCR| DyNAmo™ Flash Probg QuantiFast™ Probe
Master Mix gPCR Kit PCR Kit

Aqua 6,5ul 6,2ul 6,5ul
Mastermix 25ul 25ul 25ul
CMV F 1,5pl 1,5pl 1,5pl
CMV R 4,5pl 4,5pl 4,5pl
CMV Probe 2,5ul 2,5ul 2,5ul
ROX 0,3pl
(Templaatti 10pl)
Yhteensa 50pl 50ul 50ul

Lyhyt ohjelma suunnitellaan Finnzymesin ja Qiagetiateselosteissa ehdottamien ajoai-
kojen perusteella. Finnzymesin ja Qiagenin PCR:jelotointiajat eroavat toisistaan vain
vahan. Ohjelmaan otetaan mukaan UNG-kasittelyvdibska se parantaa mittauksen luo-
tettavuutta. TAma vaikuttaa vain niissa reagensseisissd UNG-entsyymi on lisattyna.
Kasittelyvaihe ei kuitenkaan haittaa monistumistaikka reagenssissa ei sitad olisikaan.
Syklien ajat ohjelmoidaan ehdotetuista ajoista ipigien mukaan (ks. taulukko 5). Sykleja
on yhta monta kuin rutiiniajossakin. Normaalin dimjan pituus on 1h 44min ja lyhyen oh-

jelman 1h 11min. (ABI Prism 7900 -analysaattonitzarmaali ohjelma kestda 2h 9min).
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TAULUKKO 5. Mittauksissa kaytetyt PCR-ohjelmat.

Lyhyt ohjelma Normaali ohjelma
1. UNG 2min 50°C 2min 50°C
2. Polymeraasin aktivointi 7min 95°C 10min 95°C
3. Denaturaatio 5s 95°C 15s 95°C
4. Kiinnitys ja pidennys 30s 60°C 1min 60°C
Sykleja (vaiheet 3. ja 4.) 45 45

5.3 Mittausasetukset

Saatujen kopiomé&arien lisaksi tarkastellaan sewmamwinuslukuja, jotta nahdaan kuinka
hyvin monistuminen on onnistunut. Hyvan standamtian tehokkuus on mahdollisimman
lahelld 100%:a. Kun tehokkuus on 100%, templaatiéné kaksinkertaistuu jokaisella syk-
lilla. Rsq on korrelaatiokertoimen arvo korotettutméseen potenssiin. Se kuvaa standar-
disuoran selitysastetta ja sen tulisi olla suurekypn 0,98. Esimerkiksi arvo 0,98 tarkoit-
taa, ettd suoran avulla voidaan selittdd 98% teiosaihtelusta. Arvolla 1,00 saavutetaan
korkein selitysaste. Standardisuoran kulmakertoimdisi olla mahdollisimman lahella
-3,3 ja y-akselin leikkauspisteen eli Ct-arvon dulolla l&ahella 38:aa (Bustin — Nolan
2004e: 452; Heikkila 2004: 92).

HUSLABIlla potilasnaytteen tulos voidaan hyvaksyiny kun tietyt ehdot toteutuvat. Hy-
vaksymisehtojen tayttymiseksi vahvimman standa@irarvon tulee olla 22 - 23 0,2,
standardisuoran kulmakertoimen -3,2 ja -3,6 vajdlgositiivisen kontrollin £50 % alkupe-
raisesta tuloksesta. Naita rajoja kaytetddn, kilwsalgoritmiksi on asetettu normalisoitu

non-adaptiivinen ja fluoresenssin kynnysarvo @ai:e

Applied Biosystemsin mastermixille tulosalgoritnai kynnysarvo ovat jo olemassa, mutta
fastmixeille jouduimme etsimdéan ne itse. Tulostemdajissa kaytimme puolilogaritmista
asteikkoa, jotta amplifikaatiokayrien eksponentishe olisi paremmin havaittavissa.
Vertailimme ensimmaisen vaiheen ajojen monistusk&sm asetuksilla. Huomasimme, etta

fastmixien kayréat olivat parempia adaptiivisellaséline -asetuksella. Rinnakkaiset arvot
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olivat lahempana toisiaan ja monistuksen ekspoaaintaihe oli helpommin havaittavissa.
Qiagenin fastmixissd ROX-referenssi ei jostain &yyeiminut. Sen antamat fluoresens-
siarvot pienenivéat ajon edetessa ja normalisoidadietuksella saatiin monituhatkertaisesti
lian suuria arvoja. Qiagenin reagenssin kohdaligtiknme siis ei-normalisoitua asetusta.
Fluoresenssin kynnysarvon pyrimme asettamaan kohjassa kaikki ajon monistuskayréat
olivat eksponentiaalivaihneessa. Tama arvo aseituizmesin kohdalla arvoon 0,02 ja

Qiagenilla arvoon 1000 (ks. taulukko 6).

TAULUKKO 6. Mastermixeille kaytetyt tulosalgoritmja kynnysarvot.

Applied Biosystems: Tag- Finnzymes: Qiagen:
Mastermix Man® Universal PCR Mas{ DyNAmo™ Flash Probe QuantiFast™ Probe PCR
ter Mix gPCR Kit Kit
Tulosalgoritmi non-adaptiivinen adaptiivinen adaptiivinen
Normalisointi normalisoitu normalisoitu ei-normalisoitu
Kynnysarvo 0,1 0,02 1000

6 TULOKSET

Kasittelimme tulokset kahdessa osassa. Ensiksailierine alkutestauksen tuloksia ja kar-
simme niiden perusteella toisen fastmixin pois awikisista. Jatkomittausten tarkoituksena
oli selvittda valitun fastmixin ja Applied Biosysisin tulosten yhtenevyytta. Tuloksissa
olemme keskittyneet enemman Applied Biosystemsmmaaliajon ja Finnzymesin ja Qia-
genin lyhyen ajon tuloksiin, koska mastermixit oghketty juuri niitd varten. Kaymme
my0s lyhyesti lapi Applied Biosystemsin lyhyen ajarfastmixien normaalin ajon tulokset.
Kaikki mittaustulokset ovat liitteessé 1.

6.1 Vertailu kahden fastmixin valilla

Tybn ensimmaisessa vaiheessa tutkimme mastermirlghitionsietoa, templaattien pa-
kastamisen vaikutusta PCR-reaktioon seka mittaubenkkyyttd. Lopuksi vertasimme
fastmixien tulosten korrelaatioita Applied Biosystan mastermixiin ja valitsimme lupaa-

vamman jatkotestaukseen.
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Pyrimme vastaamaan seuraaviin kysymyksiin:

- Mikd on Qiagenin QuantiFast Probe PCR Kit ja Fimegin DyNAmMo™ Flash
Probe gPCR Kit -pakkausten fastmixien inhibitiostskyky?

- Kuinka hyva herkkyys Qiagenin QuantiFast Probe RGRja Finnzymesin Dy-
NAmMo™ Flash Probe gPCR Kit -pakkausten fastmixetaCMV:ta maaritettdes-
sa?

- Vaikuttaako templaattien pakastaminen CMV-tulok€piagenin QuantiFast Probe
PCR Kit ja Finnzymesin DyNAmo™ Flash Probe qPCR-dakkauksilla?

- Kuinka hyvin CMV-tulokset korreloivat eri masternex valilla?

- Kumpi fastmix vaikuttaa paremmalta CMV:n reaaliagseeen PCR-maaritykseen,
Qiagenin QuantiFast Probe PCR Kit vai FinnzymesyNEBmo™ Flash Probe
gPCR Kit?

6.1.1 Inhibitiopaneeli

Inhibitionsiedon testaukseen kaytimme AcrometriX@ptiChallenge -inhibitiopaneelia.
Kaytimme paneeliin simuloituja naytteitd, joidengisuus oli noin 2000 kopiota/ml. PCR-
ajot tehtiin normaalilla ja lyhyella ajo-ohjelmalkmimella vertailtavalla mastermixilla. Ve-
rindyte ohjeistetaan ottamaan EDTA-putkeen, si@dniiniantikoagulantti voi aiheuttaa
voimakkaan inhibition. Hemolyyttiset naytteet oypatjon yleisempia ja hemin aiheuttama

inhibitio olisi paljon merkitsevampéaa.

Kuviosta 7 havaitaan, ettd ainoastaan Applied Bitssysin kohdalla hepariini aiheutti
huomattavan inhibition. Kaikkien muiden naytteideshdalla pitoisuudeksi saatiin l&hes
tai yli 2000 kopiota/ml eli muut inhibiittorit eivéaiheuttaneet merkittavaa tulostason ale-

nemista (ks. liite 1, taulukko 1).

Eri ajo-ohjelmia vertailtaessa Finnzymesin norni@a)a lyhyella ajolla saatiin hyvin sa-

mansuuruisia tuloksia. Qiagenin normaaliajolla s@adlokset olivat noin kymmenen ker-
taa suurempia kuin oli odotettavissa ja hajontaslirempaa. Applied Biosystemsin tulok-
set olivat noin puolet pienempia kuin normaaliljalla saadut tulokset (ks. liite 1, taulukko
2).
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KUVIO 7. Inhibitiopaneelin tulokset. Inhibiittorigriteltynd kunkin mastermixin kohdalla.
Applied Biosystemsin kohdalla kaytetty normaaliabaajja Finnzymesin ja Qiagenin
kohdalla lyhytta ajoa. Tulosten yksikko on kopioté/

6.1.2 Herkkyys

Herkkyyden tutkimiseen kaytimme plasmidista valetigta laimennossarjaa. Pyrimme 0y-
tamaan pienimman pitoisuuden, jolla saadaan vieldistumaa. Laimennokset olivat 25,
250, 2 500, 25 000 ja 250 000 kopiota/ml.

Kuviosta 8 nahdaan, etta Qiagenin tulokset ovaeriewn yhtenevammat Applied Biosys-
temsin mastermixin kanssa. Finnzymesin tuloksetaolidhes aina vahan pienempia kuin
Applied Biosystemsin reagenssilla saadut tuloksatkkien reagenssien herkkyydet olivat
samaa luokkaa. Pitoisuus 25 kopiota/ml nayttaesvah positiivisuuden cutoff-arvo, koska
talla laimennoksella jokaisen mastermixin kohdallarinnakkaisia kuoppia, joissa ei ollut

monistumaa.

Trendiviivojen selitysasteet ovat Applied Biosyssdita 0,999, Finnzymesille 0,980 ja
Qiagenille 0,984. Kaytetty laimennossarja oli patieessa standardisuoran valmistusta var-
ten. Voimme siis varovasti kayttaa selitysastei@agenssien vertailussa. Applied Biosys-
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temsin mastermixilla saadut tulokset olivat enttliyvat. Fastmixien arvot olivat hieman

huonommat eika niiden valilla ollut suurta eroa.
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KUVIO 8. Laimennossarjan tulokset. Applied Biosys&n kohdalla kaytetty normaalia
ajoa ja Finnzymesin ja Qiagenin kohdalla lyhyttéaajTulosten yksikkd on kopiota/ml,
puolilogaritminen asteikko. Kuvioon lisatty trentduat.

My6s muiden ajo-ohjelmien mittauksissa saatiin keykleksi 25 kopiota/ml. Finnzymesin
molemmilla ohjelmilla saatiin jalleen samansuuraiigiloksia. Qiagenin tulokset olivat oi-
keaa kertaluokkaa molemmilla ajoilla, mutta hajoaliaedelleen suurta. Applied Biosys-

temsin tulokset olivat molemmilla ajoilla samaakkaa. (ks. liite 1, taulukko 3)

6.1.3 Pakastetut templaatit

Pakastetemplaatteihin kaytettiin neljaa potilasetifit Ne analysoitiin heti eristyksen jal-
keen ja uudestaan kolme vuorokautta kestaneen tpékas (-20 °C) jalkeen. Taulukosta 7
voidaan lukea, ettd matalilla pitoisuuksilla pakasisen pienentava vaikutus oli melko va-
hainen. Korkean pitoisuuden kohdalla havaitaa@, &fiplied Biosystemsilla pitoisuus pu-
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tosi huomattavasti. Pitoisuus putosi myds Qiagéwimndalla, mutta Finnzymesin reagens-
silla se jopa kasvoi. Fastmixeilla pitoisuuden pieeminen oli suhteellisesti vahaisempaa

kuin kaytdssa olevalla mastermixilla.

TAULUKKO 7. Pakastamisen vaikutus templaatteihinppfed Biosystemsin kohdalla
kaytetty normaalia ajoa ja Finnzymesin ja Qiagéwhdalla lyhytta ajoa. Tulosten yksikko
on kopiota/ml.

Applied Biosystems Finnzymes Qiagen
Alkuperainen Ennen Pakastuksen Ennen Pakastuksen Ennen Pakastuk-
pitoisuus pakastusta jalkeen pakastusta jalkeen pakastusta | sen jalkeen
420 250 110 430 500 100 40
620 150 160 860 610 1420 560
2720 4890 2420 12 370 9510 3780 3890
81100 73980 1690 278 150 740 900 197 200 92 230

Muiden ajojen kohdalla Finnzymesin tulokset olivatiuten yhtenevat, mutta korkean pi-
toisuuden néyte antoi pakastamisen jalkeen liiakeita tuloksia lyhyella ajolla. Keski- ja
korkean tason naytteen kohdalla tulokset olivat tewkin korkeita, erityisesti lyhyella
ajolla. Qiagenin tulokset olivat muuten hyvat, rauiajontaa oli paljon. Applied Biosys-
temsin tulokset olivat lyhyella ajolla jalleen pampia ja pakastamisen jalkeen melkein

kaikki tulokset putosivat nollaan (ks. liite 1, lakiot 4 ja 5).

6.1.4 Kvantitaation korrelaatio

Kvantitaation korrelaatiota tutkimme edellistenhaiden tuloksilla (ks. taulukko 8). Keski-
tyimme fastmixien lyhyihin ajoihin ja Applied Biostemsin mastermixin normaaliin ajoon.

nousi.

Kun korrelaatiota verrattiin laimennossarjan se&tl@snaytteiden valilla (ks. taulukko 9),
havaittiin, ettd Finnzymes korreloi paremmin ApgliBiosystemsin kanssa ja korrelaatio
oli erittain merkitsevaa (p=0,014). Qiagenin kolad&orrelaatio oli tilastollisesti oireelli-

nen (p = 0,053). Havaitsimme, ettéa suurilla pitaissilla fastmixien antamien tulosten ha-

jonta kasvoi. Testasimme korrelaatiota niin, etitnme mukaan naytteet, joiden pitoisuus
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oli alle 150 000 kopiota/ml. Tassékin vertailussangymes korreloi paremmin Applied
Biosystemsin kanssa.

TAULUKKO 8. Rinnakkaiskuoppien keskiarvot. Applidgiosystemsin kohdalla kaytetty

normaalia ajoa ja Finnzymesin ja Qiagenin kohdajtayttd ajoa. Tulosten yksikké on
kopiota/ml.

Bgzglsl?éjms Finnzymes Qiagen

Laimennossarja

25 90 90 60

250 300 210 480

2500 2980 2850 1390

25000 25040 48570 19730

250000 250750 161190 165730

Potilasnaytteet

(ennen pakastusta

420 240 100 380

620 150 1420 860

2720 4980 3780 12370

81 100 73980 197200 278200

TAULUKKO 9. Korrelaatiot eri reagenssien valilldagtmixien lyhyiden ajojen korrelaatio
verrattuna Applied Biosystemsin normaaliajoon.

Applied Biosystems Finnzymes Qiagen
Laimennossarja ja potilasnaytteet enne

pakastusta

Pearsonin korrelaatio 0,774 0,660
Merkitsevyys 0,014 0,053
Laimennossarja ja potilasnaytteet ennen

pakastusta, <150 000

Pearsonin korrelaatio 0,939 0,879
Merkitsevyys 0,005 0,021

Finnzymesin regressiosuoran yhtal6 oli y = 0,72*8B2 ja Qiagenin y = 2,06*AB+408
(AB=Applied Biosystems). Yhtal6iden perusteellamaie sanoa, etta Finnzymesin tulok-

set olivat jonkin verran pienempia kuin Applied Bystemsin ja Qiagenin tulokset noin
kaksinkertaiset verrattuna Applied Biosystemsiin.
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Tulosten vertailun lisdksi voimme vertailla myds$ eyagensseilla saatuja standardisuoria
(ks. taulukko 10). Ihanteellisen standardisuora@araa kulmakerroin on -3,33 ja selitysaste
1,000. Standardisuoria vertailemalla huomasimmen#imesin antavan kulmakertoimen

suhteen parempia tuloksia kuin Qiagen, mutta salgieen suhteen huonompia.

TAULUKKO 10. Mittauksissa saatujen standardisuoriknimakerroin ja selitysaste.
Applied Biosystemsin kohdalla kaytetty normaaliabaajja Finnzymesin ja Qiagenin
kohdalla lyhytta ajoa.

Inhibitio Laimennos- Ennen Pakaste.- Avg. StDev
sarja pakastusta| templaatit
Applied -3,666 -3,657 -3,480 -3,509 -3,578 0,097
Biosystems
Slope “Finnzymes|  -3,428 -3,353 -3,299 -3,489 -3,392 0,08
Qiagen -3,493 -3,381 -3,112 -2,997 -3,246 0,230
Applied 0,987 0,984 0,994 0,994 0,990 0,005
Biosystems
RSA “Finnzymes| 0,890 0,817 0,984 0,992 0,921 0,08
Qiagen 0,983 0,973 0,958 0,989 0,976 0,014

6.1.5 Toisen fastmixin valinta jatkotutkimuksiin

Ensimmaisen vaiheen tulokset olivat ristiriitaisestattavien fastmixien suhteen. Tulosten
korrelaatiot Applied Biosystemsin kanssa olivatrizymesilla paremmat, mutta sen stan-
dardisuorien selitysasteet olivat huonommat. Finmzsin kohdalla eduksi katsottiin hal-

vempi hinta ja kotimaisuus.

Qiagenin standardisuorien selitysasteet olivat hywéitta korrelaatiot Applied Biosystem-
sin kanssa huonot. Qiagen antoi korkeilla virugpitoksilla huomattavan korkeita tuloksia

ja keskiarvoisesti tulokset olivat noin kaksi kersuurempia kuin Applied Biosystemsilla.

Edella mainittujen seikkojen perusteella paadyimmbétsemaan jatkotutkimuksiin Finn-

zymesin reagenssin.



31

6.2 Vertailu Applied Biosystemsin mastermixin ja vatittastmixin valilla

Toisessa vaiheessa ajoimme potilasnaytteita rirmakkinnzymesin DyNAmo™ Flash
Probe gPCR Master Mix:n ja Applied Biosystemsin Mlag Universal Master Mix:n kans-
sa. Teimme kaikki ajot normaalilla ja lyhyella PORjelmalla. Kaikista naytteista ajettiin
kaksi rinnakkaista kuoppaa. Tuloksia verrattinaaifspplied Biosystemsin normaaliajon

tuloksiin, joka on osastolla diagnostiikassa kag#éosleva menetelma.

TyoOn toisessa vaiheessa pyrimme vastaamaan sdorigsymyksiin:
- Kuinka hyvin valitulla fastmixilla saadut CMV-tulgkt korreloivat TagMan Uni-
versal Mix -reagenssilla saatujen tulosten kanssa?
- Kuinka hyvin CMV tulokset korreloivat normaalimitsen ja lyhyen ajon kesken?
- Kuinka hyva toistettavuus ndilla kahdella masteiitdixa kahdella ajo-ohjelmalla
maaritetyilla CMV néaytteilla on?

- Soveltuuko nopea PCR-ohjelma CMV:n nukleiinihapaiénitykseen?

6.2.1 Korrelaatio mastermixien ja ajo-ohjelmien valilla

Toisen vaiheen mittaustuloksista laskettiin Pedrs&arrelaatiot eri mastermixeille ja ajo-
nopeuksille kayttaen vertailukohtana Applied Bideyssin normaaliajoa. Korrelaatio las-
kettiin positiivisten naytteiden rinnakkaiskuoppikeskiarvotuloksista. Positiiviseksi nayt-
teeksi laskettiin nayte, jonka monistuman keskiawlrgyli 250 kopiota/ml. Toisen vaiheen

kaikki mittaustulokset on esitetty liitteessa lu(tkko 6 ja taulukko 7).

Mittauksissa oli yksi nayte, jonka kohdalla tuloksbvat todella korkeat. Tulosten vaihtelu
ja suuruus selittyvat silla, ettd naytteen pitogoli alun perin ollut hyvin korkea (678500
kopiota/ml) ja PCR-menetelma on hyvin herkka. Hggkk&nsa ja eksponentiaalisen monis-
tustehonsa ansiosta rinnakkaiskuopat voivat etotaistaan paljonkin. Naytteen kohdalla
vaihtelu oli niin suurta, etta se vaaristi laskgttkorrelaatioita eika sita ole otettu mukaan
seuraaviin vertailuihin. Taulukosta 11 huomaammig €earsonin korrelaatiot Finn-
zymesin kohdalla eivat ole niin selvia Applied Bisgemsin normaaliajon kanssa. Korre-

laatiot ovat tilastollisesti merkitsevia ja lyhyéekjolla korrelaatioksi saadaan r = 0,629.
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TAULUKKO 11. Pearsonin korrelaatiokertoimet toisessiheessa, kun mukana on posi-
tiiviset naytteet joissa ABnormaaliajo < 1 000 0@piota/ml.

Applied Biosystems, Applied Biosystems, Finnzymes, Finnzymes,
normaali ajo lyhyt ajo normaali ajo lyhyt ajo
Pearsonin korrelaatio 0,954 0,751 0,629
Merkitsevyys 0,00 0,00 0,00

Seuraavissa kuvioissa 9, 10 ja 11 on esitettyjeroljelmilla saatujen tulosten hajontaku-
viot ja regressiosuorat Applied Biosystemsin normagn tuloksiin verrattuna. Kuviossa 9
on vertailtu Finnzymesin lyhytta ajoa Applied Bigggmsin normaaliajon kanssa. Hajonta-
kuviosta ja regressiosuoran y-akselin leikkauspste (y = 24294) voidaan paatelld, etta
Finnzymesin tulokset lyhyella ajolla ovat suurimreadisaksi lilan suuria. Osa tuloksista on

kuitenkin matalampia eli hajonta on suurta.

FIH lyhyt ajo = 24293,95 + 0,76 * ABnorm
R-Square = 0,40
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KUVIO 9. Hajontakuvio Finnzymesin lyhyen ajon ja plgd Biosystemsin normaali ajon
valilla.

Kuviossa 10 on Applied Biosystemsin lyhyt ajo véraa normaaliajoon. Hajontakuviosta
nahdaan suoraan, ettd lyhyen ajon tulokset ovafistlmatalampia kuin normaaliajon tu-
lokset. Tama nahdaan myds regressiosuoran yhtajostéa kulmakerroin on vain 0,21.

Tulokset nayttaisivat olevan lilan matalia huolitaahdytteen pitoisuudesta yksittaisia tu-

loksia lukuun ottamatta.
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AB yhyt ajo = 3,23 + 0,21 * ABnorm
R-Square = 0,91
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AB normaali ajo
KUVIO 10. Hajontakuvio Applied Biosystemsin lyhyajon ja normaali ajon valilla.

Finnzymesin normaaliajon tulokset ovat jonkin varkorkeampia kuin Applied Biosys-
temsin normaaliajon tulokset, mikd nakyy kuviosda Regressiosuoran kulmakerroin on
kylla varsin lahella yhta eli se on varsin hyva,ttau-akselin leikkauspiste on 20 0373,

joten tulokset ovat korkeampia. Hajontaa on kuitertissakin ja osa Finnzymesin tulok-

sista on matalampia kuin Applied Biosystemsilla.

FIH normaali ajo = 2037341 + 1,09 * ABnorm
R-Square = 0,56
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KUVIO 11. Hajontakuvio Finnzymesin normaaliajon Agplied Biosystemsin normaa-
liagjon valilla.
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Jotta nahtaisiin miten tulokset riippuvat toisistaai pitoisuuksilla, on taulukossa 12 las-
kettu Pearsonin korrelaatiokertoimet neljdlle exsdlle Applied Biosystemsin normaa-
liajoon verrattuna. Molempien mastermixien lyhygananaytteet, joiden kopiomaara on
alle 1000 kopiota/ml, korreloivat jonkin verran kégsa olevaan menetelméaéan (r = 0,551).

Tulos on tilastollisesti merkitseva (p = 0,000).

Pitoisuuden ollessa 1000 — 100 000 kopiota/ml Finres ei korreloi kovin hyvin Applied
Biosystemsin normaalin ajon tulosten kanssa. ApgpBgsystemsin lyhyt ajo sen sijaan

korreloi normaaliajon kanssa ja tulokset ovat toisesti merkitsevia.

Suurimmilla pitoisuuksilla, yli 100 000, nayttaisievan voimakas positiivinen korrelaatio
molemmilla mastermixeilla Applied Biosystemsin n@m@iiajoon verrattuna (r > 0,9), ja

tulokset ovat tilastollisesti merkitsevia (p = 0000

TAULUKKO 12. Pearsonin korrelaatio Applied Biosystgin normaaliajon tuloksiin riip-
puen naytteiden pitoisuudesta.

Pitoisuus |  Pitoisuus Pitoisuus Pitoisuus
<1000 | 1000-10 000 10 000-100 00Q >100 000
Naytemaara 25 23 12 10
Finnzymes, Pearsonin korrelaatio 0,551 0,300 0,405 0,993
lyhyt ajo Merkitsevyys 0,00 0,16 0,19 0,00
Finnzymes, Pearsonin korrelaatio 0,782 0,108 0,115 0,995
normaali ajo Merkitsevyys 0,00 0,63 0,72 0,00
Applied Pearsonin korrelaatio 0,551 0,523 0,803 0,998
B;Sﬁzfggqs Merkitsevyys 0,00 0,01 0,00 0,00

6.2.2 Toistonaytteet

Toistonaytteina kaytettiin kahta potilasnaytettédéen alkuperaiset pitoisuudet olivat 510 ja
6920 kopiota/ml. Naytteet ajettiin seitsemassaagssa molemmilla ajo-ohjelmilla. Kuvi-
osta 12 ndemme, etta Applied Biosystemsin nornjal#iaoistettavuus oli hyva molem-
milla tasoilla. Finnzymesilla tulosten hajonta phljon suurempaa kuin Applied Biosys-

temsilla. TAma nékyy varsinkin keskitason nayttaess
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Applied Biosystemsin lyhyen ajon tulosten vaihtelu suurempaa kuin normaaliajolla ja

keskitason toistonaytteen tulokset olivat paaosatatampia. Finnzymesin keskitason tois-
tonaytteelld tulostaso vaihteli todella paljon nasdtilla ja lyhyella ajolla. Osa naytteista ol

todella korkeita ja kahden naytteen kohdalla rifaédkuopassa ei havaittu ollenkaan mo-
nistumaa, vaikka toisessa kuopassa oli huomattaastuma (ks. liite 1, taulukko 8 ja tau-

lukko 9).

100000

10000 1
H—I\._/._. —4— Applied Biosystems,

matala
1000 = . )
v——‘\w ——Applied Biosystems,
korkea
100 Finnzymes, matala
10 == Finnzymes, korkea

KUVIO 12. Matalan ja korkean tason toistonaytteidemntailu eri mastermixeilla. Applied
Biosystemsin kohdalla kaytetty normaalia ajoa janEymesin kohdalla lyhytta ajoa.
Tulosten yksikko on kopiota/ml, puolilogaritminestaikko.

Toistonaytteiden keskiarvot, keskihajonnat ja \atiakertoimet ovat nahtavissa taulukossa
13. Tuloksista nahdaan, ettd Applied Biosystemsimmaaliajon variaatiokerroin ja keski-
hajonta ovat muita parempia. Finnzymesin keskitasiytteissa on todella suuri keskiha-

jonta ja tulostaso on korkea.
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TAULUKKO 13. Matalan ja korkean toistondytteen kiésfonnat ja variaatiokertoimet
(CV%) eri ajopituuksilla ja mastermixeill&.

Applied Biosytems| Applied Biosystems| Finnzymes Nor- Finnzymes
Normaali ajo Lyhyt ajo maali ajo Lyhyt ajo

Matala taso
(510 kopiota/ml)
Keskiarvo 582 623 554 897
Keskihajonta 222 1076 215 983
CV% 39% 173% 39% 110%
Korkea taso
(6920 kopiota/ml)
Keskiarvo 7229 1695 92775 41456
Keskihajonta 2359 4639 63152 33982
CV% 33% 274% 68% 82%

6.2.3 Standardisuorien vertailu

Standardisuorien paremmuutta voidaan vertaillayjert lukuarvojen perusteella, joita on
esitetty luvussa 5.3 Mittausasetukset. Luotettavalenetelmalla standardisuorien tunnus-

luvut ovat hyvéaksymisehtojen rajoissa ja rinnakkagkset [&helld toisiaan.

Taulukossa 14 on esitetty toisen vaiheen standayden kulmakertoimet (slope) ja seli-
tysasteet (Rsq) jokaisesta ajosta seka laskettemkeskiarvot ja keskihajonta. Kulmaker-
toimen tavoitearvosta (-3,3) poikkeaa eniten AgpBiosystemsin lyhyt ajo. Muiden ajo-
jen kulmakertoimien keskiarvot ovat raja-arvojerb-fa -3,2sisélla. Molempien mastermi-
xien lyhyen ajon kulmakertoimissa on suurempi \@#wtuus kuin normaalilla ajolla. Mo-
lempien mastermixien selitysasteet ovat hyvat natithea ajo-ohjelmalla. Lyhyella ajolla

selitysasteet ovat huonommat erityisesti Finnzyhéesi
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TAULUKKO 14. Toisen vaiheen standardisuorien kulmakin ja selitysaste.

Slope Ajol Ajo2 Ajo3 Ajo4d Ajo5 Ajob Ajo7 Mean StDev
Applied
Biosystems -3,679 | -3,506 | -3,517 | -3,523 | -3,560 | -3,550 | -3,339 | -3,525 | 0,100
Normaali ajo
Applied

Biosystems -3,641 | -3,773| -4,280 -3,969 -3,961 -3,814 -4,024 ,923 | 0,206
Lyhyt ajo

Finnzymes | 5170 | 3374 | -3422 | -3,427 | 3,509 | -3,428 | 3,404 | 3,391 | 0,106
Normaali ajo

FInnzymes | 3914 | 3,124 -3218 -3317 -3,602 -3789 -3497 498 | 0,294
Lyhyt ajo

Rsq Ajol Ajo2 Ajo3 Ajo4 Ajo5 Ajo6 Ajo7 Mean | StDev
Applied

Biosystems 0,994 0,997 0,989 0,963 0,995 0,990 0,993 0,989 120,0
Normaali ajo
Applied

Biosystems 0,798 | 0,990 | 0,987 | 0,972 | 0,997 | 0,969 | 0,991 | 0,958 | 0,071
Lyhyt ajo

Finnzymes | 5990 | 0995| 0985 0973 0989 0989 0981 0486 0700
Normaali ajo
AT 0,815 | 0,970 | 0,968 | 0,978 | 0,989 | 0,911 | 0,824 | 0,922 | 0,074
Lyhyt ajo

6.2.4 Kvalitatiivinen sensitiivisyys ja spesifisyys

Kvantitatiivisen vertailun lisaksi testasimme mytososten kvalitatiivista yhtenevyytta eli
kasittelimme naytteitd joko positiivisina tai neigasina. Talla hetkella Applied Biosys-
temsin TagMan Universal Master Mix:lla on positiuuden rajana 250 kopiota/ml. Tata
olemme kayttdneet myods omissa vertailuissamme.ithesgys ilmoittaa tutkimuksen ky-
vyn havaita infektio ja spesifisyys tutkimuksen lgverottaa terveet henkilot sairaista.

Laskuissa oli mukana kaikki toisen vaiheen nayiteet

Taulukossa 15 on laskettuna Finnzymesin lyhyen tjtosten sensitiivisyys ja spesifisyys.
Naemme, etta sensitiivisyys on 100 % ja spesifi®8;9 %. Applied Biosystemsilla saatiin
positiivinen tulos yhteensa 63 naytteesta. Finnzjitdeon liséksi saatu kolmella naytteella
positiivinen tulos, vaikka Applied Biosystemsilldlds on ollut negatiivinen. Naméa kolme
naytettd ovat alun perin olleet positiivisia, mutig Applied Biosystemsilla tulokset ovat
juuri maaritysrajan alapuolella. Finnzymesin spsgyfs on siis todellisuudessa 100%.
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TAULUKKO 15. Finnzymesin lyhyen ajon sensitiivisyjgsspesifisyys, maaritysrajana on
250 kopiota/ml.

Applied Biosystems nor-
maaliajo
>250 <250 Yhteensé
Finnzymes >250 63 3 66
Lyhyt ajo <250 0 39 39
Yhteensa 63 42 105

Sensitiivisyys 100 %

Spesifisyys 92,9 %

Taulukossa 16 on Applied Biosystemsin lyhyen ajaodten sensitiivisyys ja spesifisyys
kayttaen positiivisuuden rajana 250 kopiota/ml.Idialsensitiivisyys oli 76,2 % ja spesifi-
syys 100 %. Huono sensitiivisyys aiheutuu 15 négtie, jotka normaalilla ajolla olivat po-
sitiivisia, mutta lyhyell& ajolla negatiivisia. N&nkaikki naytteet ovat alun perin olleet po-
sitiivisia. Tuloksissa oli myds muutama nayte, gotlun perin olivat positiivisia, mutta nyt

antavat tulokseksi molemmilla menetelmilla <250 ikdg'ml.

TAULUKKO 16. Applied Biosystemsin lyhyen ajon sdiigisyys ja spesifisyys, maaritys-
rajana on 250 kopiota/ml.

Applied Biosystems nor-
maaliajo
>250 <250 Yhteensa
gl >250 48 0 48
Biosystems
lyhyt ajo <250 15 42 57
Yhteensa 63 42 105

Sensitiivisyys 76,2 %
Spesifisyys 100 %

Finnzymesin normaaliajon tulosten sensitiivisyyssjpgesifisyys on esitetty taulukossa 17.
Sensitiivisyys oli 93,7 % ja spesifisyys 95,2 %nriiaymesin normaalilla ajolla saatiin 61
positiivista naytetta. Naista kaksi oli Applied Bystemsin normaaliajolla negatiivisia, tu-
loksen ollessa hieman maéaritysrajan 250 kopiotalapuolella. Alun perin ndma olivat
olleet positiivisia. Naiden lisaksi Finnzymesin m@aliajolla saatiin nelja negatiivisia tu-

losta, jotka olivat Applied Biosystemsilla posiigia. Yhden néaytteen kohdalla tulokset
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erosivat toisistaan selvasti, Applied Biosystergositiivinen tuloksella 900 kopiota/ml

ja Finnzymes negatiivinen tuloksella 40 kopiota/ml.

TAULUKKO 17. Finnzymesin normaalin ajon sensitiyys ja spesifisyys, maaritysrajana
on 250 kopiota/ml.

Applied Biosystems nor-
maaliajo
>250 <250 Yhteensa
Finnzymes >250 59 2 61
normaali ajo <250 4 20 24
Yhteensa 63 42 105

Sensitiivisyys 93,7 %
Spesifisyys 95,2 %

7 TYON LUOTETTAVUUDEN ARVIOINTI

Reliabiliteetti arvioi tutkimuksen tulosten toigtuutta. Mitd paremmin toistomittausten
tulokset yhtenevat sita luotettavampi ja tarkenopkitnus on (Vilkka 2007: 149). Validi-
teetilla arvioidaan tutkimuksen kykya mitata iln@gjota oli tarkoitus tutkia. Validiteettia
taytyy miettid jo ennen mittauksia ja muotoillakimuskysymykset niin, ettéa niihin vas-
taamalla saadaan luotettavaa ja tasmallista tietodsta. (Heikkila 2004: 29.)

Teimme kaikki mittaukset geenimonistuslaboratogiadiminaisten tyétapojen ja ohjeiden
mukaan. DNA:n eristdmisen ja PCR-ajon luotettavaudarkistimme vesikontrollilla,
NTC-kontrollilla ja positiivisella naytekontrollil. Kaikki vesi- ja NTC-kontrollit olivat
negatiivisia ja positiivisia naytekontrolleja oblfa ajossa yleensa useampi ja tarkistimme
niiden monistumisen. Mittaustuloksia eivat siisrhmiieet ulkopuoliset kontaminaatiot ja
DNA:n eristys oli onnistunutta. HUSLAB kayttaa dreggtisten naytteiden kohdalla 5.3
Mittausasetukset -kappaleessa lueteltuja kriteejejden tulee toteutua, jotta naytteen tu-
los voidaan hyvaksyd. Nama kriteerit eivat toteainkaikissa mittauksissamme, mutta
koska tuloksiamme ei kaytetty potilaiden hoidoni@intiin vaan menetelmavertailuun, se

voidaan hyvéaksya.
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Olimme paasseet harjoittelemaan tydéssamme kayiett@enetelmia tyoharjoittelumme
aikana. Tama paransi tydomme luotettavuutta huonesta koska pystyimme suunnittele-
maan tydomme mittaukset paljon tarkemmin ja opimmeéka ty6vaiheet olivat tulosten
luotettavuuden kannalta kriittisid. Pidimme kaytisiéimme reagensseista ja standardeista
samanlaista kirjanpitoa kuin osastolla on tapahadepotilasnaytteiden kohdalla. Kaikki
kayttamamme reagenssit oli testattu toimiviksi tmakriteerien mukaisesti. Kayttdmam-
me reagenssit ja valineet olivat oikein sailyteéttjg niiden paivaykset olivat voimassa lu-
kuun ottamatta inhibitiopaneelin liuoksia, jotkavat juuri vanhentuneet. Kaytimme tyo-
homme kaiken tasoisia potilasnaytteitd, joita éliydetty ohjeiden mukaisesti. Kaytimme

my0s viljeltya virusta ja plasmidia, joiden toimivsioli tarkistettu.

Ma&aritys on vaativa, koska siind on monta tarklawvtiativaa vaihetta. Pyrimme tekemaan
mittaukset aina samalla tavalla, mutta joitain satusvirheitd paasi kaymaan. Kun virhe
tapahtui, arvioimme sen vaikutusta tuloksiin. Egkilesi yhdessa ajossa Finnzymesin
naytteita ei sekoitettu ja sentrifugoitu ennen F€RAle pipetoimista. Mittauksen tulostaso

oli hyva, mutta rinnakkaisissa naytteissa oli tartekia enemman hajontaa.

Systemaattinen virhe tapahtui, kun kaytimme Qiagemiagenssia, jossa oli suurempi
ROX-pitoisuus kuin Stratagenen analysaattorille salpsiteltu (Quanti Fast Probe PCR
Handbook: 10). Tama oli todenné&kdisesti syy siilgtd ROX ei toiminut, jolloin Qiagenin
mittausasetuksissa ei voitu kayttaa normalisoifit@nen virhe oli lyhyeen PCR-ajoon oh-
jelmoitu UNG-kasittely. Olimme ymmartaneet Finnzygimetuoteselosteesta, etta siind on
UNG-entsyymi, mutta reagenssissa olikin vain UNGHtélyn mahdollistavat dUTP-
nukleotidit. Tama ei kuitenkaan vaikuttanut tuliokskoska kasittely tehdd&n ennen var-
sinaista PCR-ajoa lampdtilassa, jossa polymeraagiieoidu.

Mittaukset tehtiin Stratagenen analysaattorillkajon maarityksen varalaite. Kaikkia tu-
loksia verrattiin Applied Biosystemsin normaaliajpdoska se vastaa kaytossa olevaa me-
netelmaa. Applied Biosystemsin reaktioseosohjkttgiettin myds fastmixeille, vaikka
niiden tuoteselosteissa suositellaan eri ohjettd. éNl kuitenkaan ollut tarkoituksena opti-

moida reagenssin toimintaa vaan saada vertailulsgdptloksia.
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Suurempien naytemaarien analysointi olisi pararittiioksiamme. Mittausten maaraa ra-
joitti kuitenkin mittauksiin kaytdssa oleva aikamnaese, etta jouduimme tekemaan omat
mittauksemme osastolla tehtavien muiden maaritykterassa. Ensimmaisesséa vaiheessa
inhibitiopaneelin liuosta riitti vain nyt tehtyihimaarityksiin. Pakastetemplaattien tutkimi-
sessa olisi mittaukset taytynyt tehda useammalftteglla. Nyt saaduista tuloksista on vai-
kea vetaa johtopaatoksia. Pakastettujen templaattegeltuvuus PCR-reaktioon ei kuiten-
kaan ollut tydomme térkein vaihe. Reagenssin koatelaApplied Biosystemsin kanssa oli
tarkein tutkittava asia ja pystyimme tydssamme aastaan hyvin siihen liittyviin tutki-

muskysymyksiin.

8 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Tavoitteenamme oli selvittdd, voisiko virologiarast siirtyd sytomegaloviruksen nukle-
linihapon maarityksessé Applied Biosystemsin TagManiversal PCR Master Mix
-reagenssista Qiagenin QuantiFast Probe PCR taizfanesin DyNAmo™ Flash Probe
gPCR reagenssin kayttoon ja lyhyempéaéan PCR-ohjelmagseisista fastmixeista ei ollut
aiempaa kokemusta virologian osastolla eika niggiynyt tutkimustietoa CMV- diagnos-

tiikkkaan liittyen.

Tuloksista selvisi, etta Applied Biosystemsin raagge ei toimi lyhyella ajolla niin hyvin
kuin normaalilla. Normaaliajon tulokset olivat hpypaikkansapitavat aikaisempien ja odo-
tettujen tulosten kanssa. Lyhyella ajolla tulokgetat yleensa selvasti pienemmiksi eika
ohjelmaa voi kayttaa potilasnaytteiden tutkimisegsestmixit toimivat lyhyella ajolla odo-
tetusti paremmin. Normaalilla ajolla tulokset olivdeensa liian korkeita todennakoisesti
siksi, ettéa reagenssivalmistajat ovat optimoin@stgenssin nimenomaan lyhyille ajoille.
Tuloserojen takia painotimme vertailussa fastmixigryitd ajoja ja Applied Biosystemsin

normaalia ajoa.

Ensimmaisessa vaiheessa oli tarkoitus selvittaipkdastmix toimisi paremmin CMV:n
diagnostiikassa. Tulokset olivat kuitenkin ristaisia ja valinta niiden perusteella vaikea.
Inhibitiopaneelissa ei 16ytynyt selkeitéa eroja fastien valilla. Mikaan inhibiittoreista ei
selvasti inhiboinut PCR-reaktiota kummallakaanrfasilla. Tulosten vaihtelu ei ilmeisesti
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johtunut inhibitiosta vaan PCR-menetelman herkkyy@heuttamasta epatarkkuudesta.
Menetelmasta johtuen 50%:n suuruiset tulosvaihtelt#tt mahdollisia ja hyvéksyttavia.
Finnzymesin tuloksissa naytti kuitenkin olevan véhgn hajontaa kuin Qiagenin tuloksis-

sa, mutta taméakaan ero ei ollut kovin selkea.

Inhibitiopaneelin tulokset osoittivat, etta Appli@®losystemsin TagMan Universal PCR
mastermixill&a hepariini inhiboi monistumisen taysirulos oli merkittava, silla vaikka he-
pariinin tiedettiin olevan mahdollinen inhibiittorasiaa ei ole aiemmin tutkittu virologian

osastolla.

Pakastamisen vaikutus templaatteihin havaittiivéstl ainoastaan Applied Biosystemsin
reaktioliuoksella. Pakastamisen jalkeen pitoisuddskivat ja korkean naytteen kohdalla
pitoisuuden pudotus oli todella suuri. Pakastamiselaltava vaikutus tuloksiin oli aiem-
min todettu Paula Marttisen opinnaytetydssa (20Pakastamisen aikana templaattiseok-
seen mahdollisesti saostuu jokin yhdiste, jokakahApplied Biosystemsin mastemixia.
Inhibiittori voi olla perdisin MagNA Pure LC Totdlucleic Acid Isolation Kit- paketin
reagenssista. Tama inhibiittori vaikutti vain vahénei ollenkaan testattuihin fastmixeihin.
Tuloksissa on kuitenkin hajontaa jonkin verran favaikea sanoa, vaikuttaako pakastami-
nen siihen. Kummankaan fastmixin tulostaso ei kikiéan selvasti pudonnut, joten emme

voi tdman testin perusteella sanoa, kumpi fastrsi&ean parempi.

Laimennossarjan mittauksissa saatiin kaikilla kdlanenastermixilla pitoisuudella 25 ko-
piota/ml kuoppia, joissa monistumista ei havaijbten tulokset ovat tamankin suhteen yh-
tenevia. Finnzymesin laimennossarjan keskihajohta&mnan alhaisempi kuin Qiagenilla.
Variaatiokertoimen arvot olivat molemmilla reagerila samaa luokkaa. Laimennossarjan
tulosten perusteella vaikutti siltd, ettéd Qiagetiloksissa olisi matalilla pitoisuuksilla va-

hemman vaihtelua kuin Finnzymesilla.

Standardisuoria vertailemalla huomasimme Finnzymastavan kulmakertoimen suhteen
parempia tuloksia kuin Qiagen. Qiagenin standaatisn selitysasteet olivat kuitenkin pa-
remmat kuin Finnzymesin. Finnzymesilla oli standsudrien rinnakkaiskuoppien valilla
suurempia eroja kuin Qiagenilla, tosin yhden kem&ma johtui tekemastamme satunnais-

virheesta.
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Tulosten perusteella valitsimme Finnzymesin DyNAmadTash Probe gPCR reagenssin
toisen vaiheen jatkotutkimuksiin. Finnzymesin \sdihisen puolesta puhui tulosten parem-
pi korrelaatio Applied Biosystemsin kanssa. Mydgressiosuoran yhtalo oli parempi Finn-
zymesilla, joten tulostaso oli lAhempéana oikeaanEymes on myds kotimainen ja rea-
genssi on halvempi kuin Qiagenilla. Qiagenin ka@agiokerroin oli huonompi kuin Finn-
zymesilla ja regressiosuoran yhtalosta ndimme,teltékset olivat kaksinkertaiset Applied
Biosystemsin tuloksiin verrattuna. Qiagenin tuldkskvat todella paljon Applied Biosys-

temsin tuloksia suurempia korkeilla viruspitoisuills

Toisessa vaiheessa tarkoituksenamme oli selvitt&éltsuko nopea PCR-ohjelma Finn-
zymesin DyNAmo™ Flash Probe gPCR -reaktioliuoks€llV:n nukleiinihapon maari-
tykseen. Tuloksia verrattiin Applied BiosystemsiagMan Universal PCR reaktioliuoksel-
la saatuihin tuloksiin. Tuloksista huomasimme, éplied Biosystemsin nopean ajon tu-
lokset jaivat mataliksi ja Finnzymesin normaaliajoiokset olivat todella korkeita. Keski-
tyimme Applied Biosystemsin normaaliajon ja Finnagim lyhyen ajon tuloksiin.

Applied Biosystemsin TagMan Universal PCR MasterNaxFinnzymesin DyNAmo™
Flash Probe qPCR Master Mix korreloivat keskenadtullisesti. Eri pitoisuustasoilla
korrelaatiossa oli eroja siten, etta kaikkein karkmilla pitoisuuksilla (>100 000 kopio-
ta/ml) se oli korkeinta, ja pitoisuuksilla 10000 @00 kopiota/ml matalinta. Kun kaikki pi-
toisuudet otettiin mukaan hajontakuvioon, tulostéhnen hajonta oli selvda. Finnzymesin
tulokset olivat paasaantoisesti liian korkeita,kgelin leikkauspisteen ollessa noin 24 000
kopiota/ml. Selitysaste Rsq oli vain 0,40, jolld&arrelaatio on r = 0,63. Korrelaation olisi
taytynyt olla todella voimakasta (>0,9), tulostasgwin samansuuruinen ja toistettavuuden

hyva, jotta reagenssin kayttdonottoa olisi voitukita.

Toistonaytteiden kohdalla Finnzymesin tulosten tedédvuus oli selvasti suurempaa verrat-
tuna Applied Biosystemsin tuloksiin, jotka olivaargin tasaiset. Kaikkien ajojen standar-
disuorien tulokset olivat suhteellisen hyvét kulmd&imien osalta. Standardisuorien seli-
tysasteet olivat jonkin verran huonompia lyhyeljélla kuin normaalilla ajolla. Standar-

disuorissa oli enemmé&n hajontaa Finnzymesin lyléyegsssa verrattuna Applied Biosys-

temsin normaaliajoon.
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Ylla esitettyjen tulosten perusteella on mielest@sualvaa, ettd Finnzymesin DyNAmo™
Flash Probe qPCR Master Mix ei sovellu suoraan QMukleiinihapon kvantitatiiviseen
diagnostiikkaan HUSLABIn virologian osastolla. Tkéet vaihtelevat liikaa ollakseen luo-
tettavia. Muillakin valmistajilla on tarjota fastr@ja ja jokin toinen fastmix voisi sopia pa-
remmin virologian osastolle. Jos lyhyempaan ajelbhgan halutaan siirtyd, taytyy naita
muitakin fastmikseja testata. Esimerkiksi Applieib&/stemsilta on tullut markkinoille
TagMan Fast Universal PCR Master Mix, jonka tuldksaisivat olla yhtenevAmmat ny-
kyisen TagMan Universal PCR Master Mix -reagenssinssa. Taman reagenssin kayt-

téonotto vaatisi kuitenkin laitehankintoja.

Koska kvantitatiiviset tulokset eivat vaikuttanégvilta, laskimme tuloksista myds kvalita-
tiivisen sensitiivisyyden ja spesifisyyden. Naméokset olivat Finnzymesin masterimixin
lyhyella ajolla hyvat. Finnzymesin tulosten peredieevoi hyvin varmasti sanoa, onko nay-
te positiivinen vai negatiivinen. Reagenssi vogpia kvalitatiiviseen maaritykseen, mutta
sita pitaisi viela testata lisaa ennen kayttoorottdannattaa kuitenkin miettid, onko hie-
man nopeampi kvalitatiivinen tulos niin tarpeellinettei voida odottaa kvantitatiivista tu-

losta.

Fastmixeista voimme todeta, etta ne sietavat hyhibiittoreita ja niilla voidaan todenna-
koisesti analysoida myds pakastettuja templaattdpds niiden herkkyydet ovat hyvat.
Fastmixeilld mitatut standardisuorat eivat ainaetilhyvaksymisrajoissa ja korkeilla nayte-

pitoisuuksilla niiden antamissa tuloksissa oli palyaihtelua.

Olemme saaneet paljon lisda kokemusta ja syverttdieamme reaaliaikaisista PCR-
maarityksista tata opinnaytetyota tehdessdmmeatiten itsendinen teko ja aikataulujen
suunnittelu on ollut hyddyllistda. Huomasimme, dtitbsten tilastollisessa kasittelyssa tulee
ottaa huomioon paljon eri asioita, etteivat tulak&@éristy. Tulosten luotettavuuden arvi-
ointi on myos ollut opettavaista. Olemme molemmatnostuneet kliinisestd mikrobiolo-

giasta ja tyon aihe oli meille mieleinen.
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LITE 1
1(9)
MITTAUSTULOKSET

TAULUKKO 1. Inhibitiopaneelin tulosten keskiarvosuyluissa olevissa arvoissa hepariinia ei ole otettu
huomioon). Applied Biosystemsilla kaytetty normaadijoa ja Finnzymesilla ja Qiagenilla lyhytta ajda-
losten yksikko on kopiota/ml. Liséksi laskettu kibsionnat ja variaatiokertoimet.

Applied Biosystems Finnzymes Qiagen

Avg. StDev | CV% Avg. StDev CV% Avg. StDev | CV%
Ei inhibitiota 3147 1309 42 % 4857 4 0% 410p 2742 67 Mo
EDTA-plasma 6405 2941 46 % 5853 315 5% 4318 1543 36 %
Hemolyysi, matala 2894 224 8 % 3869 1129 29 % 2957 439 15 %
Hemolyysi, keskitaso | 5064 564 11 % 6586 69 1% 5513 1965 36 %
Hemolyysi, korkea 1918 706 37 % 5733 1969 34 % 2026 525 26 |%
Hepariiniplasma 0 0 0% 1945 443 23 % 7635 1790 23 %
Lipemia 3745 1602 43 % 5168 1315 259 3180 11 0%
Ikteria 6545 1090 17 % 4483 597 13 % 5117 1150 22 %
Keskiarvo 3714 1054 25% 4812 730 16 % 4356 1271 289

(4245) | (1205) | (29%)




TAULUKKO 2. Inhibitiopaneelin kaikki tulokset. Tutden yksikkd on kopiota/ml. Liséksi laskettu kesk@, keskihajonnat ja variaatiokertoimet.

Applied Biosystems Finnzymes Qiagen
Normaaliajo Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV%
Ei inhibitiota 2221 4072 3147 1309 429 3037 1928 2483 784 32 % 5401 25740 85570 84612 999
EDTA-plasma 4325 8484 6405 2941 46 % 2807 3666 3237 607 19 % 82980 50140 | 66560 [ 23221 | 35%
Hemolyysi, 3052 2735 2894 224 8 % 2865 2576 2721 204 8% 2460072880 48740| 3413¢ 709
matala
Hemolyysi, 4665 5462 5064 564 11 % 5371 5474 5423 73 1% 65720 44490 | 55105 | 15012 | 27 %
keskitaso
Hemolyysi, 2417 1418 1918 706 37 % 3889 2763 3326 796 24% 0@13 24990 23145 2609 119
korkea
Hepariini- 0 0 0 0 0 % 6416 6492 6454 54 1% 1004 787 896 153 17 %
plasma
Lipemia 4878 2612 3745 1602 439 6469 5124 5797 951 16 % 94@B2| 41390 37165 5975 169
Ikteria 7315 5774 6545 1090 17 % 5822 4686 5254 803 15 % 93850 46030 | 69940 | 33814 | 48 %
Keskiarvo 3714 1054 25 % 4337 534 14 % 48300 24942  A(
Lyhyt ajo Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV%
Ei inhibitiota 2945 1756 2351 841 36 % 4860 4854 4857 4 0 Po 6044 1662 | 4105 2742 67 %
EDTA-plasma 2039 1247 1643 560 34 % 5630 6075 5853 315 5 % 3227 5409 4318 1543 | 36 %
Hemolyysi, 1807 1332 1570 336 21 % 3070 4667 3869 11p9 29% 6732 2646 2957 439 15 %
matala
Hemolyysi, 3666 3066 3366 424 13 % 6635 6537 6586 69 1% 4123 6902 5513 1965 | 36 %
keskitaso
Hemolyysi, 678 1335 1007 465 46 % 4341 7125 5733 1969 34% 7239 1654 2026 525 26 %
korkea
Hepariini- 0 0 0 0 0 % 1632 2258 1945 443 23 % 8901 6369 7635 1790 | 23 %
plasma
Lipemia 1393 2166 1780 547 31 % 4238 6098 5168 1315 25% 8731 3172 3180 11 0%
Ikteria 2945 4701 3823 1242 32% 4905 4061 4483 597 13 % 5930 4304 5117 1150 | 22 %
Keskiarvo 1942 552 27 % 4812 730 16 % 4356 1271 28

(6)2

%

T 3L



TAULUKKO 3. Laimennossarjan kaikki tulokset. Tulestyksikkté on kopiota/ml. Lisaksi laskettu keski@rkeskihajonnat ja variaatiokertoimet.

Applied Biosystems
Normaali ajo Lyhyt ajo
Laimennos Kuoppal| Kuoppa2 | Kuoppa3 | Kuoppa4 Avg. StDev Ccv Kuoppal| Kuoppa?2 | Kuoppa3 | Kuoppa4 Avg. StDev Ccv
25 0 0 90 0 23 45 200 % 0 38 0 0 10 19 200 %
250 187 303 537 178 301 167 55 % 124 37 182 293 159 107 68 %
2500 1072 4052 4464 2348 2984 1570 53 % 2863 1489 2234 4081 2667 1097 41 %
25000( 18140 23210 35620 23180 25038 7447 30 % 25780 2724031660 24420 27275 3142 12%
250000, 214600 | 326200 | 241400 | 220800 | 250750 | 51588 21 % 285300 | 505800 | 286700 | 193100 | 317725 | 132813 42 %
Keskiarvo 12163 72 % 27436 72%
Finnzymes
Normaali ajo Lyhyt ajo
Laimennos Kuoppal | Kuoppa2 | Kuoppa3 | Kuoppa4 Avg. StDev CVv Kuoppal | Kuoppa2 | Kuoppa3 | Kuoppa4 | Avg. StDev CVv
25 27 0 0 7 9 13 150 % 0 0 55 0 14 28 2009
250 4671 261 322 538 1448 2152 149 % 1033 122 449 308 478 393 82 %
2500 1741 1825 1359 1499 1606 215 13 % 2476 1102 1357 0 63 1391 783 56 %
25000 21490 17800 27480 17800 21143 4569 22 % 25080 11770 25810 16240 19725 6859 35%
250000 266800 158400 164600 129600 179850 59939 33 % 83910140500 109800 73530 165733  1187(5 729
Keskiarvo 13378 73 % 25368 89 %
Qiagen
Normaali ajo Lyhyt ajo
Laimennos Kuoppal| Kuoppa2 | Kuoppa3 | Kuoppas Avg. StDev Ccv Kuoppal| Kuoppa?2 | Kuoppa3 | Kuoppa4 Avg. StDev Ccv
25 0 0 9 0 2 5 200 % 0 141 0 37 45 67 150 %
250 472 136 176 170 239 157 66% 183 135 148 371 209 110 52%
2500 765 1201 1719 2192 1469 620 42 % 3878 1469 1558 4511 2854 1570 55 %
25000 19590 22340 39880 23820 26408 9151 35% 75560 1353012360 92810 48565 41732 86 %
250000/ 132100 | 219700 | 322400 | 152500 | 206675 | 85748 41 % 258900 63480 161190 | 138183 86 %
Keskiarvo 19136 77 % 36332 86 %

~

(6):

T 3Ll



TAULUKKO 4. Pakastamisen vaikutus templaatteihimridaaliajon kaikki tulokset. Tulosten yksikkd onpkata/ml. Lisaksi laskettu keskiarvot, keskiha-
jonnat ja variaatiokertoimet.

Applied Biosystems Finnzymes Qiagen
Ennen pakas- | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV%
tusta
420 257 232 245 18 7% 586 422 504 116 23|% 144 197 171 37 22 %
620 73 219 146 103 71 % 714 484 599 163 27 % 1039 1271 1155 164 14 %
2720 4020 5767 4894 1235 259 11420 10330 108y5 77 7 %5984 12730 9357 4770 51 %
81100 85710 62250 | 73980 | 16589 | 22 % 136100 | 123400 | 129750 8980 7% 565 93800 | 47183 | 65927 | 140 %
Keskiarvo 4486 31% 2507 16 % 17725  57|%
Pakastamisen | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV%
jalkeen
] 420 51 161 106 78 73 % 589 597 593 6 1% 81 101 91 14 6%1
620 228 89 159 98 62 % 989 1499 1244 361 29 % 632 484 558 105 19 %
2720 3281 1549 2415 1225 51 % 16630 9422 13026 5097 39 %933 6339 4636 2408 52 %
81100 1967 1419 1693 387 23 % 158700 | 134300 | 146500 | 17253 | 12 % 69360 76850 | 73105 | 5296 7%
Keskiarvo 447 52 % 5679 20 % 1956 23|%

TAULUKKO 5. Pakastamisen vaikutus templaatteihighyzen ajon kaikki tulokset. Tulosten yksikkd on kaip/ml. Liséksi laskettu keskiarvot, keskiha-
jonnat ja variaatiokertoimet.

Applied Biosystems Finnzymes Qiagen
Ennen pakas- | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa?2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV%
tusta
420 31 29 30 1 5% 437 427 432 7 2% 100 105 103 4 3|%
620 64 91 78 19 25% 917 805 861 79 9 % 2196 634 1415 1105 78 %
2720 1162 741 952 298 31% 11110 13620 12365 1775 14 9% 572 2 4979 3776 1702 45 %
81100 40920 67280 | 54100 | 18639 | 34 % | 361500 | 194800 | 278150 | 117875 | 42 % | 264000 | 130400 | 197200 94469 | 48 %
Keskiarvo 4739 24 % 29934 17 % 24320 44 %
Pakastamisen | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa?2 | Avg. StDev | CV% | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev | CV%
jalkeen
: 420 0 0 0 0 0% 404 594 499 134 27 % 24 60 42 25 61 %
620 0 56 28 40 141 % 420 798 609 267 44 % 558 553 556 4 1%
2720 13 0 7 9 141 % 8732 10290 9511 1102 12 % 4183 36043894 409 11 %
81100 0 0 0 0 0 % 395800 | 1086000 | 740900 | 488045 | 66 % | 127700 56760 | 92230 | 50162 | 54 %
Keskiarvo 12 71% 122387 37 % 12650 328

T 3L



TAULUKKO 6. Toisen vaiheen Applied Biosystemsin i tulokset. Tulosten yksikké on kopiota/ml. Li-

saksi laskettu keskiarvot, keskihajonnat ja vaiukattoimet.

LITE 1

5(9)

Applied Biosystems, normaali ajo

Applied Biosystems, Iyt ajo

ID | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev CV% Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev CV%

1 | 41180 34860 38020 4469 12 % 2092 4199 3146 1490 % 47

2 | 6288 4554 5421 1226 23 % 559 257 408 214 52 %

3 | 263 484 374 156 42 % 244 347 296 73 25%
4 | 102700 | 151100 | 126900 | 34224 27 % 24400 10110 17255 10105 59 %

5 | 2618 2319 2469 211 9% 510 4470 2490 2800 1129
6 | 11380 11970 11675 417 4% 1771 1937 1854 117 6 %

7 | 1456 1680 1568 158 10 % 251 1100 676 600 89 %
8 | 435 425 430 7 2% 25 280 153 180 118 %

9 |8947 8946 8947 1 0% 5468 2371 3920 2190 56 %
10 | 3365 3443 3404 55 2% 1226 2046 1636 580 35 %

11 | 51350 52130 51740 552 1% 13670 15600 14635 1365 % 9

12 | 349 106 228 172 76 % 173 144 159 21 13 %

13 | 5899 10610 8255 3331 40 % 4535 4673 4604 98 2%
14 | 385 382 384 2 1% 240 199 220 29 13 %

15 | 23730 40770 32250 12049 37 % 14290 13680 13985 431 | 3%

16 | 4870000 | 6622000 | 5746000 | 1238851 | 22 % 3147000 | 1824000 | 2485500 | 935502 | 38 %

17 | 446 598 522 107 21 % 146 0 73 103 141 %
18 | 81 106 94 18 19 % 86 86 86 0 0%

19 | 2445 3142 2794 493 18 % 1583 896 1240 486 39%
20 | 98120 103000 | 100560 | 3451 3% 13830 39550 26690 18187 68 %

21 | 16260 100000 58130 59213 102 % 4091 3430 3761 467 | 2% 1
22 | 7381 11840 9611 3153 33 % 2541 9939 6240 5231 84 %

23 | 147200 139000 143100 5798 4 % 40260 29770 35015 8741 21%

24 | 8407 8198 8303 148 2% 1514 1685 1600 121 8 %

25 | 766 1911 1339 810 60 % 153 272 213 84 40 %
26 | 607 171 389 308 79 % 118 53 86 46 54 %

27 | 1860 2948 2404 769 32% 530 687 609 111 18 %
28 | 375300 | 343700 [ 359500 | 22345 6 % 88510 56230 72370 22825 32%

29 | 6389 8202 7296 1282 18 % 1422 2670 2046 882 43 %
30 | 370200 | 329900 | 350050 | 28496 8 % 51740 85770 68755 24063 35 %

31 | 1086 708 897 267 30 % 135 234 185 70 38 %
32 | 3768 5439 4604 1182 26 % 742 1237 990 350 35 %

33 | 247 702 475 322 68 % 377 134 256 172 67 %
34 | 68710 90270 79490 15245 19 % 13460 31530 22495 12777 57 %

35 | 117500 155600 136550 26941 20 % 24320 3764C 30980 419 9 30 %

36 | 99070 125100 | 112085 | 18406 16 % 20380 46390 33385 18392 55 %

37 | 62810 57840 60325 3514 6 % 15470 10750 1311d 3338 5% 2
38 | 666 346 506 226 45 % 97 419 258 228 88 %

39 | 10810 11080 10945 191 2% 1170 3127 2149 1384 64 %
40 | 6025 11430 8728 3822 44 % 1151 467 809 484 60 %

41 | 215 65 140 106 76 % 10 26 18 11 63 %
42 | 28550 38850 33700 7283 22 % 5014 6213 5614 848 15 %

43 | 375 203 289 122 42 % 19 53 36 24 67 %
44 | 16590 22660 19625 4292 22% 1158 2308 1733 813 47 %

45 | 5546 2928 4237 1851 44 % 367 915 641 387 60 %




LITE 1

6(9)
Applied Biosystems, normaali ajo Applied Biosystems, lyhyt ajo

ID | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev CV% Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev CV%
46 | 8123 8537 8330 293 4% 1005 1212 1109 146 13 %
47 | 21250 18700 19975 1803 9% 1626 2354 1990 515 26 %
48 | 465400 | 429800 | 447600 | 25173 6 % 51150 45390 48270 4073 8 %
49 | 391 612 502 156 31% 123 475 299 249 83 %
50 | 511 318 415 136 33% 71 246 159 124 78 %
51 | 8679 9826 9253 811 9% 2648 7833 5241 3666 70 %
52 | 628100 | 768400 | 698250 | 99207 14 % 183900 | 185300 | 184600 | 990 1%
53 | 291 149 220 100 46 % 54 118 86 45 53 %
54 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
55 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
56 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0 %
57 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
58 | 0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0 %
59 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
60 | O 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
61 | O 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
62 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
63 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
64 | 0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0 %
65 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
66 | 0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0 %
67 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
68 | 57 0 29 40 141 % 0 0 0 0 0%
69 | O 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
70 | O 0 0 0 0% 6 0 3 4 141 %
71 | O 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
72 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0 %
73 |0 0 0 0 0% 5 0 3 4 141 %
74 | 0 0 0 0 0 % 3 23 13 14 109 %
75 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
76 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
77 | O 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
78 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
79 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
80 | O 0 0 0 0% 0 0 0 0 0 %
81 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
82 | 0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0 %
83 |0 37 19 26 141 % 0 0 0 0 0%
84 | 0 45 23 32 141 % 0 0 0 0 0%
85 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
86 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
87 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
88 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
89 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
90 | O 0 0 0 0% 0 0 0 0 0 %
91 | O 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%




TAULUKKO 7. Toisen vaiheen Finnzymesin kaikki tukxt. Tulosten yksikkd on kopiota/ml. Lisaksi lasket

tu keskiarvot, keskihajonnat ja variaatiokertoimet.

LIl

TE 1
7(9)

Finnzymes, normaali ajo

Finnzymes, lyhyt ajo

ID | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev CV% Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev CV%

1 | 816600 881400 849000 45821 5% 253800 109700 18175001894 56 %

2 | 4199 4039 4119 113 3% 8555 194 4375 5912 135 %

3 | 271 162 217 77 36 % 282 299 291 12 4%

4 | 132100 | 228500 | 180300 | 68165 38 % 869 881 875 8 1%

5 | 2129 1250 1690 622 37 % 8428 280 4354 5762 132 %
6 | 5676 5459 5568 153 3% 368 315 342 37 11 %

7 | 1203 638 921 400 43 % 321 1296 809 689 85 %
8 | 100 129 115 21 18 % 435 1096 766 467 61 %

9 | 5557 5886 5722 233 4% 7083 6384 6734 494 7%
10 | 6786 3068 4927 2629 53 % 8701 1177 4939 5320 108 %

11 | 40490 74340 57415 23936 42 % 17140 46790 31965 62096 66 %

12 | 305 204 255 71 28 % 394 118 256 195 76 %

13 | 8422 9379 8901 677 8 % 5883 12090 8987 4389 49 %
14 | 663 310 487 250 51 % 535 340 438 138 32 %

15 | 18630 23770 21200 3635 17 % 19680 36950 2831t 1221243 %

16 | 5442000 | 4154000 | 4798000 | 910754 | 19 % 26760000| 5029000 | 15894500| 15366137| 97 %

17 | 177 479 328 214 65 % 651 367 509 201 39%
18 | 145 167 156 16 10 % 145 314 230 120 52 %

19 | 2648 2728 2688 57 2% 1124 3332 2228 1561 70 %
20 | 91220 124100 | 107660 | 23250 22% 544200 | 360800 | 452500 | 129683 |29 %

21 | 16940 12020 14480 3479 24 % 4089 136700 7039% 93770133 %

22 | 24 8215 4120 5792 141 % 53010 11030 32020 29684 93 %

23 | 165300 151700 158500 9617 6 % 63630 308400 1860157307B 93 %

24 | 8830 8896 8863 47 1% 34640 3858 19249 21766 113 %

25 | 1738 1701 1720 26 2% 970 201 631 480 76 %
26 | 966 302 634 470 74 % 847 329 588 366 62 %

27 | 3352 4005 3679 462 13% 944 4353 2649 2411 91 %
28 | 216900 | 262700 | 239800 | 32385 14 % 962600 | 277100 | 619850 | 484722 | 78%

29 | 6550 5103 5827 1023 18 % 2561 13980 8271 8074 98 %
30 | 457 244000 | 122229 | 172211 |141% 1161000 | 176300 | 668650 | 696288 | 104 %

31 |41 41 41 0 0% 426 1917 1172 1054 90 %
32 | 6887 10970 8929 2887 32% 7373 8647 8010 901 11 %

33 | 861 1109 985 175 18 % 1468 1128 1298 240 19 %
34 | 109800 | 92370 101085 | 12325 12 % 133000 | 133700 | 133350 | 495 0%

35 | 261300 231300 246300 21213 9% 136500 136400 1364501 0%

36 | 87960 83220 85590 3352 4% 160100 | 115800 | 137950 | 31325 23 %

37 | 72020 103500 87760 22260 25% 55380 41770 48575 4962 | 20 %

38 | 465 447 456 13 3% 883 916 900 23 3%

39 | 21680 18480 20080 2263 11 % 60710 13980 3734% 3304388 %

40 | 7258 13640 10449 4513 43 % 14300 38800 26550 17324 65 %

41 | 260 212 236 34 14 % 1200 518 859 482 56 %
42 | 99900 61780 80840 26955 33% 67160 207500 | 137330 | 99235 72 %

43 | 102 213 158 78 50 % 422 449 436 19 4%
44 | 15470 30740 23105 10798 47 % 52010 75920 63965 16907 26 %

45 | 6016 6335 6176 226 4% 10880 7414 9147 2451 27 %




LITE 1

8(9)
Finnzymes, normaali ajo Finnzymes, lyhyt ajo

ID | Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev CV% Kuoppal | Kuoppa2 | Avg. StDev CV%
46 | 7834 8069 7952 166 2% 15380 21900 18640 4610 25 %
47 | 27000 45600 36300 13152 36 % 303 360 332 40 12 %
48 | 823400 | 420900 | 622150 | 284610 |46 % 750700 | 439400 | 595050 | 220122 | 37%
49 [ 914 743 829 121 15% 5329 5873 5601 385 7%
50 | 624 838 731 151 21% 1775 697 1236 762 62 %
51 | 14660 21540 18100 4865 27 % 306 233 270 52 19 %
52 | 1132000 | 660000 | 896000 | 333754 | 37% 1172 478 825 491 59 %
53 | 535 425 480 78 16 % 79 594 337 364 108 %
54 | 0 1 1 1 141 % 0 454 227 321 141 %
55 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
56 |0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
57 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
58 | O 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
59 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
60 | O 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
61 | O 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
62 |0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
63 | 0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
64 | 0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
65 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
66 | O 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
67 |0 0 0 0 0% 15 0 8 11 141 %
68 | O 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
69 | O 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
70 | 0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
71 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
72 | 0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
73 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
74 | 0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
75 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
76 |0 0 0 0 0 % 3 0 2 2 141 %
77 |10 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
78 | 0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
79 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
80 |0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
81 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
82 |0 0 0 0 0 % 164 0 82 116 141 %
83 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
84 |0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
85 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
86 |0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
87 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
88 |0 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
89 |0 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%
90 | O 0 0 0 0 % 0 0 0 0 0%
91 | O 0 0 0 0% 0 0 0 0 0%




TAULUKKO 8. Matalan pitoisuuden toistonaytteet. dsien yksikkd on kopiota/ml. Lisdksi laskettu keski

vot, keskihajonnat ja variaatiokertoimet.

Applied Bio- | Applied Biosys- Finnzymes Finnzymes
systems tems Lyhyt ajo Normaali ajo Lyhyt ajo
Normaali ajo
510 810 221 574 206
695 96 214 570
377 491 340 90
301 242 642 436
763 381 566 363
632 4113 898 850
1014 291 603 366
614 180 673 549
239 180 415 404
595 209 444 1132
405 72 397 1791
727 417 1014 725
645 205 389 3934
337 1628 590 1148
Avg. 582 623 554 897
StDev 222 1076 215 983
CV% 38% 173 % 39% 109 %

TAULUKKO 9. Korkean pitoisuuden toistonaytteet Tslen yksikké on kopiota/ml. Liséksi laskettu keskia

vot, keskihajonnat ja variaatiokertoimet.

Applied Biosys- | Applied Bio- Finnzymes Finnzymes
tems systems Lyhyt| Normaali ajo Lyhyt ajo
Normaali ajo ajo
6920 7871 74 60250 127900
12150 236 62220 622
7442 510 111500 41000
11000 2288 36370 12390
7916 17690 0 20220
8750 639 72540 44420
7699 271 122900 30120
7808 706 100400 17360
4321 103 0 56170
4303 63 240800 75260
6237 212 96370 36140
5287 91 104900 67890
5474 596 153800 50540
4942 257 136800 352
Avg. 7229 1695 92775 41456
StDev 2359 4639 63152 33982
CV% 33% 274 % 68 % 82 %

LITE 1
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LAITTEET JA REAGENSSIT

Laitteet:

O O0OO0OO0OO0OO0OOo

MagNA Pure LC
Stratagene Mx3005P
Biohitin pipetteja

Thermo Electronin pipetteja
Vortex-sekoitin
Levysentrifuugi
Eppendorfsentrifuugi

Reagenssit:

o

MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit, Rioe
o Lot: 11157000

Pesupuskuri I, Il ka lll

Proteinaasi K

Magneettipartikkelit

Lyysispuskuri

O O OO

TagMar? Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems
0 Lot: KP2759, MP4108

DyNAmMo™ Flash Probe gPCR Master Mix, Finnzymes
o Lot:2
0 ROX: Lot 40

QuantiFast™ Probe PCR Master Mix, Qiagenin
0 Lot: 133212388, 133199266

CMV-alukkeet ja koetin
o F Primer
o R Primer
o Probe

LIITE 2



LIITE 3
SYTOMEGALOVIRUKSEN NUKLEIINIHAPON MAARITYS

Naytelaadut: ACD- tai EDTA-plasma (likvor, koepal®lasma erotellaan vuorokauden
kuluessa naytteenotosta. Naytteet sailyvat 5vrkg:8sa ja pidemman ajan -20 °C:ssa.

1. Pipetoi MagNA Pure LC -analysaattorin nayteastia00ul hyvin sekoitettua plasmaa
pipetointikaavion mukaisesti. Lisaksi jokaiseenaam pipetoidaan vesikontrolli ja positii-
vinen naytekontrolli.

2. Ohjelmoi MagNA Pure LC -analysaattorin eristyjetrina ohjeiden mukaisesti. Laita tar-
vittavat reagenssit ja muovitavarat analysaattoti@ita eristysajo péaalle. Laite suorittaa
eristyksen automaattisesti.

3. Valmista puhdashuoneessa sarjan reaktioseosplidereaktioseosta 2,25x maara, kos-
ka kaikki naytteet ajetaan rinnakkaisina ja tamitanyos pipetointivara. Eppendorff-putkia
tarvitaan yksi jokaiselle naytteelle, yksi vesikatitlle, yksi positiiviselle kontrollille, viisi
standardeille ja yksi NTC-kontrollille.

4. Reaktioseokseen tarvitset: mastermix, aquajriepy R-primer ja probe. Katso pipetoi-
tavat reagenssien maarat pipetointikaaviosta. lifgiul reaktioseosta jokaiseen eppen-
dorff-putkeen. Pipetoi NTC-putkiin liséksi templaasijaan 22,5ul aquaa.

5. Pipetoi reaktioseosputkiin 22,5ul eristettyd Cltévhplaattia (10ul templaattia/nayte;
kerroin huomioituna). Pipetoi myds standardit, kestrolli ja positiivinen kontrolli omiin
putkiinsa. Sekoita vorteksilla ja sentrifugoi lylsyie

6. Pipetoi naytteet kuoppalevylle pipetointisuualmtan mukaisesti. Kuoppalevylle pipe-
toidaan 50ul valmista reaktioseosta. Pipetoi hislgl korkita levy kunnolla. Sentrifugoi
levy nopeasti.

7. Ohjelmoi Stratagene Mx3005P -analysaattoriiseifi ohjeen mukaisesti. Normaaliajo
etenee seuraavasti: 1.50 °C 2 min, 2. 95 °C 108285 °C 15s, 4. 60 °C 1min, 45 kierrosta
(vaiheet 3. ja 4.).

8. Kun analysaattori on saanut ajon valmiiksi, igtek ettd mittaukset ovat hyvaksymisrajo-
jen sisalla. Vahvimman standardin Ct-arvon tulda 22 - 23 +0,2, standardisuoran kulma-
kertoimen -3,2 ja -3,6 valilla ja positiivisen kooitin +50 % alkuperaisesta tuloksesta.
Kayta non adaptive baseline -asetusta ja maaritéshbld fluorescence -arvo 0,1:een.

9. Negatiivinen tulos ilmoitetaan <250ge/ml. Poggiet tulokset ilmoitetaan pyoristettyna
ohjeiden mukaisesti.



