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Kayttotarkoitus

arfus CMV RG PCR Kit -sarja on nukleiinihapon in vitro -monistustesti syfomegaloviruksen
(CMV) DNA:n kvantitointiin ihmisen plasmasta. Tassa diagnostisessa testisarjassa kdytetdan
polymeraasiketjureaktiota (Polymerase Chain Reaction, PCR), ja se on konfiguroitu
kaytettavéksi Rotor-Gene Q -laitteiden kanssa.

artus CMV RG PCR Kit -sarja on farkoitettu kaytettviksi CMV-infektion hoitoon potilailla, joilla
on CMV-taudin riski, yhdessa kliinisten oireiden seké muiden laboratoriomerkkiaineiden kanssa.

arfus CMV RG PCR Kit -sarjalla saadut tulokset on tulkittava kaikki asianmukaiset kliiniset

|5yddkset ja laboratorioldydokset huomioiden.

arfus CMV RG PCR Kit -sarjaa ei ole farkoitettu kéaytettGvdksi seulontatesting CMV:n
havaitsemiseksi veressd tai verituotteissa tai diagnostisena testing  CMV-infektion

varmistamiseksi.

Kuvaus ja toimintaperiaate

arfus CMV RG PCR Kit -sarja koostuu kaytévalmiista jarjestelméstd CMV-viruksen DNA:n
tunnistamiseen polymeraasiketjureaktiolla (PCR) Rotor-Gene Q MDx -laitteella. CMV RG
Master sisaltédd reagensseja ja entsyymeid, joilla monistetaan spesifisesti CMV-genomin MIE-
geenin (Major Immediate Early Gene) emasparin 105 alue (madritys kykenee havaitsemaan
CMV-genotyypit gB1-gB4) ja havaitaan suoraan spesifinen amplikoni Rotor-Gene Q MDx -

laitteiden Cycling Green -fluoresenssikanavasta.

Lisgksi artus CMV RG PCR Kit -sarja sisdltda toisen rinnakkaisen monistusjarjestelman, jolla
voidaan tunnistaa mahdollinen PCR-inhibitio. Téma havaitaan sisdisend kontrollina (IC) Rotor-
Gene Q MDx -aitteiden Cycling Yellow -fluoresenssikanavassa. Mukana toimitetaan ulkoiset
positiiviset kontrollit (CMV QS 1-4), joiden avulla viruksen DNA:n m&ard voidaan maarittad.

Lisatietoja on kohdassa Kvantitointi, sivulla 22.
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Patogeenitiedot

lhmisen sytomegalovirus (cytomegalovirus, CMV) on havaittavissa infektion saaneiden
henkildiden verestd, kudoksista ja miltei kaikista eritenesteistd. Virus voi siirtyd oraalisesti tai
seksin valityksell&, verensiirron tai elinsiirron kautta, kohdunsisdisesti tai perinataalisesti (1-4).
CMV-viruskuormatestaus on tarked apu taudin riskin arvioimisessa, taudin diagnosoinnissa ja

hoitovasteen seuraamisessa (5).

CMV-infektio johtaa usein oireettomaan infektioon, jota seuraa viruksen sdilyminen kehossa
koko eldmén ajan. Jos aikuisella tai nuorella iimenee oireita, ne muistuttavat mononukleoosin
oireita ja niihin kuuluvat kuume, heikko maksatulehdus ja yleinen huonovointisuus (6). Vaikeita
CMV-infektion taudinkulkuja on havaittu erityisesti tartunnan  kohdussa saaneilla ja

immuunipuutteisilla potilailla (4,7).
Menetelmdn toimintaperiaate

Polymeraasiketjureaktioon (PCR) perustuvan patogeenintunnistuksen toiminta perustuu
patogeenin genomin tiettyjen alueiden monistamiseen. Realtime PCR -menefelmdssa
monistuksen tuote tunnistetaan fluoresoivien variaineiden avulla. Yleensd variaineet liittyvat
oligonukleotidikoettimiin,  jotka  sitoutuvat  spesifisesti  monisteftuun  tuotteeseen.
Fluoresenssivoimakkuuksien tarkkailu PCR-ajon aikana (eli reaaliaikaisesti) mahdollistaa
kertyneen tuotteen tunnistamisen ja kvantitoinnin niin, ettei reaktioputkia tarvitse avata

vudelleen PCR-ajon jdlkeen (8).
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Toimitetut

Sarjan sisaltd

materiaalit

Kayttéohjeet

BH

artus CMV RG PCR Kit -sarja (24) (96)
Tuotenumero. 4503263 4503265
Reaktioiden mérd 24 96
Sininen CMV RG Master (Taq 0,1 U/jl) 2 x 12 reaktiota
Keltainen CMV Mg-Sol* M g—s ol 600 4l
Punainen CMV QS 11 (1 x 104 kopiota/pl) Qs 200 yl
Punainen CMV QS 21 (1 x 103 kopiota/pl) Qs 200 pl
Punainen CMV QS 31 (1 x 102 kopiota/pl) Qs 200 pl
Punainen CMV QS 41 (1 x 101 kopiota/pl) Qs 200 pl
Vihred CMV RG IC* IC 1000 pl
Valkoinen Water (PCR grade) (Vesi (PCR-laatu)) 1000 pl

* Magnesiumlivos
t Kvantitointistandardi
* Sisdinen kontrolli
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Tarvittavat materiaalit, jotka eivat kuulu

toimitukseen

Reagenssit

e DNA:n eristyssarja (katso DNA:n eristdminen, sivu 12)

Tarvikkeet
Steriilit pipettikdriet, joissa on suodattimet

e Strip Tubes and Caps, 0,1 ml, kaytettavaksi tuotteen 72-well rotor kanssa (tuotenro
981103 tai 981106)

® Vaihtoehtoisesti: PCR Tubes, 0,2 ml, kaytettévéksi tuotteen 36-well rotor kanssa (tuotenro

981005 tai 981008)

Valineet

Pipetteja (saadettavia)”

Vortex-sekoitin”

Pdytamallinen sentrifugi”, jossa on roottori 2 ml:n reaktioputkia varten

Rotor-Gene Q MDx -laitteet”, joissa on Cycling Green- ja Cycling Yellow
fluoresenssikanava

Rotor-Gene Q -ohjelmistoversio 2.3.5 tai uudempi

Jéahdytyslevy (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, tuotenro 9018901 tai Loading Block
96 x 0.2 ml Tubes, tuotenro 9018905)

" Varmista ennen kéyttdd, eftd laitteet on tarkistettu ja kalibroitu valmistajan suositusten mukaan.
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Varoitukset ja varotoimet

Turvallisuustiedot

Tydskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettdva asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakdyttdkasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kéyttoturvallisuustiedotteista
(Safety Data Sheets, SDS). Ne ovat saatavilla kétevdssa ja kompaktissa PDF-muodossa
osoitteessa www.giagen.com/safety, jossa voidaan tarkastella ja tulostaa kaikkien QIAGEN-

sarjojen ja sarjakomponenttien kaytéturvallisuustiedotteita.

Havitd ndyte- ja madritysjate paikallisten turvallisuusmaaraysten mukaisesti.
Varotoimet

Kayttajan on aina huomioitava alla mainitut varotoimet:

e Kayta steriileja pipettikarkia, joissa on suodattimet.

® Sailytd ja uuta positiivinen materiaali (ndytteet, positiiviset kontrollit ja amplikonit) erillaén,
poissa kaikkien muiden reagenssien lgheisyydestd, ja lisad ne reaktioseokseen erillisessa
tilassa.

e Sulata kaikki osat huolellisesti huoneenlampétilassa (15-25 °C) ennen mdadarityksen
aloittamista.

® Sekoita sulatetut osat (pipetoimalla toistuvasti ylds ja alas tai pulssivorteksoimalla) ja
sentrifugoi lyhyesti.

e Tydskentele ripedsti ja pida komponentit [Gdssa tai jaahdyttimessa (72-/96-kuoppainen

latauslohko).
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Reagenssien sdilytys ja kasittely

artus CMV RG PCR Kit -sarjan komponentteja on sailytettava =30 °C...-15 °C:n lampétilassa.
Ne ovat stabiileja etikettiin merkittyyn viimeiseen kayttopaivamadaradn saakka. Toistuvaa
sulatusta ja pakastusta (> 2 kertaa) on valtettavd, silla se saattaa heikentdd méarityksen
herkkyyttd. Jos reagensseja halutaan kayttad eri ajankohting, ne pitad jaadyttad alikvootteina.

Ei saa sailyttaa 2-8 °C:n lampétilassa yli 5 tunnin ajanjaksoa.

Naytteiden kasittely ja silytys

Huomautus: Kaikkia naytteitd on kasiteltdva tartuntavaarallisena materiaalina.

Huomautus: Téman sarjan suorituskyvyn varmistamiseksi tehdyt analyyttiset tutkimukset
nimedvat EDTA-plasman sopivimmaksi ndytemateriaaliksi CMV-viruksen tunnistamiseen. Siksi

on suositeltavaa kayttad taté materiaalia artus CMV RG PCR Kit -sarjan kanssa.

arfus CMV RG PCR Kit -sarjan validointi on tehty kéyttamalla ihmisen EDTA-plasmandytteitd.
Muita ndytemateriaaleja ei ole validoitu. Kéyta vain suositeltua nukleiinihappojen eristyssarjaa

(katso DNA:n eristdminen, sivu 12) néytteen valmisteluun.

Kaytettdessa tiettyja ndytematericaleja on noudatettava tarkasti erityisia ndytteenottoa,
kuljetusta ja sdilytysta koskevia ohjeita.

Naytteenotto

Jokainen verindytteen ofto aiheuttaa verisuoneen (valtimoon, laskimoon tai hiussuoniin)
vaurion. Vain vaarattomia ja steriilejé@ materiaaleja saa kéytad. Veringytteen ottoa varten on
oltava saatavilla asianmukaisia kertakayttotarvikkeita. Laskimopunktioon ei pida kaytad liian
ohuita  hiusverisuoniin tarkoitettuja neuloja. Verindytteen ofto laskimosta on tehtdva
kyyndrtaipeen, kyyndrvarren tai kdmmenseldn asianmukaisista kohdista. Verindyte on otettava
tavallisilla naytteenottoputkilla (punainen korkki, Sarstedt® tai toisen valmistajan vastaava
putki). Verta on ofettava 5-10 ml EDTA-putkeen. Putkia on sekoitettava pddn yldpuolella
valittémésti ndytteenoton jdlkeen (8 x, ei saa ravistaa).

Huomautus: Heparinoituja naytteitd ei saa kaytad.
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Naytteen sailytys

Kokoveri on eroteltava plasmaksi ja solukomponenteiksi sentrifugoimalla 20 minuuttia
nopeudella 800-1600 x g kuuden (6) tunnin sisalla (?,10). Eristetty plasma siirretadn
steriileihin polypropeeniputkiin. Maarityksen herkkyys voi heiketd, jos néytteet pakastetaan

rutiininomaisesti tai niita sailytetaan pitka aika.
Naytteen kuljetus

Naytemateriaali on aina kuljetettava sarkyméttdmassa kuljetuspakkauksessa. Siten ndytteen
vuotamisen aiheuttama mahdollinen tartuntavaara voidaan vélttaa. Naytteet on kuljetettava

paikallisten ja kansallisten patogeenimateriaalin kuljetusta koskevien ohjeiden mukaisesti.”

Naytteet on kuljetettava kuuden (6) tunnin sisdlla. Ei ole suositeltavaa sdilyttad naytteitd
paikassa, jossa ndytteet on ofettu. On mahdollista ldhettdd néytteet postitse
patogeenimateriaalien kuljetusta  koskevien lakiohjeiden mukaisesti. On  suositeltavaa
kuljetuttaa nayte kuriirilla. Veringytteet on kuljetettava jadhdytettying (2-8 °C:ssa) ja eristetty

plasma syvapakastettuna (-30...-15 °C:ssa).

" International Air Transport Association (IATA) (Kansainvdlinen ilmakuljetusliitto). Dangerous Goods Regulations
(Vaarallisia aineita koskevat maaraykset).
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Menetelma

DNA:n eristdminen

Taulukossa Taulukko 1 lueteltuja QIAGEN-sarjoja suositellaan viruksen DNA:n puhdistamiseen
kyseisistd ihmisen néytetyypeista arfus CMV RG PCR Kit -sarjaa varten. Puhdista virusDNA

sarjojen kasikirjoissa annettujen ohjeiden mukaan.

Taulukko 1. artus CMV RG PCR Kit -sarjan kanssa validoidut puhdistussarjat

Naytteen Carrier RNA
Néytemateriaali koko Nukleiinihapon eristyssarja Tuotenumero (Kantaja-RNA)
EDTA-plasma 500 pl QlAamp® DSP Virus Kit -sarja 60704 Sisdltyy
EDTA-plasma 400yl EZ1® DSP Virus Kit -sarja (48) 62724 Sisdltyy

Huomautus: Kantaja-RNA:n kaytd on erittdin tarkedd erottelun tehokkuuden ja sitd myoten
DNA:n/RNA:n tuoton kannalta. QlAamp DSP Virus Kit -sarjan sisdltémén kantajo-RNA:n
stabiiliuden lisdamiseksi on suositeltavaa noudattaa QIAamp DSP Virus Kit -sarjan késikirjan
Reagenssien ja puskureiden valmisteleminen -osiossa annettuja sekoittamista ja kantaja-RNA:n

sailytysta koskevia ohjeita.

Huomautus: artus CMV RG PCR Kit -sarjan sisdistd kontrollia voi kayttad suoraan
eristystoimenpiteessd. Muista sisdllyttad yksi negatiivinen plasmandyte eristystoimenpiteeseen.
Sisdisen kontrollin vastaava signaali on eristyksen arvioinnin perusta (katso Sisdinen kontrolli

jaliempana).
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Sisdinen kontrolli

Sarjan mukana toimitetaan sisdinen kontrolli (CMV RG IC). Sita voi kayttaa seka DNA:n
eristystoimenpiteen kontrollina ettd tarkkailuun mahdollisen PCR-inhibition varalta. Tata
kaytttarkoitusta varten sisdistd kontrollia on lisattéva isolaattiin suhteessa O,1 pl per 1 pl
eluaattia. Esimerkiksi QlAamp DSP Virus Kit -sarjaa kdytettdessd DNA eluoidaan 60 pl:aan
eluutiopuskuria  (AVE). Téssd tapauksessa aluksi on lisattava 6 pl sisdista  kontrollia.

Kaytettavan sisdisen kontrollin m&aré perustuu ainoastaan eluutiotilavuuteen.

Huomautus: Sisdistd kontrollia jo kantaja-RNA:ta (katso DNA:n eristéminen, sivu 12) on

lisattava vain lyysauspuskurin ja ndytemateriaalin seokseen tai suoraan lyysauspuskuriin.

Sisdistd kontrollia ei saa lisétd suoraan ndytemateriaaliin.  Jos kontrolli  lisétaan
lyysauspuskuriin, huomaa, ettd sisdisen kontrollin ja lyysauspuskurin/kantajo-RNA:n seos on
valmistettava juuri ennen kayttdéa ja kaytettava valittomasti  (seoksen  sdilytt@minen
huoneenlampétilassa tai j@dkaapissa vaikka vain muutaman tunnin ajan voi johtaa sisdisen

kontrollin toimimattomuuteen ja heikentyneeseen erotustehoon).
Huomautus: 4la lisaa sisdista kontrollia ja kantajo-RNA:ta suoraan néytemateriaaliin.

Jotta puhdistus onnistuisi, sisdisen kontrollin Cr-arvon negatiivisessa plasmandytteessd, joka on
kasitelty puhdistuksen aikana (QIAamp DSP Virus Kit), on oltava vahintaan Cr=27 + 3
(kynnys: 0,03) kdytettdessd Rotor-Gene Q -laitteita (katso lisatietoja sivulta 25). limoitettu
leviaGminen perustuu laitteen varianssiin ja puhdistukseen. Suurempi poikkeama viittaa
puhdistusongelmaan. Tassa tapauksessa puhdistus on tarkistettava ja tarvittaessa validoitava
toiseen kertaan. Jos sinulle jGi kysyttavad tai kohtaat ongelmia, ota yhteyttd QIAGENIn

tekniseen palveluun.

Vaihtoehtoisesti  sisdistd  kontrollia voi kayttaa pelkéstddn mahdollisen  PCR-inhibition
tarkistamiseen. Tdssd sovelluksessa sisdistd kontrollia on lisattava suoraan CMV RG Master -

livoksen ja CMV Mg-Sol -liuoksen seokseen, kuten protokollan vaiheessa 2b on kuvattu (sivu 15).
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Protokolla: PCR ja datan analysointi

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

Tutustu huolellisesti Rotor-Gene Q -laitteeseen ennen protokollan aloittamista. Katso
lisatietoja laitteen kayttdoppaasta.

Varmista, ettd PCR-ajoon sisdllytetdan vahintdan yksi kvantitointistandardi ja  yksi
negatiivinen kontrolli (vesi, PCR-laatu). Standardikéyrén luominen edellyttad, ettd kussakin
PCR-ajossa kaytetaan kaikkia 4 kvantitointistandardia, jotka tuotteen mukana on toimitettu

(CMV QS 1-4).

Ennen kuin dloitat

Varmista, ettd jadhdytyslevy (Rotor-Gene Q -laitteen lisévaruste) on esijaahdytetty
+2...+8 °C:n lampétilaan.
Kaikki reagenssit on sulatettava kokonaan, sekoitettava (pipetoimalla toistuvasti ylos ja

alas tai nopeasti vorteksoimalla) ja sentrifugoitava lyhyesti ennen jokaista kéyttda.

Menetelmd

1.

Aseta haluamasi maara PCR-putkia jaéhdytysblokin sovittimiin.

2. Jos DNA:n eristdmistoimenpidettd ja mahdollista PCR-reaktion estoa valvotaan sisdisen

kontrollin avulla, noudata vaiheen 2a ohjeita. Jos sisdistd kontrollia kéytetdan vain PCR-

reaktion eston tarkistamiseen, noudata vaiheen 2b ohjeita.

Huomautus: On erittdin suositeltavaa liséta sisdinen kontrolli kvantitointistandardina
kéaytettyyn CMV RG Master -livoksen ja CMV MgSol iuoksen seokseen. Lisaa
kvantitointistandardeja varten sis@istd kontrollia suoraan CMV RG Master- ja CMV Mg-Sol
-seokseen, kuten protokollan vaiheessa 2b on kuvattu, ja kaytd tata padseosta kuhunkin

kvantitointistandardiin (CMV QS 1-4).

2a. Sisainen kontrolli on jo lisatty DNA-isolaattiin (katso kohta Sisédinen kontrolli, sivu 13).
Valmista tassé tapauksessa padseos taulukon 2 ohjeiden mukaisesti (seuraava sivu).
Reaktioseos sisdltad yleensa kaikki PCR-reaktioon vaadittavat komponentit néytettd

lukuun ottamatta.

artus CMV RG PCR Kit  03/2021



Taulukko 2. Pédseoksen valmistelu (sisdinen kontrolli, jolla valvotaan DNA:n eristémistd ja tarkistetaan PCR-reaktion
esto)

Ndéytteiden madrd 1 12
CMV RG Master 25yl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRGIC oyl 0yl
Kokonaismaara 30 ¢l 360 pl

2b. Sisaista kontrollia on lisattéva suoraan CMV RG Master- ja CMV Mg-Sol -liuosten
seokseen. Valmista tdssd tapauksessa pdadseos taulukon 3 ohjeiden mukaisesti.
Reaktioseos sisaltad yleensa kaikki PCR-reaktioon vaadittavat komponentit naytetta
lukuun ottamatta.

Taulukko 3. Pédseoksen valmistelu (sisdistd kontrollia kéytetadn vain PCR-reaktion eston tarkistamiseen)

Ndéytteiden madrd 1 12
CMV RG Master 25yl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRGIC 24l 24 pl
Kokonaismaara 32 pl* 384 pl*

* Sisdisen kontrollin liséé@misestd aiheutuva tilavuuden kasvu jétetddn huomioimatta PCR-mé&dritysté valmisteltaessa. Tama
ei heikennd havaitsemisjérjestelman herkkyytta.

3. Pipetoi 30 pl paaseosta jokaiseen PCR-putkeen ja lisaa sitten 20 pl eluoitua ndyte-DNA:ta
(katso taulukko 4). Vastaavasti on kaytettava 20 pl vahintaan yhta kvantitointistandardia
(CMV QS 1-4) positiivisena kontrollina ja 20 pl vettd (vesi, PCR1aatu) negatiivisena

kontrollina.
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Taulukko 4. PCR-mdérityksen valmistelu

Ndéytteiden madrd 1 12
Padseos 30l Kukin 30 pl
Néyte 20 ¢l Kukin 20 pl
Kokonaisméadra 50 pl Kukin 50 pl
Naytteiden maara 1 12

4. Sulie PCR-putket. Varmista, ettd lukitusrengas (Rotor-Gene-laitteen  lisGvaruste) on

paikallaan roottorin p&alla, jotta putket eivat vahingossa avaudu ajon aikana.

5. luo CMV-viruksen DNA:n havaitsemista varten lampétilaprofiili seuraavien ohjeiden

mukaan.
Yleisten madritysparametrien asetus Kuva 1, kuva 2 ja kuva 3
Kuumakdynnistysentsyymin alkuaktivointi Kuva 4
DNA:n monistus (touchdown-PCR) Kuva 5
Fluoresenssikanavan herkkyyden sadtéminen Kuva 6
Ajon aloittaminen Kuva 7

Kaikki tiedot koskevat Rotor-Gene Q -ohjelmistoversiota 2.3.5 tai sitd uudempia versioita.
Lisatietoja Rotor-Gene-laitteiden ohjelmoinnista on laitteen kayttdohjeessa. Kuvissa namé

asetukset on merkitty mustilla kehyksilla. Kuvat on lisétty Rotor-Gene Q -laitteille.

6. Avaa New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -valintaikkuna (kuva 1, seuraava sivu).
Valitse Locking Ring Attached (Lukitusrengas kiinnitetty) -ruutu ja valitse sitten Next
(Seuraava).
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Well to the Ad d Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor

72-‘Well Rotor
Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

1 [V Locking Ring Attached I

Ota

Kuva 1. New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -valintaruutu.

7. Valitse PCR-reaktiotilavuudeksi 50 ja valitse sitten Next (Seuraava) (kuva 2).

New Run Wizard I

clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator: IIJ iagen

This screen displays miscellaneous options for the un. Complete the fields,

Notes :

' Reaction I =
Volume (L} el

Sample Lapout : I 1.2.3,.. j

x|

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

SkipWizad | <<Back |i Next >> i

Kuva 2. Yleisten mddritysparametrien asetus.
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8. Napsauta Edit Profile (Muokkaa profiilia) -painiketta seuraavassa New Run Wizard -

ikkunassa (kuva 3) ja ohjelmoi lampétilaprofiili kuvissa 3-5) esitetyllé tavalla.

x|

Temperature Profile :

This box displays

Channel Setup :

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Crimson  680nm

Name | Source | Detector | Gain | Create New... I
Green  470nm  510nm & L.I
Yellow 530nm  555nm 5 —
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I
Red 625nm  B60nm 5

7

Remove I
Reset Defaults |

Skipwizad [ <«cBack

Next >>

Kuva 3. Profiilin muokkaus.

i Edit Profile 3

=

New

&

Open Save As

@
Help

The run will laké approximately 103 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

It cycle below to modify it :
Insert after...

Insert before...
Remove

Hold Time :

Hold Temperature : g5 ]deg.
10 |mins 0 |secs

Kuva 4. Kuumakéynnistysentsyymin alkuaktivointi.
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This cycle repeats time(s).
2 - Click on one of the stgbs below to modify it, or press + of - to add and remove steps for this cycle.

# Edit Profile
A .8 B | e
MNew Open Save As Help
The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Inseit after...
Insert befare...
Remove

95 deg. for 15 secs

72 deqg. for 20 secs /

65 deg. for 30 secs

Touchdown(10 cyc 1
=1 des) I

Kuva 5.

9. Fluoresenssikanavien havainnointialue on mdéritettdvé  PCR-putkien  fluoresenssin

VO

va

Nayttésn tulee Auto-Gain Optimisation (Automaattisen vahvistuksen optimoinnin asetukset)

-valintaikkuna. Aseta kalibrointilampétilaksi 65 °C  vastaamaan  monistusohjelman

DNA:n monistus. Muista aktivoida touchdown-toiminto 10 sykliksi kiinnittymisvaiheessa.

imakkuuden mukaan. Valitse New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -

lintaikkunasta Gain Optimisation (Vahvistuksen optimointi) (katso kuva 3, edellinen sivu).

kiinnittymislampétilaa (kuva 6, seuraava sivu).
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Auto-Gain Optimisation Setup

i~ Dptimisation :
& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
[% different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature tg IBS %‘I degrees. 1
Optimise All I Optimise Acquiring |

[~ Peifarm Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

: Channel Settings : 1
| - b |

Name | Tube Position | Min Reading l Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5FI 10FI -10 10

Yelow 1 5F| 10FI 10 10 _ Bemove |
Remove All |

< >

2 "I Start I Manual... ] Close | Help |

Kuva 6. Fluoresenssikanavan herkkyyden sadtaminen.

10. Kanavan kalibroinnilla maéritetyt vahvistusarvot tallentuvat automaattisesti, ja ne ndkyvat
ohjelmointitoimenpiteen viimeisessa valikkoikkunassa (kuva 7, seuraava sivu). Valitse Start
Run (Aloita ajo).
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New Run Wizard

Summary :
Setting I Yalue I
Green Gain 4
Yellow Gain 8
Rotar 72well Rotor
Sample Layout 1,235,
Reaction Volume (in microliters) 50

Save Template

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to
beagin the un. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard << Back

Kuva 7. Ajon aloittaminen.
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Tulosten tulkitseminen

Kvantitointi

Tuotteen mukana toimitettavia kvantitointistandardeja  (CMV QS 1-4) kasitellaan kuten
aiemmin puhdistettuja naytteitd, ja niitd kaytetddn sama maard 20 pl suoraan PCR:ssd (ei
tarvitse uuttaa). Standardikdyrdn luomiseksi Rotor-Gene Q -laitteissa kaikkia neljaa
kvantitointistandardia on kéytettdvd ja ne on médritettdva Edit Samples (Muokkaa néytteitd) -

valintaikkunassa standardeina, joilla on madritetyt pitoisuudet (katso laitteen kaytdopas).

Huomautus: Tarkan kvantitoinnin varmistamiseksi on erittdin suositeltavaa lisata sisdinen
kontrolli kvantitointistandardina kéytettyyn CMV RG Master -liuoksen ja CMV Mg-Sol -liuoksen
seokseen. Tatd tarkoitusta varten lisdd sisdistd kontrollia suoraan CMV RG Master- ja CMV
Mg-Sol seokseen, kuten protokollan vaiheessa 2b (sivu 15) on kuvattu, ja kayta tata paaseosta
kuhunkin kvantitointistandardiin (CMV QS 1-4).

Huomautus: Kvantitointistandardit on maaritetty yksikdssa kopiota/pl. Seuraavan kaavan
avulla voi muuntaa standardikuvaajaoa kéyttémallé saadut arvot muotoon kopiota / ml

ndytemateriaalia:

kopiof Tulos (kopiot/pl) x eluutiotilavuus (pl)
Tulos = = -
ml Naytteen tilavuus (ml)

Huomaa perusperiaate, eftd edelld esitettyyn kaavaan tulee antaa néytteen tilavuus aluksi.
T&ma on huomioitava, kun néytteen tilavuus muuttuu ennen nukleiinihappojen erotusta (esim.
tilavuuden pieneneminen sentrifugoitaessa tai tilavuuden suureneminen tdydennettdessd

maaraa eristdmisen vaatiman tilavuuden saavuttamiseksi).
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Huomautus: Kvantitointistandardit on  kalibroitu  ihmisen sytomegalovirusta  koskevan
1. kansainvdlisen standardin mukaisesti (NIBSC-koodi: 09/162). Standardin on madaritellyt
Maailman terveysjarjests (WHO).

Seuraavan kaavan avulla voit muuntaa arvot muodosta kopiota/ml muotoon IU/ml ottaen

huomioon QIAamp DSP Virus Kit -sarjan:
WHO (IU/ml) = 2,933 x artus CMV (kopiota/ml)
Huomautus: QlAamp-tydnkulussa kvantifioitujen néytteiden on oltava seuraavalla lineaarisella

alueella: QS 1x10"...1 x 104 kopiota/pl. Kvantificintia ei voida taata tdmén alueen

ulkopuolella.

Seuraavan kaavan avulla voit muuntaa arvot muodosta kopiota/ml muotoon 1U/ml ottaen
huomioon QIAamp EZ1 DSP Virus Kit -sarjan kéytettdessé EZ1 Advanced XL -aitetta.

WHO (IU/ml) = 0,794 x artus CMV (kopiota/ml)
Huomautus: EZ1-tydnkulussa kvantifioitujen ndytteiden on oltava seuraavalla lineaarisella

alueella: 3,16E+02...1,00E+08 kopiota/ml. Kvantifiointia ei voida taata t&mdn alueen

ulkopuolella.
Tulokset

Esimerkkej& positiivisista ja negatiivisista PCR-reaktioista on kuvassa 8 ja kuvassa 9,

(seuraava sivu).
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Kuva 8. Kvantitointistandardien tunnistus (CMV QS 1-4) fluoresenssikanavassa, Cycling Green.
NTC: No template control (Malliton kontrolli) (negatiivinen kontrolli).

0,3 ]

Norm. Fluoro.
G
[

0,25

0,2

0,1

0,05 |

AN

QS 1-QS4+NTC

i

0

Kynnysarvo

10

15 20 25 30 35 40 45
Sykli

Kuva 9. Sisdisen kontrollin (Internal Control, IC) tunnistus fluoresenssikanavassa Cycling Yellow monistettaessa

samanaikaisesti kvantitointistandardeja (CMV QS 1-4). NTC: No template control (Malliton kontrolli) (negatiivinen

kontrolli).
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Signaali havaitaan fluoresenssikanavassa Cycling Green.

Analyysin tulos on positiivinen: nayte siséltéad CMV-DNA:ta.

Téllaisessa tapauksessa signaalin tunnistaminen Cycling Yellow kanavassa jad tarpeettomaksi,
koska CMV-DNA:n suuri alkupitoisuus (positiivinen signaali Cycling Green -kanavassa) saattaa

johtaa sisgisen kontrollin fluoresenssisignaalin heikkenemiseen tai poisjaédmiseen Cycling Yellow

-kanavassa (kilpailu).

Fluoresenssikanavassa Cycling Green ei havaita signaalia. Samaan aikaan sisdisen

kontrollin signaali ilmenee Cycling Yellow -kanavassa.

Naytteessd ei havaittu CMV-DNA:ta. Néaytettd voidaan pitdd negatiivisena.

Negatiivisen CMV-PCR:n tapauksessa sisdisen kontrollin havaittu signaali sulkee pois PCR-

inhibition mahdollisuuden.

Signaalia ei havaita kanavassa Cycling Green eikd kanavassa Cycling Yellow.

Tuloksia ei voi madrittad.

Lisatietoa virheiden syistd ja ratkaisumahdollisuuksista saat luvusta  Vianmédritysopas

sivulla 41.
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Laadunvalvonta

QIAGEN:n ISO-sertifioidun laadunhallintajériestelmén mukaisesti jokainen artus CMV RG PCR
Kit -sarjan er& testataan mddritettyjen spesifikaatioiden mukaisesti tuotteiden yhdenmukaisen

laadun takaamiseksi.

Rajoitukset

Kaikki reagenssit on tarkoitettu vain in vitro -diagnostiikkaan.

Tatd tuotetta saavat kayttad ainoastaan henkilét, jotka ovat saaneet erityisopastuksen ja -

koulutuksen in vitro -diagnostisiin toimenpiteisiin.

Optimaalisten  PCR+ulosten  takaaminen edellyttéd laitteen  kéytdoppaan  tarkkaa

noudattamista.

Kaikkien komponenttien pakkauksiin ja etiketteihin painettuja viimeisid kéytopaivéméadrié on

noudatettava. Ald kdytd vanhentuneita komponentteja.

Harvinaisissa tapauksissa mutaatiot virusgenomin erittdin konservoiduilla alueilla sarjan
alukkeissa ja/tai koetftimessa saattavat johtaa alikvantitointiin tai kyvyttémyyteen havaita
virukset ndissd tapauksissa. Madrityksen mallin hyvéksytavyys ja suorituskyky tarkistetaan

sadannollisesti.
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Suorituskykyominaisuudet

Analyyttinen herkkyys

arfus CMV RG PCR Kit -sarjan analyyttinen havaitsemisraja sekd analyyttinen havaitsemisraja
otettaessa huomioon puhdistus (herkkyysrajat) arvioitiin. Analyyttinen havaitsemisraja
otettaessa huomioon puhdistus on méadritetty kayttamalla CMV-positiivisia kliinisia naytteitd
yhdessd tietyn eristysmenetelmén kanssa. Analyyttinen havaitsemisraja  puolestaan on
mddritetty erikseen valitusta eristysmenetelméstd  kaytamalla  tunnettua  CMV-DNA:n

pitoisuutta.

artus CMV RG PCR Kit -sarjan analyyttisen herkkyyden madrittamiseksi valmisteltin CMV-
viruksen genomisen DNA:n laimennussarja arvosta 10 nimelliseen arvoon 0,00316
kopiota/pl, ja se analysoitiin Rotor-Genelaitteilla artus CMV RG PCR Kit -sarjan avulla. Testaus
suoritettiin kahdeksalle (8) replikaatille kolmena (3) eri paivana. Tulokset madritettiin
probiittianalyysilla. Rotor-Gene 6000 -laitteen probiittianalyysi on esitetty graafisessa
muodossa kuvassa 10 (seuraavalla sivulla). arfus CMV RG PCR Kit -sarjan analyyttinen
havaitsemisraja  Rotor-Gene Q MDx-/Q-/6000- ja Rotor-Gene 3000 -laitteissa on
0,36 kopiota/pl (p = 0,05) ja 0,24 kopiota/pl (p = 0,05). Tamé tarkoittaq, ettd on olemassa
95 %:n todenndkaisyys, etté 0,36 kopiota/pl tai 0,24 kopiota/pl havaitaan.
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Kuva 10. Probiittianalyysi: CMV (Rotor-Gene 6000). arfus CMV RG PCR Kit -sarjan analyyttinen herkkyys Rotor-Gene
6000 -laitteella.

Otettaessa puhdistus huomioon artus CMV RG PCR Kit sarjan analyyttinen herkkyys (QlAamp
DSP  Virus Kit) Rotor-Gene-laitteilla  madritettiin -~ kayttamalla  CMV-virusmateriaalin
laimennussarjaa 1 000:sta nimelliseen 0,316 CMV-kopioon/ml, joka lisattiin kliinisiin
plasmandytteisiin. Néistd ndytteistd DNA eristettiin QlAamp DSP Virus Kit -sarjan avulla
(eristamismé&ard: 0,5 ml, eluutiotilavuus: 60 pl). Kaikki 8 laimennusta analysoitiin artus CMV
RG PCR Kit -sarjalla kolmena (3) eri paivand kahdeksasta (8) replikaatista. Tulokset maaritettiin
probiittianalyysilla.  Probiittianalyysi on esitetty graafisessa muodossa  kuvassa 11
(seuraava sivu). arfus CMV RG PCR Kit -sarjan analyyttinen havaitsemisraja otettaessa
puhdistus huomioon Rotor-Gene 3000 -laitteessa on 57,1 kopiota/ml (p = 0,05). Tama

tarkoittaa, ettd on olemassa 95 %:n todenndkdisyys, ettd 57,1 kopiota/ml havaitaan.
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Kuva 11. Probiittianalyysi: CMV (Rotor-Gene 3000). arfus CMV RG PCR Kit -sarjan analyyttinen herkkyys ofettaessa
huomioon puhdistus (QlAamp DSP Virus Kit, QIAGEN) Rotor-Gene 3000 -laitteella

EZ1 DSP Virus Kit -sarjan analyyttinen herkkyys oftaen huomioon puhdistus (eristystilavuus: 0,4
ml, eluutiotilavuus: 60 pl) kaytettdessa EZ1 Advanced XL -laitetta tai artus CMV RG PCR Kit -
sarjaa Rotor-Gene 6000 -aitteella on 68,75 kopiota/ml (p = 0,05). Tama tarkoittaa, eftd on

olemassa 95 %:n todenndkaisyys, ettd 68,75 kopiota/ml havaitaan.

Lineaarinen alue

EZ1 DSP Virus Kit -sarjan lineaarinen alue ottaen huomioon puhdistus (eristystilavuus: 0,4 ml,
eluutiotilavuus: 60 pl) kaytettdessé EZ1 Advanced XL -laitetta madritettiin testaamalla 4-6
CMV-virusmateriaalin kahdennusta laimennussarjassa arvoilla
3,16E+01...1,00E+08 kopiota/ml.

Probiittianalyysi on esitetty graafisessa muodossa kuvassa 12 (seuraava sivu).

artus CMV RG PCR Kit  03/2021 29



LOG10:n arvioitu CMV-pitoisuus vs LOG10:n nimellis-CMV-pitoisuus (arfus CMV RG
PCR Kit -sarja)
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Kuva 12. artus CMV RG PCR Kit -sarjan tietojoukon polynominen regressio otettaessa huomioon puhdistus (EZ1 DSP
Virus Kit) kdytettdessd EZ1 Advanced XL -laitetta. Mukana ovat lineaariset, neliélliset ja kuutiolliset regressiomallit.
arfus CMV RG PCR Kit -sarjan lineaarinen alue otettaessa huomioon puhdistus EZ1 DSP Virus
Kit -sarjalla (eristystilavuus): 0,4 ml, eluutiotilavuus: 60 pl) kayttamélla EZ1 Advanced XL -
laitetta on 3,16E+02...1,00E+08 kopiota/ml.

Huomautus: arfus CMV RG PCR Kit -sarjan lineaarinen alue ottaen huomioon puhdistus
QlAamp DSP Virus Kit -sarjalla (eristystilavuus: 0,4 ml, eluutiotilavuus: 60 pl), on
1,00E+01...1,00E+04 kopiota/pl.

Spesifisyys

arfus CMV RG PCR Kit -sarjan spesifisyys varmistetaan ennen kaikkea alukkeiden ja koettimien
sekd eriftdin vaativien reaktio-olosuhteiden valinnalla. Alukkeiden ja koettimien mahdollinen
homologia  kaikkien geenipankeissa julkaistujen  sekvenssien  kanssa  ftarkistettiin
sekvenssivertailuanalyysilla. Kaikkien relevanttien kantojen havaittavuus on siis  téten
varmistettu.
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Lisaksi spesifisyys validoitiin 100 erilaisella CMV-negatiivisella plasmandytteelld. 99 naista
ndytteistd ei antanut mitdén signaalia CMV RG Masteriin kuuluvien CMV-spesifien alukkeiden
ja koettimien kanssa.

Huomautus: 1 ndyte, joka tuotti signaalin CMV-spesifien alukkeiden ja koettimien kanssa ja
joka sai positiivisen CMV-estituloksen artus CMV LC- ja TM RG PCR Kit -sarjoilla, on
todenndkoisesti  positiivinen. 100  yksittdisen luovuttajandytteen  testauksen perusteella
lopulliseksi spesifisyydeksi todettiin 99,00 % (99/100).

arfus CMV RG PCR Kit -sarjan mahdollinen ristiinreagointi testattiin taulukossa 5 mainitulla
kontrolliryhmalla. Yksikédn testatuista patogeeneistd ei ollut reaktiivinen. Sekoitetuissa

infektioissa ei ilmennyt ristiinreagointia.

Taulukko 5. Sarjan spesifisyyden testaus mahdollisesti ristiinreagoivilla patogeeneilla

¢\ Siséinen kontrolli
(Cycling Green tai (Cycling Yellow tai Cycling

Kontrolliryhma Cycling A.FAM) A.JOE)

Ihmisen herpesvirus 1 (Herpes simplex -virus 1) - +

lhmisen herpesvirus 2 (Herpes simplex -virus 2) - +

Ihmisen herpesvirus 3 (Varicella-zostervirus) - +

Ihmisen herpesvirus 4 (Epstein-Barr-virus) - +

Ihmisen herpesvirus 6A - +

lhmisen herpesvirus 6B - +

Ihmisen herpesvirus 7 - +

lhmisen herpesvirus 8 _ "

(Kaposin sarkoomaan liittyvé herpesvirus)

Hepatiitti A -virus - +

Hepaitiitti B -virus - +

Hepaitiitti C -virus - +

(jatkuu seuraavalla sivulla)
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Taulukko 5 (jatkuu edelliseltd sivulta)

CMV Siséinen kontrolli
(Cycling Green tai (Cycling Yellow tai Cycling
Kontrolliryhm& Cycling A.FAM) A.JOE)
lhmisen immuunikatovirus 1 - +
Ihmisen T-solun leukemiavirus 1 - +
Ihmisen T-solun leukemiavirus 2 - +
Lansi-Niilin virus - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +

Tarkkuus

artus CMV RG PCR -sarjan tarkkuustiedot on kerdtty Rotor-Genelaitteella, ja sen avulla
madrityksen kokonaisvarianssi on  mahdollista madgritelld.  Kokonaisvarianssi  koostuu
mddrityksen sisdisestd vaihtelusta (samat pitoisuudet sisdltavien ndytteiden useiden tulosten
vélisestd vaihtelusta samalla laitteella), madritysten valisestd vaihtelusta (saman laboratorion
eri kéyttdjien samantyyppisillé mutta eri laitteilla luoman madrityksen useiden tulosten vélisestd
vaihtelusta) sekd erien valisestd vaihtelusta (eri eria kayttavan madrityksen useiden tulosten
vélisestd  vaihtelusta). Saadun datan avulla  méaritettiin -~ keskihajonta, varianssi  ja

variaatiokerroin patogeenispesifille PCR:lle seka sisdisen kontrollin PCR:lle.

arfus CMV RG PCR -sarjan tarkkuusdata on kerdtty kayttamalla  kvantitointistandardia
pienimmélld pitoisuudella (QS 4; 10 kopiota/pl). Testaus tehtiin kéyttamalla kahdeksaa
replikaattia. Tarkkuustiedot laskettiin monistumiskdyran Cr-arvojen perusteella (Cr: rajo-
arvojakso, katso taulukko 6, seuraava sivu). Lisdksi madritettiin kopioina mikrolitraa kohden
ilmaistavien kvantitatiivisten tulosten tarkkuustiedot kayttémélla vastaavia Crarvoja (katso
taulukko 7, seuraava sivu). Naiden tulosten perusteella kaikkien mainitun pitoisuuden
naytteiden tilastollinen kokonaisjakautuma on 1,21 % (C1) tai 14,38 % (pitoisuus) ja 1,93 %
(Cr) siscisen kontrollin havaitsemisen osalta. Arvot perustuvat mddritettyjen vaihteluiden
kaikkien yksitt@isten arvojen kokonaisuuteen.
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Taulukko 6. Tarkkuustiedot Cr-arvojen perusteella

Sisdinen kontrolli

Keskihajonta Varianssi Variaatiokerroin (%)

Maarityksen sisdinen 057
vaihtelu: CMV QS 4 0.17 0,03 !
Médarityksen sisGinen 116
vaihtelu: Sisdinen kontrolli o8l G !
Méaéritysten valinen 1927
vaihtelu: CMV QS 4 0.38 0,14 '
Méaritysten vélinen 0.47 022 177
vaihtelu: Sisdinen kontrolli ! ! '
Erien vdlinen vaihtelu:

1,10
CMV QS 4 0.33 o1
E.rieir) vélinen vaiihtelu 0,53 0,28 2.02
Sisdinen kontrolli
Kokonaisvarianssi:

1,21
CMV QS 4 0,36 013
Kokonaisvarianssi: 0,51 0,26 1,93

Taulukko 7. Tarkkuustiedot kvantitatiivisten tulosten perusteella (kopioita/pl)

CMV QS 4

Keskihajonta Varianssi Variaatiokerroin (%)
Méérityksen sisdinen 1330
vaihtelu: CMV QS 4 1,34 1,80 '
Mé&éritysten vélinen 1 54 238 1525
vaihtelu: CMV QS 4 ! ' '
Erien vdlinen vaihtelu:
14,41
CMV QS 4 1,46 2,12
Kokonaisvarianssi: 1,45 2.11 14,38

artus CMV RG PCR Kit

03/2021

33




Hairitsevat aineet

CMV-DNA lisgttiin  negatiiviseen plasmaan erilaisissa  kaupallisesti  saatavilla  olevissa
verindytejarjestelmissd, joissa oli erilaisia antikoagulantteja. Laskettu pitoisuus (kopioita/ml,
Cr-keskiarvo, keskihajonta, varianssi ja CV%) on esitetty taulukossa 8. Keskihajonta ja
variaatiokerroin ovat 5 %:n rajoissa ja siten toleranssialueella. Eri aineiden aiheuttamaa

merkittdvad vaikutusta PCR:&én ei havaittu.

Taulukko 8. Kaupadlliset verindytejérijestelmét ja antikoagulanttien tiedot

Aine Pitoisuus Cr- Cr- Cr- Cr-
(kopioita/ml) keskiarvo keskihajonta varianssi CV (%)

Kalium-EDTA, Becton 399,60 31,06 0,11 0,01 0,36

Dickinson®

Kalium-EDTA, 350,10 31,26 0,30 0,09 0,97

Sarstedt

Kalium-EDTA, 285,00 31,58 0,50 0,25 1,58

Greiner Bio-One®

Kalium-EDTA, 310,40 31,40 0,16 0,03 0,52

Springe (viite)

Kalium-EDTA, 487,20 30,80 0,14 0,02 0,47

Sarstedt (viite)

Kalium-EDTA 423,30 33,2 0,26 0,07 0,79

(raskaus)

Endogeenisia aineita (taulukko 9, seuraava sivu) lisattiin - CMV-positiivisiin - EDTA-
plasmanaytteisiin 3 x LOD ja 10 x LOD. Kaikki naytteet havaittiin onnistuneesti, eika hairisita
havaittu ndytteissd, jotka sisdlsivat kohonneita endogeenisten inhibiittoreiden (bilirubiini,

hemoglobiini, triglyseridi ja albumiini) tasoja.
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Taulukko 9. Testatut endogeeniset aineet.

Hairitsevat aineet

Hairitsevien aineiden pitoisuus

Bilirubsiini
Hemoglobiini
Triglyseridi
Albumiini

30 mg/dl
2 g/dl
1g/dl
6 g/di

Kudossiirroissa  kaytettyja  yleisia

|aakkeita  testattiin - kolminkertaisella

akuutilla

huippupitoisuudella 1adkehoidon jdlkeen CLSI®-ohjeen EPO7-A2 (11) suositusten mukaan

(katso taulukko 10). Naita aineita lisattiin sekd CMV-negatiivisiin ettd  CMV-positiivisiin

ndytteisiin, jotka testattiin 4 replikaatteina.

Mink&an testatun eksogeenisen aineen ei havaittu vaikuttavan merkittavasti artus CMV RG

PCR Kit -sarjan suorituskykyyn.

Taulukko 10. Luettelo eksogeenisina aineina festatuista ladkkeistd

Hairitsevét aineet

Testipitoisuus

Antibiootit
Sulfametoksatsoli
Trimetopriimi
Claforan® (kefotaksiimi)

Tazobac® (piperasilliini + tatsobaktaami)

Tikarsilliini

Augmentin® (amoksisilliini + klavulaanihappo)

Vankomysiini
Sieniltéke
Flukonatsoli
Immunosuppressiiviset ladkkeet
Rapamysiini

Mykofenolaattinatrium

200 mg/I
5,2 mg/I
1g/!

Piperasilliini: 1 g/I
Tatsobaktaami: 125 mg/|

1g/!

Amoksisilliini: 125 mg/I
Klavulaanihappo: 25 mg/I

125 mg/I

1 mg/I

100 mg/I
80 mg/!
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Varmuus

Varmuuden todennuksen avulla voidaan méarittaa artus CMV RG PCR Kit -sarjan  koko
virhetodenndksisyys. 100 CMV-negatiiviseen plasmandytteeseen lisattiin - CMV-virusta
loppupitoisuudella 170 kopiota/ml (noin kolminkertainen pitoisuus verrattuna analyyttiseen
herkkyysrajaan). QlAamp DSP Virus Kit -sarjalla tehdyn eristémisen jalkeen nédmé naytteet
analysoitiin artus CMV RG PCR Kit -sarjalla. Kaikkien CMV-néytteiden virhetiheys oli O %.
Lisaksi sisdisen kontrollin  varmuus arvioitin - 100 CMV-negatiivisen  plasmanéytteen
puhdistamisen ja analysoinnin jalkeen. Tasta syystd artus CMV RG PCR Kit -sarjan varmuus
on 299 %.

Uusittavuus

Uusittavuustietojen  avulla  arftus CMV RG PCR  Kit -sarjan  suorituskykyd ja  tehokkuutta
verrattuna muihin tuotteisiin voidaan arvioida sddnndllisesti. Némé& tiedot on saatu

osallistumalla tunnettuihin pétevyysohijelmiin.

Tunnettuihin pétevyysohjelmiin osallistumisen liséksi 10-osaista CMV-paneelia (taulukko 11)
testattiin 3 ulkoisessa laboratoriossa kayttamalla EZ1 DSP Virus Kit -sarjaa EZ1 Advanced XL
-laitteessa  nukleiinihappojen puhdistamiseksi ja arfus RG PCR Kit -sarjoa DNA-eluaatin
testaamiseksi.
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Taulukko 11. Yhteenveto CMV-paneelin osista

;(;r;e:il)in numero (paneelin osan Paneelin osa Laimennusvaikutus

1001 (1) Negatiivinen Negatiivinen yhdistelmé 1
1002 (1) Negatiivinen Negatiivinen yhdistelma 2
1003 (2) Voimakkaasti negatiivinen 50-prosenttisesti positiivinen
1004 (2) Voimakkaasti negatiivinen 50-prosenttisesti positiivinen
1005 (3) Heikosti positiivinen 200 kopiota/ml

1006 (3) Heikosti positiivinen 200 kopiota/ml

1007 (4) Kohtuullisen positiivinen 2 000 kopiota/ml

1008 (4) Kohtuullisen positiivinen 2 000 kopiota/ml

1009 (5) Voimakkaasti positiivinen 200 000 kopiota/ml

1010 (5) Voimakkaasti positiivinen 200 000 kopiota/ml

10-0sainen paneeli testattiin kaksoiskappaleina 2 eri kéytdjén toimesta péivittdin 6 pdivan
ajan kussakin tutkimuskeskuksessa 3 reagenssisarjaeralla. Kun kerrotaan 20 ndytettd 2

operaattorilla, 6 paivéllé ja 3 tutkimuskeskuksella, saadaan 720 datapistettd.

arfus CMV RGQ MDx -festin kokonaisuusittavuus oli < 12 % CV sellaisten néytteiden osalta,
joiden pitoisuus oli 200-200 000 kopiota/ml (taulukko 12)

Taulukko 12. Kokonaisyhteenveto (jokaisesta paneelin osan tyypista) — havaitut keskiarvot

Hav. CVin
paneeli_osa_tyyppi maéard Keskiarvo ~ mediaani Keskihajonta  prosentti Véhintéén
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00
2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 -0,10
3 144 1,91 1,95 0,226 11,83 0,98
4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16
5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

Kokonaisyhteenveto log10 1U/ml -arvojen prosenttiarvojen varianssista ja keskihajonnasta
kunkin 5 osan osalta erien, testauspaikkojen, kayttdjien, pdivien ja ajojen valilla ja ajon sisalla

on esitetty taulukossa 13 (seuraava sivu).
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Taulukko 13. Kokonaisyhteenveto varianssista ja keskihajonnasta

Néyte 1 2 3 4 5
f ; ikosti i imakkaast
Né . . voimakkaasti heikosti kohtuullisen YOIm.G,. ¢
aytelyypp! negatiivinen negatiivinen  positiivinen  positiivinen i positiivinen
Havaittu keskiarvo log10 1U/ml 0,02 0,68 1,91 2,96 5,03
Testien madra 144 144 144 144 144
Mittari A;vqsrll;msu
.. 0 3,10 0 0 3,00
E 7
ra 0 0,113 0 0 0,016
0
Paikk 0 0 0 0,90
afa 0 0 0 0,016 0
s 43 4.6 0 188 15,4
K ’ ’ ’
aytaja 0,033 0,136 0 0,074 0,037
N . . 48,10
v " « Bt 0 0 8,60 6,00 .
arianssi omponen 1 aiva O O 0,0é7 01042 0,065
Kokeiden 0 0 4,40 10,90 7,90
viilills 0 0 0,048 0,057 0,026
e oA 95,7 92,3 87 63,40 25,60
0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
Yhteensé 100 100 100 100 100
0,158 0,635 0,227 0,171 0,094

Diagnostinen arviointi

artus CMV RG PCR Kit -sarja arvioitiin tutkimuksessa, jossa verrattiin arfus CMV RG PCR Kit -
sarjoa COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test -estiin. 156 retrospektiivistd ja
prospektiivista kliinistd EDTA-plasmandytettd analysoitiin.  Kaikki ndytteet oli aiemmin
analysoitu positiivisiksi tai negatiivisiksi COBAS AMPLICOR CMV MONITOR -laitteella

rutiinidiagnostiikalla.
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CMV-DNA artus CMV RG PCR Kit -sarjan testausta varten eristettiin QlAamp DSP Virus Kit -
sarjalla, artus CMV RG PCR Kit -sarjan sisdista kontrollia lisattynd isolaattiin, ja analyysi tehtiin
Rotor-Gene 3000 -laitteella. COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test -testin néytteet késiteltiin

ja analysoitiin mukana tulleiden valmistajan ohjeiden mukaisesti.

Kaikki 11 COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test -testissc positiiviseksi madritettyd naytettd
mddritettiin positiivisiksi myds arfus CMV RG PCR Kit -sarjalla. 123 naytettd 145:std COBAS
AMPLICOR CMV MONITOR Test -festissé negatiiviseksi madritettyd ndytettd maadritettiin
negatiivisiksi myds artus CMV RG PCR Kit -sarjalla. Ristiriitaisia tuloksia saatiin 22 (taulukko
14).

Taulukko 14. Vertailevan validointitutkimuksen tulokset

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test -testi

. _ Yhteensd
+ 11 22 33
artus CMV RG PCR Kit
_ 0 123 123

Jos COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test -testin tulokset otetaan viitteeksi, artus CMV RG
PCR Kit -sarjan kaikkien néytteiden diagnostinen herkkyys on 100 % ja diagnostinen
spesifisyys 84,8 %.

22 ristiriitaisen naytteen lisatestaus vahvisti arfus PCR Kit -sarjan tulokset. Siksi voidaan olettaa,

eftd ristiriitaisuus perustuu arfus CMV RG PCR Kit -sarjan suurempaan herkkyyteen.
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Vianmadaritysopas

Tama vianmaadritysopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Katso myds usein
kysyttyjc Asked Questions, FAQ)
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

kysymyksia  (Frequently teknisen tuen sivulta:

Huomautuksia ja ehdotuksia

Ei signadlia positiivisilla kontrolleilla (CMV QS 1-4) fluoresenssikanavassa Cycling Green.

a) PCR+ietojen analysointia varten valittu
fluoresenssikanava ei ole yhdenmukainen
protokollan kanssa

b) Rotor-Gene-laitteen lémpétilaprofiilin
virheellinen ohjelmointi

c) PCR on mddritetty vadrin

d) Yhden tai useamman sarjan osan
sdilytysolosuhteet eivét vastanneet kohdassa
Reagenssien sdilytys ja kasittely, sivu 10
annettuja ohjeita

e) artus CMV RG PCR Kit -sarjan kayttdaika
on umpeutunut

Datan analysoimisessa pitad valita Cycling Green -
fluoresenssikanava analyyttisté CMV:n PCR:&é varten ja Cycling
Yellow -fluoresenssikanava sisdisen kontrollin PCR:&é varten.

Vertaa lampétilaprofiilia protokollaan. Katso “Protokolla: PCR ja
datan analysointi”, sivu 14.

Tarkista, noudattavatko tydskentelyvaiheesi pipetointitapaa, ja
toista PCR tarvittaessa. Katso “Protokolla: PCR ja datan
analysointi”, sivu 14.

Tarkista reagenssien sailytysolosuhteet ja viimeinen
kéyttopdivamaard (katso sarjan efiketti). Kéytd tarvittaessa uutta
sarjaa.

Tarkista reagenssien sdilytysolosuhteet ja viimeinen
kayttopaivamaard (katso sarjan efiketti). Kayta tarvittaessa vutta
sarjaa.

QIAamp DSP Virus Kit -sarjalla (Cr = 27 + 3; kynnys, 0,03) puhdistetun negatiivisen plasmanéytteen sisgisen
kontrollin heikko signaali tai signaalin puuttuminen fluoresenssikanavassa Cycling Yellow ja signaalin puuttuminen

samanaikaisesti kanavassa Cycling Green

a) PCR-olosuhteet eivét ole yhdenmukaiset
protokollan kanssa

b) PCR inhiboitui

c) DNA katosi eristémisen aikana

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

Varmista, ettd kéytat suositeltua eristysmenetelméa ja pitdydyt
tarkasti valmistajan ohjeissa.

Jos erotustoimenpiteessé liséttiin siséinen kontrolli, sisdisen
kontrollin signaalin puuttuminen saattaa merkitd, et DNA
menetettiin erotuksen aikana. Varmista kéyttévasi suositeltua
eristysmenetelm@d (katso DNA:n eristéminen, sivu 12) ja noudata
valmistajan ohijeita tarkasti.

artus CMV RG PCR Kit  03/2021

41


http://www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx

Huomautuksia ja ehdotuksia

d) Yhden tai useamman sarjan osan Tarkista reagenssien sdilytysolosuhteet ja viimeinen

sdilytysolosuhteet eivét vastanneet kéyttdpdivamadrd (katso sarjan efiketti). Kéytd tarvittaessa vutta

kohdassa Reagenssien sdilytys ja kasittely,  sarjaa.
sivu 10 annettuja ohjeita

e) artus CMV RG PCR Kit -sarjan kaytdaika Tarkista reagenssien sdilytysolosuhteet ja viimeinen
on umpeutunut kéyttopdivamaard (katso sarjan efiketti). Kéytd tarvittaessa uutta
sarjaa.

Negatiivisten kontrollien signaaleja analyyttisen PCR:n Cycling Green -fluoresenssikanavassa

a) PCR:n valmistelun aikana tapahtui Toista PCR uusilla reagensseilla replikaateissa.

kontaminaatio Jos mahdollista, sulje PCR-putket heti testattavan néytteen

lisaamisen jalkeen.
Muista pipetoida positiiviset kontrollit viimeiseksi.

Varmista, ettd tydskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan
sadnndllisesti.

b) Eristamisen aikana tapahtui kontaminaatio  Toista testattavan néytteen eristéminen ja PCR uusilla
reagensseilla.

Varmista, ettd tydskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan
sadnndllisesti.
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Symbolit

Y e
%

IVD

REF

LOT

COMP
CONT
NUM

JR-§

Sisaltaa reagensseja, jotka riittavat <N> testiin

Viimeinen kayttopaivamaarad

Diagnostinen in vitro -ladketieteellinen laite

Tuotenumero

Erédnumero

Materiaalinumero
Komponentit
Sisaltd

Numero

GTIN-numero

Lampétilarajoitus

Valmistaja

Katso kaytdohjeet
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Tilaustiedot

Tuote Sisalté Tuotenro
artus CMV RG 24 reaktioon: PCR-reagenssit, magnesiumlivos, 4503263
PCR Kit (24) 4 kvantitointistandardia, IC, vettd (PCR-laatu)
artus CMV RG 96 reaktioon: PCR-reagenssit, magnesiumlivos, 4503265
PCR Kit (96) 4 kvantitointistandardia, IC, vettd (PCR-laatu)

EZ1 DSP Virus Kit — automaattiseen, samanaikaiseen viruksen DNA:n ja
RNA:n puhdistamiseen 1-14 seerumi-, plasma- tai aivo-
selkéydinnestendytteestd

EZ1 DSP Virus 48 viruksen nukleiinihappopreparaatiota varten: 62724
Kit (48) Esitaytetyt reagenssikasetit, kertakayttoiset karkipidikkeet,
kertakayttaiset suodatinkariet, ndyteputket, eluutioputket,

puskurit, kantaja-RNA

QlAamp DSP Virus Kit - virusten nukleiinihappojen puhdistamiseen ihmisen
plasmasta in vitro -diagnostiikkaa varten

QlAamp DSP 50 preparaatiota varten: QlAamp MinElute® Spin Column 60704
Virus Kit -putkia, puskureita, reagensseja, putkia, putkien
jatkokappaleita ja VacConnector-liittimid

Rotor-Gene Q MDx ja liséivarusteet

Rotor-Gene Q Realtime PCR -syklilaite, jossa on 5 kanavaa (vihred, 9002022
MDx 5plex keltainen, oranssi, punainen, karmiini), kannettava
Platform tietokone, ohjelmisto, lisavarusteet: sisaltdd yhden vuoden

takuun osille ja tydlle, ei sisalla asennusta ja koulutusta
Rotor-Gene Q Realtime PCR -syklilaite, jossa on 5 kanavaa (vihred, 9002023
MDx 5plex keltainen, oranssi, punainen, karmiini), kannettava
System tietokone, ohjelmisto, lisavarusteet: siscltad yhden vuoden

takuun osille ja tydlle, asennuksen ja koulutuksen
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Tuote Sisalté Tuotenro
Rotor-Gene Q Realtime PCR -aite ja High Resolution Melt (HRM) - 9002032
MDx 5plex analysaattori, jossa on 5 kanavaa (vihred, keltainen,

HRM Platform oranssi, punainen, karmiini) sekd HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto, lisavarusteet: sisaltaa 1-
vuotisen takuun osille ja tydlle. Ei sisallé asennusta ja
koulutusta.
Rotor-Gene Q Realtime PCR -jakso ja HRM-analysaattori, jossa on 9002033
MDx 5plex 5 kanavaa (vihred, keltainen, oranssi, punainen ja
HRM System viininpunainen) sekd HRM-kanava, kannettava tietokone,
ohjelmisto ja varusteet: siséltaa 1 vuoden takuun osien
rikkoutumisen ja valmistusvirheiden varalta, asennuksen ja
koulutuksen
Rotor-Gene Q Realtime PCR -syklilaite, jossa on 6 kanavaa (sininen, 9002042
MDx 6plex vihred, keltainen, oranssi, punainen, karmiini), kannettava
Platform tietokone, ohjelmisto, lisGvarusteet: sisdltad yhden vuoden
takuun osille ja tydlle, muttei asennusta ja koulutusta
Rotor-Gene Q Realtime PCR -syklilaite, jossa on 6 kanavaa (sininen, 9002043
MDx éplex vihred, keltainen, oranssi, punainen, karmiini), kannettava
System tietokone, ohjelmisto, lisdvarusteet: siscltad yhden vuoden
takuun osille ja tydlle, asennuksen ja koulutuksen
Rotor-Gene Q Realtime PCR -syklilaite, jossa on 2 kanavaa (vihreg, 9002002
MDx 2plex keltainen), kannettava tietokone, ohjelmisto, lisévarusteet:
Platform sisdltad yhden vuoden takuun osille ja tydlle, ei sisdlla
asennusta ja koulutusta
Rotor-Gene Q Realtime PCR -syklilaite, jossa on 2 kanavaa (vihred, 9002003
MDx 2plex keltainen), kannettava tietokone, ohjelmisto, lisGvarusteet:
System sisaltad yhden vuoden takuun osille ja tydlle, asennuksen
ja koulutuksen
Rotor-Gene Q Realtime PCR -laite ja HRM-analysaattori, jossa on 2 9002012
MDx 2plex kanavaa (vihred, keltainen) seké HRM-kanava, kannettava
HRM Platform
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Tuote Sisdlto Tuotenro
tietokone, ohjelmisto, lisGvarusteet: sisdltad 1-vuotisen
takuun osille ja tydlle. Ei sisdlla asennusta ja koulutusta.
Rotor-Gene Q Realtime PCR -jakso ja HRM-analysaattori, jossa on 9002013
MDx 2plex 2 kanavaa (vihred, keltainen) sekad HRM-kanava,
HRM System kannettava tietokone, ohjelmisto ja varusteet: sisaltad 1
vuoden takuun osien rikkoutumisen ja valmistusvirheiden
varalta, asennuksen ja koulutuksen
Loading Block Alumiininen levy manuaaliseen reaktion valmisteluun 9018901
72 x 0.1 ml yksikanavaisella pipetilld 72 x 0,1 ml:n putkia
Tubes
Loading Block Alumiininen levy manuaalisen reaktion valmisteluun 9018905
96 x 0.2 ml standardina 8 x 12 -ryhmdna kayttamalla 96 x 0,2 ml:n
Tubes putkea
Strip Tubes and 250 neljan putken liuskaa ja korkit 1 000 reaktiota varten 981103
Caps, 0.1 ml
(250)
Strip Tubes and 10 x 250 neljén putken ja korkin liuskaa, 981106
Caps, 0.1 ml 10 000 reaktioon
(2500)
PCR Tubes, 1 000 ohutseingistd putkea 1 000 reaktioon 981005
0.2 ml {1000)
PCR Tubes, 10 x 1000 ohutseindistd putkea 10 000 reaktioon 981008

0.2 ml (10000)

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla

tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat

ja kayttdoppaat ovat saatavilla osoitteessa www.qiagen.com, tai niitd voi tiedustella

QIAGENIn teknisestd palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyijalta.
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Asiakirjan muutoshistoria

Versio Muutokset
R6, maaliskuu 2021 Lisattiin kohdat Lineaarinen alue, Hairitsevét aineet ja
Uusittavuus.

Paivitykset kohtiin Kéyttétarkoitus ja Kvantitointi.

Poistettiin viittaukset QIAGEN-laitteisiin, joita ei endd
tueta.

artus CMV RG PCR Kit -tarvik j joil kayttsoik

Tamén tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kdyttdjén suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. Tuofetta saa kdyttad ainoastaan tuotteen mukana foimitettujen asiakirjojen ja témdén kasikirjan ohjeiden mukaan, ja sen kanssa saa kayttéd vain sarjan siséltamia
komponentteja. QIAGEN ei mydnné lisenssic mihinkdén aineettomaan omaisuuteensa, eikd tdmén sarjan oheisia komponentteja saa kéyttad tai liittéa muihin
komponentteihin, jotka eivét sisélly tahan sarjaan, kuten tuotteen mukana toimitetuissa asiakirjoissa, téssé kasikirjassa ja lisémateriaalissa mainitaan. Ne ovat
saatavilla osoitteesta www.qiagen.com. Osa lisémateriaalista on QIAGEN-kéyttgjien toisille QIAGEN-kéyttdiille laatimaa. QIAGEN ei ole testannut tai tarkistanut
kyseistd materiaalia. QIAGEN ei anna takuuta lisémateriaalille eiké takaa, ettei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

2. Muutoin kuin nimenomaisesti ilmoitettujen kéyttdoikeuksien osalta QIAGEN ei takaa, eftd témé sarja ja/tai sen kéyttd eivat loukkaa kolmansien osapuolten
oikeuksia.

3. Té&mé sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertakdyttédn, eikd niitd saa kéyttdd uvudelleen, kunnostaa tai myydd eteenpéin.

4. QIAGEN kiistaa ni isesti kaikki kéyttdoikeudet, suorat tai epésuorat, joita ei ole tdssd nimenomaisesti ilmoitettu.

5. Sarjan ostaja ja kdyttéja suostuvat sithen, etté he eivét ryhdy tai anna kenellek&dn toiselle lupaa ryhtyd toimenpiteisiin, jotka saattavat aiheuttaa tai edistdd mitéén
yllc: kiellettyd toimintaa. QIAGEN voi k&antyd minké 'ahansu ioistui puoleen p kseen téytdntdsn t&man rajoitetun lisenssisopimuksen kiellot ja saada

ityksen kaikista valmistelu- ja oikeuskuluista (asianajop mukaan lukien), kun tarkoituksena on t&mén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan ja/tai sen

komponenﬂelhln liittyvien immateriaalioikeuksien téytdntdénpano.

Katso pdivitetyt kéyttéoikeusehdot osoitteesta www.qgiagen.com.

Hankittuaan t&mén tuotteen ostajalla on oikeus kéyttaé sité diagnostisiin palveluihin ihmisten in vitro -diagnostiikassa. Téman erityisen kéyttéoikeuden lisiksi osto ei
oikeuta mihink&&n muuhun yleiseen patenttiin tai kéyttdoikeuteen.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, artus®, EZ1®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); CLSI®, (Clinical Laboratory and Standards, Inc.);
Augmentin® (Glaxo Group Limited); Tazobac® (Pfizer Inc.); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Group); Claforan (Sanofi-Aventis Group); FAM™, JOE™ (Thermo
Fisher Scientific).
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