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TIVISTELMA

Keskushermosto- ja neonataali-infektiot ovat herpes simplex -virusten aiheuttamista taudeista
vakavimpia. Niihin on olemassa |a&kitys, joka on tehokkain, kun se aloitetaan aivan sairauden
alkuvaiheessa. Naiden infektioiden diagnostiikassa PCR-menetelma on herkin. Tama menetelmaon
kuitenkin tyol&s ja aikaa vieva, joten uudet nopeammat menetelmét ovat tervetulleita.

Opinnaytetyo tehtiin HUSL ABIn virologian osastolle. Tyossa testattiin QIAGENIN artusRHSV-1/2LC
PCR-reagenssipakkausta, joka on tehty kéaytettdvaks Roche diagnosticsin reaaliaikaisella PCR-
laitteella LightCyclerilla Lisdksi tydssa testattiin automaattista bioMérieuxin NucliSens easyMAG-
nukleiinihappoeristyslaitetta. Referenssind kaytettiin HUSL ABin virologian osastolla testaushetkella
ka&ytdssa olevia menetelmia.

Reaaliaikaisen PCR-menetelman herkkyytta testattiin positiivisillaHSV-1 jaHSV-2
kontrollilaimennussarjoilla. Menetelmén oikeellisuutta testattiin maarittamalla laaduntarkkailu- ja
potilasnaytteitd, jotkaolivat likvoria Tuloksiaverrattiin QCMD:n antamiin ja perinteisella” in house” -
PCR-menetelmalla saatuihin referenssituloksiin. Spesifisyytta testattiin muiden ihmisten herpesvirusten
positiivisilla kontrolleilla. Automaattisen nukleiinihappoeristysmenetelman toimivuutta testattiin HSV -
positiivisillaja-negatiivisilla likvornaytteil |4, jotka oli aikaisemmin eristetty fenoli-kloroformiuutolla

Tulokset QIAGENIN artus®HSV-1/2 LC PCR-reagenssipakkauksesta olivat hyviéa. Kont-
rollilaimennussarjan maarityksessa reaaliaikainen PCR-menetelmé osoittautui perinteistd” in house” -
PCR-menetelmaa herkemméaksi. Potilasnaytteiden madrityksessa tulokset olivat yhtenevét. EasyMAG-
nukleiinihappoeristysmenetelmall& eristettyjen potilasndytteiden méarityksista saadut tulokset olivat
my06s hyvid Kun tuloksia verrattiin fenoli-kloroformiuutolla saatuihin tuloksiin, olivat tulokset yhta
naytettd lukuun ottamatta yhtenevét.

Molemmat testattavat menetelmét ovat nopeita ja virhel@hteiden mahdollisuus on vahéisempi kuin
perinteisessd ” in house”’-PCR menetelmassa ja fenoli-kloroformiuutolla nukleiinihappoa eristettéessa
Tutkimusten tulokset osoittivat molempien menetelmien soveltuvan hyvin HSV:n eristykseen ja
méaéritykseen likvornayttei sta.

Avainsanat
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ABSTRACT

This final project was made for HUSLAB s Department of Virology. The purpose of this study wasto
test real time PCR method and automatic nucleic acid isolation device for the detection of herpes
simplex virus type 1 and 2 from cerebrospinal fluid samples. We tested QIAGEN s artus HSV-1/2 LC
PCR reagent kit and Nuclisens easyMAG device.

The sensitivity of the real time PCR method was tested with HSV -1 and HSV-2 positive control
dilution samples. The correctness of the method was tested with quality control samples and patient
samples. The results were compared with the results given by QCMD and with the results from the
traditional “in house” PCR method. The specificity of the real time PCR method was tested with other
positive human herpes virus controls. The automatic nucleic acid isolation method was tested with HSV
positive and HSV negative patient samples which were earlier isolated with a phenol chloroform
method.

The results from the QIAGEN s artus HSV-1/2 LC PCR reagent kit were good. With the control
dilution samplesthe real time PCR method showed to be more sensitive than the traditional “in house’
PCR method. The results from patient samples were the same with the both PCR methods. The patient
sample results of the easyM AG nucleic acid isolation method were good. The results were the same
with all the other samples except one sample when they were compared with the results of the phenol
chloroform isolation method.

Both tested methods are fast and the possibilities for mistakes are smaller with these methods than with
the traditional “in house” PCR method and the phenol chloroform nucleic acid isolation method. The
results of the study showed that both tested methods can be suited for HSV isolation and detection of
cerebrospinal fluid samples.
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1 JOHDANTO

Keskushermostoinfektiot ovat herpesvirusten vakavin tautimuoto. Sen hoidossa on térked,
etta tauti diagnosoidaan mahdollisimman aikaisessa vaiheessa, koska useimpiin herpesvi-
rusten aiheuttamiin keskushermostoinfektioihin on olemassa laakitys, joka on tehokkaim-
millaan, kun se aloitetaan aivan sairauden alkuvaiheessa. Polymeraasiketjureaktio- (PCR-)
menetelméalla saadaan parhaita tuloksia herpesenkefaliitin ja neonataaliherpeksen diagnos-
tilkassa, koska silla pysytdan osoittamaan pienetkin viruspitoisuudet likvornaytteesta (ai-
vosel kdydinnestendytteestd). (Koskiniemi — Linnavuori 2001a; Vesanen — Piiparinen — Kal-
lio — Vaheri 1996: 1-11 ; Huovinen — Meri — Peltola — Vaara — Vaheri — Vatonen 2005:
470.)

Opinnaytetyo tehddan HUSL ABin mikrobiologian vastuualueelle virologian osastolle. Em-
piirinen tydvaihe tehdd&n geenimonistustyopisteessa. Aiheena on automaattisen nukleiini-
happoeristyksen ja kaupal lisen reaaliaikaisen PCR-menetelman soveltuvuus herpes simplex
-virus tyypin 1 ja 2 keskushermostodiagnostiikkaan. Tydssa testataan toimivatko ja sopi-
vatko ndmé menetelmét laboratorion kayttoéon. Tyon ohjagjina toimivat mikrobiologi Laura

Mannonen ja laboratoriohoitaja Anu Kaitonen.

Téalla hetkella HUSLABIn virologian osastolla on kéytdssa manuaalinen nukleiinihapon
eristysmenetelma, joka sisaltéa paljon kasity6ta ja on aikaa vievd. Monistusmenetelmand on
”in house” -PCR- menetelma ja PCR-tuotteen visualisointimenetelmana nukleiinihappohyb-
Jos uusi nukleiinihappoeristysautomaatti ja reaaliaikainen PCR-menetelma toimisivat hy-
vin, saataisiin vahennettya analyysiin kuluvaa tydaikaa ja tyovoimaa. V astaus saataisiin 3 -
4 tunnissa. Mikali tdma analyysipari olisi toimiva, voitaisiin se mahdollisesti ottaa tulevai-

suudessa paivystystestien valikoimaan.

Tutkimuksessa testataan Qiagenin artus® HSV-1/2 LC PCR- reagenssipakettia Roche
Diagnosticsin reaaliaikaiselle PCR-laitteelle, LightCyclerille. Lisdksi tutkimuksessa testa-
taan easyM A G-nukleiinihappoeristysautomaattia, joka on bioMérieux'n valmistama. Tes-
timateriaalina on likvor ja tydssd méaritetdan laaduntarkkailu- ja potilasnaytteitd, jotka on
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tutkittu jo aiemmin HUSLABIN virologian osastolla. Liséks kaytetdan positiivisia kontrol-

lilaimennoksia.

Kontrollilaimennoksia ja laaduntarkkailundytteita kaytetéan verrattaessa PCR-menetelmien
herkkyytta ja spesifisyytta seka testattaessa Qiagenin artus® HSV-1/2 LC PCR- reagenssi-
paketin toimivuutta. Potilasndytteita kaytetdan verrattaessa eristysmenetelmia seké PCR-

menetelmia

Saatujen tulosten perusteella voidaan tehda johtopééatoksia siitd, kuinka hyvin easyMAG-
eristysautomaatti ja LightCyclerille kehitetty Qiagenin artus® HSV-1/2 LC PCR-
reagenssipaketti sopisivat herpes simplex -virusten erist@miseen ja méaarittdmiseen likvor-

naytteista

2 HERPESVIRUKSET

Herpesviruksia tunnetaan yli sata erilaista. |hmiselld esiintyvia herpesviruksia (human her-
pesvirus, HHV) on I6ydetty kahdeksan erilaista, mutta uusia viruksia saattaa |0ytya viela
tulevaisuudessa. Herpesviruksiin luetaan herpes simplex -virus tyyppi 1 (HSV-1, HHV-1)
ja herpes simplex -virus tyyppi 2 (HSV-2, HHV-2), varicella-zostervirus (VZV, HHV-3),
epstein-Barrin virus (EBV, HHV-4), sytomegalovirus (CMV, HHV-5), ihmisen herpesvirus
6 (HHV-6), ihmisen herpesvirus 7 (HHV-7) ja kaposin sarkooman herpesvirus (KSHV,
HHV-8). (Huovinen ym. 2005: 463.)

Herpesvirukset ovat isoja, vaipallisa kaksisdikeisa DNA-viruksia, jotka muistuttavat ra-
kenteellisesti toisiaan. Niiden proteiinikapsidi koostuu 162 kapsomeerista ja kapsidin ja
lipidi-proteiinivaipan valissd on tegumentti. Tegumentissa on muun muassa proteinega,
joita tarvitaan produktiivisessa infektiossa. (Huovinen ym. 2005: 463 - 464.)

Tyypillistd herpesviruksille on latenssi. Primaari-infektion jalkeen virus pystyy jaémaan
elimistéon piilevand. Herpesvirus voi jadda latenssiin esimerkiksi sensorisiin hermosolui-
hin, josta se aika gjoin voi aktivoitua uudelleen. Télla tavalla herpesvirukset pystyvét py-
symaan immuunijérjestelman ulottumattomissa. (Huovinen ym. 2005: 463.)



2.1  Herpessimplex -virus

Herpes simplex -virus tyyppi 1 ja 2 muistuttavat rakenteellisesti |dheisesti toisiaan, mutta
eroavat ekologialtaan ja antigeeneiltéén. Herpes simplex -virukset kuuluvat DNA-viruksien
perheeseen. Niiden DNA on kaksisdikeista ja siséltéa yli 80 geenid, joista osa esiintyy kah-
teen kertaan. (Huovinen ym. 2005: 464 - 467; Koskiniemi — Linnavuori 2001a.)

Geeniensa avulla herpes simplex -virus muun muassa liséantyy. Virus pystyy piiloutumaan
immuunijarjestelmalta héiritsemalla puolustusmekanismeja. Herpes simplex -virus pystyy
vaikuttamaan iséntasoluun monin tavoin kayttamalla omia séételyproteiingjaan, helpottaen
ndin omaa toimintaansa. Esimerkiksi neurovirulenssigeeni hidastaa hermosolujen tuhoutu-
mista, jolloin HSV :lle jé& enemman aikaa replikoitua. (Huovinen ym. 2005: 464 - 467.)

21.1 Lisdéntyminen

HSV tarttuu solujen reseptoreihin glykoproteiiniensa avulla. Reseptoreita on useita ja niita
on kaikissa elimiston soluissa. HSV:n vaippa sulautuu solukalvoon ja kapsidi kulkeutuu
tumakalvolle. Tumakalvon reidsta viruksen DNA kulkeutuu tumaan. Tumassa tapahtuu
transkriptio, replikaatio ja viruksen kokoaminen. Transkriptiossa virus kayttda hyvakseen
isdntésolun RNA-polymeraasia. Alfageenit transkriptoituvat ensimmaiseksi. Ne ilmentyvét
afaproteiineiksi, jotka taas indusoivat beetageenien ekspression. Beetaproteiinit vastaavat
viruksen nukleiinihappometaboliasta ja DNA-replikaatiosta, joka taas saa ailkaan gamma-
geenien ekspression. Gammageenituotteita ovat viruksen eri rakenneproteiinit. Viruksen
kapsidi muodostuu tumassa. Kapsidin tydntyessa ulos tumasta tumakalvon 18pi, se saaitsel-
leen vaipan. Virionit purkautuvat ulos solusta ja samalla solu tuhoutuu. (Huovinen ym.
2005: 464 - 465; Koskiniemi — Linnavuori 2001a.)



2.1.2 Latenss

HSV asettuu primaari-infektion jalkeen elimistoon piilevaksi jopa vuosikymmeniksi ja pys-
tyy reaktivoitumaan erilaisten arsykkeiden vaikutuksesta. Esimerkikss HSV-1:n aiheutta-
missa infektiossa virus replikoituu epiteelisoluissa ja kulkeutuu sitten latenssiin sensoristen
neuronien tumiin, jotka hermottavat kyseista aluetta. HSV-1:n tyypillinen latenssipaikka on
kolmoishermon ganglio ja HSV-2:n ristiluun alueen hermosolmut. (Huovinen ym. 2005:
466; Koskiniemi — Linnavuori 2001a.)

Tumissa HSV on DNA-molekyylin muodossa irrallaan isantésolun genomista ja vain vi-
ruksen latenssi-RNA:ta muodostuu jatkuvasti. Arsykkeet voivat saada viruksen reaktivoi-
tumaan, jolloin nukleiinihapposynteesi kiihtyy, tuotetaan uusia rakenneproteiingja ja syntyy
uusia viruksia, jotka kulkeutuvat hermosolua pitkin epiteelille ja aiheuttavat uuden infekti-
on. Reaktivaatiodrsykkeita ovat muun muassa UV-valo, stressi, hormonaaliset tekijét ja
muut infektiot. (Huovinen ym. 2005: 466; Koskiniemi — Linnavuori 2001a.)

2.1.3 Herpessimplex -virustyyppi 1 ja?2

HSV-1 aiheuttaa tavallisesti suutulehdusta ja yskénrokkoa eli huuliherpesta ja HSV-2 geni-
taaliherpesta. Kumpikin virus voi aiheuttaa myos infektioita silméssg, keskushermostossa
seka yleistyneitd infektioita vastasyntyneissa seka immuunisuppressiopotilaissa. Aiemmin
HSV:n kantgjia on ollut 75 - 85 % aikuisista, mutta nykyisin infektio saadaan yha myo-
hemmin ja yhd useammin ensi-infektion aheuttaa HSV-2. Perinteisesti HSV-1 ensi-
infektio on saatu ale 5-vuotiaana, nimenomaan suutulehduksena. HSV-1 voi esiintya myos
genitaalialueellajaHSV-2 suun alueella. (Huovinen ym. 2005: 467.)

Suun ja nielun alueen HSV-infektion inkubaatioaika on noin 2 - 12 vuorokautta. Primaari-
infektiot voivat olla hyvin vaihtelevia, mutta useimmiten ne ovat oireettomia. (Koskiniemi
— Linnavuori 2001a.) Pienilla lapsilla esiintyy rakkulaista suutulehdusta, gingivostomatiit-
tia, johon liittyy korkea kuume. HSV-1:n primaaritartunta voi suutulehduksen ja yskéanro-
kon lisdksi ilmetd muun muassa kynsivallin tulehduksena ja painijoilla esiintyvana herpes
gladiatorumina. Primaaritartunnassa muodostuu vasta-aineita ja 1gG-vasta-aineet ovat sen
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jalkeen yleensd méritettévalla tasolla, mutta ne eivét suojaa uusintainfektioilta. Reaktivoi-
tuessaan HSV-1 aiheuttaa huuliherpesta Talloin el IgM-luokan vasta-aineita valttamétta
kehity. HSV-1 tarttuu kosketustartuntana sek& myos hengitysteitse. Se voi tarttua seka ensi-
etta uusintainfektion aikana. (Huovinen ym. 2005: 467 - 468.)

HSV-2 tarttuu pédasiassa sukupuoliyhteydessa. Naisilla taudinkuva on vulvovaginiitti, jo-
hon liittyy dysuria, kuume ja kovat kivut sek& joskus myds meningiitin oireita Naisilla
oireet ovat yleensa vaikeampia kuin miehilla. Miehilla esiintyy rakkuloita terskassa ja Siit-
timessa. Viruksen latenssipaikka on ristiluun alueen hermosolut, josta se aktivoituu vaihte-
levin véligjoin. Virusta voi erittya ilman, etta se aiheuttaa mitéan oireita (Huovinen ym.
2005: 467 - 468; Koskiniemi — Linnavuori 2001a.)

Immunologiseen vasteeseen HSV:sta vastaan vaikuttavat monet tekijat. Tiedetddn, etta ai-
kaisempi kontakti virukseen vaikuttaa seuraavan infektion laatuun. Aikaisempi HSV-1 tar-
tunta vaikuttaa HSV-2 tartuntaan niin, etta HSV-2:n aiheuttamat oireet ovat tavallista lie-
vempi&. Se el voi kuitenkaan estéé tartuntaa. (Koskiniemi — Linnavuori 2001a.)

2.2  Neonataaliherpes

Raskauden aikainen HSV infektio voi aiheuttaa syntyvélle lapselle vakavan tartunnan.
Useimmiten tartunnan aiheuttaa HSV-2. Yleensd lapsi saa infektion synnytyskanavasta,
harvemmin istukan kautta. (Huovinen ym. 2005: 467 - 469.) Arvioidaan, ettd HSV:ta esiin-
tyy 1:2000-1:5000 synnytysta kohti (Koskiniemi — Linnavuori 2001a). Tartunta voi aiheut-
taa lapselle suun, silmien ja ihon infektion, enkefaliitin tai yleistyneen infektion (herpes
neonatorum). Herpes neonatorumissa lapsella voi olla aivotulehdus seké vaurioita useissa
elimissa. Ladkityksestd huolimatta taudissa on suuri kuolleisuus ja jalkitautien osuus on
suuri. Aidin vasta-aineet lieventavét taudin kuvaa. Lapsen saadessa tartunnan didin primaa-
ri-infektion aikana, on tauti vakavampi, koska éidin vasta-aineet eivét ole viela kehittyneet
riittavasti. (Huovinen ym. 2005: 467 - 469.) Synnytyksen aikainen primaari-infektio siirtyy
lapseen noin 30 %:ssa tapauksista, kun taas vanha infektio noin 3 %:ssa tapauksista (Kos-
kiniemi — Linnavuori 2001a). Usein kun lapsi on saanut tartunnan, ei didin ole tiedetty sai-
rastavan genitaaliherpestd. Niinp& neonataaliherpesta onkin hyvin vaikea ennakoida. (Huo-
vinen ym. 2005: 467.)



2.3 K eskushermostoinfektiot

Keskushermostoinfektioita aiheuttavat monet muutkin virukset herpes simplex -viruksen
lisdksi, mutta herpesenkefaliitti on yleisin kuolemaan johtava enkefaliitti (Koskiniemi
2001b). Vakava herpesenkefaliitti, jossa herpes infektoi kovakalvot ja aivoainetta, on kaik-
kein vammauttavin HSV:n muoto. Erityisesti sita aitheuttaa HSV-1. Oireina esiintyy muun
muassa kuumetta, tajunnan helkkenemisté ja fokaalisia neurologisia oireita, kuten kouris-
tuksia, puhehairioitad sekd sekavuutta ja hallusinaatioita. (Huovinen ym. 2005: 467 - 469;

Koskiniemi — Linnavuori 2001a.)

Suomessa vaikeaa verenvuotoja aiheuttavaa enkefaliittia esiintyy noin 20 - 30 tapausta
vuodessa, lievempia tapauksia on enemman. Lapsista tautia esiintyy alle 1-vuotiailla. Kes-
ki-ikaisilla vaikean enkefaliitin osuus nousee ja myos vanhuksilla sitd esiintyy jonkin ver-
ran. Nuorilla aikuisilla infektiot ovat yleensa HSV-2:n aiheuttamia meningiittejd. (Huovi-
nen ym. 2005: 467 - 469; Koskiniemi — Linnavuori 2001a.)

Keskushermostoinfektioista noin 30 % on primaari-infektioita ja loput uusintainfektioita
(Huovinen ym. 2005: 467 - 469).Virus saattaa latenssipaikastaan kulkeutua hermoa pitkin
sentripetaalisesti eli aivoihin pain, vaikka yleensi suunta onkin toisin péin €li iholle ja li-
makalvoille péin. Jos tautia el hoideta, on kuolleisuus noin 50-70 %:n luokkaa. Antiviraali-
nen hoito auttaa, mutta taudista voi jdada jakiseuraamuksia. (Koskiniemi — Linnavuori
2001a.) Laakitys on tehokkaimmillaan, kun se aloitetaan aivan sairauden alkuvaiheessa
(Vesanen — Piiparinen — Kallio — Vaheri 1996).

2.4  Herpessimplex -virusinfektion la&kehoito

Tarkeimpid HSV:n hoitoindikaatioita ovat vastasyntyneen yleistynyt herpes, keskusher-
mostoinfektiot, vaikeat genitaaliherpekset ja keratiitit sek& immuunisuppressiopotilaiden
herpesinfektiot. Koska HSV koodittaa itse monia nukleiinihappometaboliansa entsyymeja
ja néma entsyymit eroavat solun omista entsyymeistd, on ollut mahdollista kehittéd HSV -
la8kkeitd, joka estavét viruksen nukleiinihapposynteesid, mutta eivét ole isntaelimistolle
toksisia Virusladkekehittely onkin kaikkein pissimmalla HSV:n kohdalla. (Huovinen ym.
2005: 465; Koskiniemi — Linnavuori 2001a.)
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Tarkeimmét 188kkeet ovat asikloviiri, valasikloviiri ja famsikloviiri. La8kkeita on saatavana
tablettimuodossa, paikallisvoiteena, silmévoiteena seka mikstuurana ja iv-infuusioina.

(Koskiniemi — Linnavuori 2001a.)

3 HERPESSIMPLEX -VIRUSTEN MAARITTAMINEN PCR-MENETELMALLA

Neonataali- ja keskushermostoinfektioiden diagnostiikassa PCR-menetelmé on herkin. En-
nen PCR-vaihetta, téytyy nukleiinihapot eristéd ja puhdistaa. PCR-vaihessa nukleiinihapot
monistuvat. PCR-tuotteen maaritys voi tapahtua erikseen PCR-vaiheen jalkeen tai yhté ai-
kaa PCR-vaiheen kanssa kuten reaaliaikaisessa PCR-menetelméassa. (Huovinen ym. 2005:
471; Suominen — Ollikka 1999: 61; Piiparinen — Lappalainen 1999: 1031 - 1036.)

3.1 Neonataaliherpeksen ja keskushermostoinfektioiden diagnostiikka

Keskushermostoinfektioissa voidaan méarittda seerumin ja likvorin vasta-aineiden suhdetta.
Keskushermostoperaisessa vasta-aineiden tuotossa likvorin vasta-ainetasot ovat kohonneet
ja seerumin ja likvorin vasta-aineiden suhde pienentynyt. PCR-menetelmalla saadaan par-
haita tuloksia herpesenkefaliitin ja neonataaliherpeksen diagnostiikassa. Sill& voidaan osoit-
taa pienetkin viruksen DNA-pitoisuudet likvorista, vaikka muut testit nayttaisivét negatii-
viga. Osoittamalla viruksen nukleiinihappo likvorista, p&dstédn varmaan diagnoosin.
(Huovinen ym. 2005: 470; Koskiniemi 2001b.)

PCR-menetelman herkkyyden vuoksi on myds naytteenotossa otettava kontaminaatiovaara
huomioon. Lumbaalipunktiossa annetaan likvorin tippua punktioneulasta suoraan puhtaa-
seen nayteputkeen ja putki suljetaan kierrekorkilla. Naytteeks tarvitaan 1ml likvoriailman,
ettd lisétdan sailonté tai muita aineita. Nayte séilytetdan jadkaappilampdtilassa. Yli kolmen
vuorokauden sdilytys onnistuu pakastettuna. Nayte l&hetetddn laboratorioon tavallisena
postikuljetuksena. Pakastettu nayte lahetetédén pakastettuna. (Suvisaari 2007: 496.) Néayte
tulisi ottaa ennen |&8kehoidon aloittamista (Piiparinen — Koskiniemi — Vaheri 1995: 129).



3.2 PCR-tyoskentelysta

PCR-menetelma on herkka kontaminaatioille. Pienikin mé&ara nukleiinihappoa, joka ei ole
perdisin monistettavasta naytteestd, voi antaa virheellisen tuloksen. HUSLABIN virologian
osastolla tama on otettu huomioon jo tydtiloja suunniteltaessa. Nukleiinihapon eristys,
PCR-seosten valmistus, itse PCR-reaktio ja PCR-tuotteen maaritys tapahtuvat kukin erilli-
sessd huoneessa. Nukleiinihapon eristys tehdddn vetokaapissa fenolista ja kloroformista
syntyvien haitallisten hoyryjen minimoimiseksi. PCR-seoksen valmistus tehddan laminaa
rivirtauskaapissa. Tyodskentelyn jalkeen kaappeihin laitetaan UV-valo, joka tekee nukle-
iinihapon monistuskelvottomaksi. Pipetoinnissa kaytetéan suodattimellisia pipetinkérkia,
jotta valtytadn ristikontaminaatioilta. Pipetin kéarki vaihdetaan jokaisen pipetoinnin valilla
Tyo6skentelytapojen tulee olla rauhallisia ja hallittuja. Suojavaatetus vaihdetaan péélle aina
laboratorioon tullessa. Suojakasineet on vaihdettava usein ja tarvittaessa kéytetdan kerta-
kayttoista hius- ja kenkasuojaa. Negatiivisia kontrolleja on hyva olla useampia, jotta saa-
daan helpommin jdljitettya mahdollisen kontaminaation Iahde. (Suominen — Ollikka 1999:
107 - 109; Piiparinen — Lappalainen 1999: 1031 - 1036.)

3.3 DNA:n eristysjapuhdistus

Ennen kuin DNA voidaan monistaa PCR-menetelmallg, taytyy se eristéa ja puhdistaa reak-
tiota hairitseviltd epdpuhtauksilta. Menetelmia on muun muassa fenoli-kloroformiuutto ja
magneettipartikkeleihin perustuva automaattinen eristys- ja puhdistusmenetelma. (HUS-
LAB 2004; BioMérieux 2007; Suominen — Ollikka 1999: 64.)

3.3.1 DNA:n eristys fenoli-kloroformiuutolla

Ensin naytteet kasitelldan proteiingja pilkkovalla proteinaasiK-entsyymill, joka hajoittaa
ndytteen mahdollisesti sisdltamét solut. Késittely tapahtuu EDTA:n ja SDS:n [asné ollessa
EDTA tekee solumembraanista |18paisevamman ja SDS hgjottaa soluja, joten ne edesautta
vat naytteessd mahdollisesti olevien solujen hajotusta. Naytteet inkuboidaan +37 °C:ssa
Solut hajoavat ja viruksen nukleiinihappo vapautuu viruksen proteiinikuoren sisdlta. Feno-
li-kloroformiuutolla poistetaan proteiingja. Fenoli denaturoi proteiingja ja kloroformi kasit-

tely poistaa faasiin jaaneen fenolin. Fenolin poistaminen vesifaasista on tarkeds, koska se
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inhiboi polymeraasientsyymid. (HUSLAB 2004; Sambrook — Russell 2001: 8.26; Suomi-
nen — Ollikka 1999: 64.)

DNA kerdtédn talteen saostamalla etanolilla -20 — -70 © C:ssa.  Nukleiinihapot saostuvat
yhdenarvoisten kationien lasna ollessa suolana, kun liuokseen lisét&an etanolia. Saostumi-
nen on tehokkainta kylméassa. Sakka sentrifugoidaan putken pohjalle ja pelletti liuotetaan
haluttuun tilavuuteen veteen tai puskuriin. (HUSLAB 2004; Sambrook - Russell 2001:
8.26; Suominen — Ollikka 1999:64.)

3.3.2 DNA:neristys easyMAG-laitteella

NucliSens easyMAG on bioMérieux'n kehittama nukleiinihapon eristyslaite, jossa eristys
tapahtuu l&hes kokonaan automatisoidusti. L aitteella voidaan eristéd DNA jaRNA erilaisis-
ta ndytemateriaaleista. Valmistaja on validoinut eristyksen plasmasta, seerumista, veresta,
likvorista, yskoksesta ja ulosteesta. Naytteen tilavuus voi vaihdella 10 pl:sta 1000 pl:aan.
Eristettya tuotetta saadaan 25 -110 pl. Y hteen eristyskertaan laitteelle mahtuu 24 néytetta ja
tala ndytemaéralla eristys kestda 40 minuuttia. (BioMérieux 2007.)

Menetelma perustuu silikapaallystettyihin magneettipartikkeleihin, joilla on kyky sitoa pin-
taansa nukleiinihappoja. Ensin néytteen solut hajotetaan puskurilla (lysis buffer), jolloin
nukleiinihapot vapautuvat soluista. Laite voi joko tehda taméan itse tai sitten naytteet voi-

daan kasitell& laitteen ulkopuolella hgjotuspuskurilla. (BioMérieux 2007.)

Jos nayte kasitelldan laitteen ulkopuolella, nayte hajotuspuskureineen siirretdan késittelyn
jalkeen laitteen ndyteastiaan ja lisdtéan silikapadllystetyt magneettipartikkelit. Nukleiiniha-
pot sitoutuvat partikkelien pintaan suolan lasna ollessa. NucliSens easyMAGIin magneetti
vetda magneettiset silikapartikkelit nukleiinihappoineen kiinni nayteastian seindmaan ja
nukleiinihapot puhdistetaan proteiineista laitteen eristyspuskureilla (extraction buffer 1-3).
Proteiinit pystytéan poistamaan pesemallg, silléa ne eivét sitoudu silikamagneettipartikkelei-
hin. Nukleiinihapot irroitetaan silikan pinnalta kuumentamalla. Viimeisessa vaiheessa mag-
neettiset silikapartikkelit erotetaan eluaatista magneetin avulla. (BioMérieux 2007.)



10
3.4  Polymeraasiketjureaktio

PCR on menetelmg, jolla voidaan monistaa nukleiinihappoja, joko DNA:ta ta RNA:sta
kaénnettyd cDNA:ta. PCR-reaktiot tapahtuvat putkissa, kuoppalevyn kuopissa tai kapillaa
reissa. PCR-reaktiot asetetaan PCR-laitteeseen ja l&mpdtilaa muuntelemalla saadaan DNA
monistetuksi. (Glick — Pasternak 2003: 110; Piiparinen — Lappalainen 1999: 1031 - 1036.)

PCR-reaktioon tarvitaan templaatti, joka on eristettya ja puhdistettua nukleiinihappojuostet-
ta, ja Sitd kaytetddn vastinnauhan synteesin vasteena. Lisdksi tarvitaan alukkeet, joita on
vahintdan kaksi kappaletta ja ne on oltava komplementaarisia toinen toiselle ja toinen toi-
selle juosteelle. Aluke on DNA-jakso ja se toimii aloitusjaksona nukleiinihapposynteesiss,
silla polymeraasientsyymi el osaa aloittaa toimintaansa €ellel silla ole alukkeita. (Glick —
Pasternak 2003: 110 - 117; Piiparinen — Lappalainen 1999: 1031 - 1036.)

PCR-reaktion monistusvaiheet ovat denaturaatio (94 °C -100 °C), jonka aikana kaksoisjuos-
teet avautuvat. Sen jalkeen lampotilaa lasketaan, jotta alukkeet pystyvat kiinnittymaan
templaattiin. Tat& vaihetta kutsutaan annealing-reaktioksi. Kolmas vaihe on pidennysreak-
tio, joka tapahtuu lampétilaa nostamalla (n. 72 °C:een), jolloin DNA-polymeraasi alkaa
liittéd& nukleotideja templaatin mukaan alukkeen 3" paasté alkaen. Templaatin kummallekin
nauhalle syntyy vastinnauha, ja kun synteesi on valmis, nostetaan taas lampétilaa (n. 95
°C:een), jolloin kaikki nauhat irtoavat toisistaan. Denaturointi-annealing-pidennys-sarjaa
kutsutaan sykliksi. Y hdessé syklissa syntyy kahdesta DNA-nauhasta nelja nauhaa ja seu-
raavassa syklissid neljasta nauhasta kahdeksan nauhaa jne. Kun sykleja toistetaan useita
perakkéin (n. 40 syklid), saadaan pienesta maarasta templaatti-DNA:ta monistettua suuri
maéara tiettyja DNA-jaksoja. Kéytannbssa vaiheet, denaturointi-annealing-pidennys, tapah-
tuvat osittain myo6s yhté aikaa. Alukkeiden 5 pédt médrittavat monistettavan DNA-jakson.
Monistuminen tapahtuu kdytanndssa niin kauan, kunnes joku reaktion komponenteista al-
kaa rgjoittaa monistumista. (Piiparinen — Lappalainen 1999: 1031 - 1036; Suominen — Ol-
likka 1999: 107 - 109.)

HUSLABIN virologian osastolla PCR-monistuksessa kaytetdan kahta synteettista aluketta
Alukkeet ovat spesifeja tunnistamaan sekd HSV-1:n ettd HSV-2:n. HSV-1 ja HSV-2 eroa
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vat alukkeiden véliselld sekvenssialueellaan niin, ettd ne voidaan erottaa hybridisaatiossa
spesifisilla koettimilla. Alukkeet on biotinyloituja 5’- péastd. (HUSLAB 2004.)

3.5 PCR-tuotteen méritys nukleiinihappohybridisaatiolla mikrotitterilevylla

téén "in house”-PCR-tuotteen maéritykseen nukleiinihappohybridisaatiota mikrotitterile-
wyllg, jossa PCR-tuote sidotaan streptavidiinilla paallystetyn kuopan pohjalle. (HUSLAB
2004.)

Streptavidiinilla pdallystettyihin mikrolevyn kuoppiin pipetoidaan kiinnittymista auttavaa
puskuria (binding buffer) ja PCR-tuotetta. PCR-tuote kiinnittyy alukkeen 5'- pééssa olevan
biotiinin avulla mikrolevyn kuoppien streptavidiiniin inkuboinnin aikana. Taman jakeen
PCR-tuote denaturoidaan alkaalisella eluointipuskurilla. Denaturoinnin aikana nukleiini-
juosteet pestaan pois pesuria k&yttéen. Pesun jalkeen levyt kopistellaan kuiviksi. Kuoppiin
lisdtaan digoksigeniinilla (DIG) leimattua koetinta sisdltéava seos ja levy laitetaan inkuboi-
tumaan. Inkuboinnin aikana koetin sitoutuu PCR-tuotteeseen. (Vesanen — Piiparinen yms.
1996: 1 - 11; HUSLAB 2004.)

Sitoutumaton koetin pestdan pois. Levy koputellaan kuivaks ja kuoppiin lisdtdan valmis
anti-digoksigeniinikonjugaatti, joka sitoutuu inkubaation aikana digoksigeniinilla leimat-
tuun koettimeen. Sitoutumaton konjugaatti pestéan pois jalevyt kopistellaan kuiviksi. Anti-
digoksigeniinikonjugaatti on vasta-aine, joka on leimattu akaalisella fosfataasilla, joka
reagoi kuoppiin liséttavéan LumiPhos Plus- substraatin kanssa inkuboinnin aikana. Loppu-
tuotteen muodostamaa valosignaalia mitataan luminometrilla. (Vesanen — Piiparinen yms.
1996: 1 - 11; HUSLAB 2004.)

3.6  Reaaliaikainen PCR
Reaaliaikainen PCR tapahtuu automatisoidulla laitteella, jossa on PCR-laitteen lisdksi fluo-

rometri. Kohdesekvenssin monistuminen ja méaéritys tapahtuvat samanaikaisesti, mika te-
kee menetelmésta nopean. Suljettu menetelmé pienentda myos kontaminaatioriskia Mité
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enemman monistuvaa tuotetta reaktiossa on, sitd ailkaisemmin muodostunut spesifi fluore-
senssi havaitaan. Reaaliaikaiset PCR-laitteet mittaavat fluoresenssia useammalla eri aallon-
pituudella. Téaméa mahdollistaa muun muassa sisdisen kontrollin kayton, kun koettimet lei-
mataan erilaisilla fluoresoivilla leimoilla. Mitattavan fluoresenssisignaalin aikaansaamisek-
s on erilaisia tapoja, esimerkiksi epaspesifisti kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuva SYBR
green-koetin tai spesifisesti kohdesekvenssiin sitoutuva hybridisaatiokoetin. (Sambrook —
Russell 2001: 8.94 - 8.95; RFiiparinen — Lappalainen 1999: 1031 - 1036.)

3.6.1 LightCycler 2.0

LightCycler 2.0 on Roche Diagnosticsin kehittdma reaaliaikainen PCR-laite, jossa PCR-
reaktio tapahtuu lasikapillaareissa. PCR-reaktioseokset [ammitetdan ja j&8hdytetdan ilman-
kierron avulla, joka mahdollistaa nopean lammadnsiirtonopeuden. Lammonsiirtonopeus 20
°C sekunnissa mahdollistaa PCR-monistuksen 40 syklid 20 - 40 minuutissa. (Roche Diag-
nostics 2005.)

Laitteen kapillaareja on kahta tilavuutta, 100pl ja 20ul. Kapillaarit asetetaan laitteen ka-
ruselliin ja sentrifugoidaan LightCyclerin kanssa yhteensopivalla sentrifugilla, LC Carousel
Centrifuge 2.0:lla. Sentrifugoinnin jadlkeen ndytekaruselli siirretdan LightCycler 2.0:een
monistettavaks ja médritettavaks. (Roche Diagnostics 2005.)

LightCycler kayttaa fluoresenssin havaitsemiseen sinistd LED-lamppua, joka emittoi valoa
aallonpituudella 470 nm. Laite mittaa fluoresenssin pddasiassa lasikapillaarin paasta
LightCycler 2.0:n kuusikanavainen fluorometri havaitsee fluoresenssin aallonpituuksilta
530nm, 560nm, 610nm, 640nm, 670nm ja 705 nm. (Roche Diagnostics 2005.)

3.6.2 Artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenssipakkaus ja hybridisaatiokoetin

Reaaliaikaiselle PCR-laitteelle, LightCyclerille, on kehitetty QIAGENIn artus® HSV-1/2
LC PCR-reagenssipakkaus. Reagenssipakkaus sisdltda valmiin PCR-seoksen, HSV LC
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Masterin, joka sisdltéé tarvittavat reagenssit, mukaan lukien entsyymit, alukkeet seké koet-
timet. Monistuva tuote on 148 bp:n kokoinen osa HSV :n genomia. (Qiagen 2006: 7 - 8.)

PCR-tuotteen maaritys tapahtuu koettimien avulla. HSV LC Master siséltéa hybridisaatio-
koettimet, joiden toiminta perustuu fluoresenssiresonanssienergian siirtoon (FRET). FRET-
koettimia on kaks spesifista fluoresoivalla aineella leimattua hybridisaatiokoetinta, luovut-
taja- (donor) ja vastaanottajakoetin (acceptor). Luovuttgjakoetin on leimattu 3'-péasta fluo-
resenssivarilla ja se sateilee vihredd valoa, kun se on kiinni templaatissa. Vastaanottaja-
koetin on leimattu 5 -péasta LightCycler® punaisella. Mitattava fluoresenssi tulee esiin
annealing-reaktion aikana, kun koettimet kiinnittyvét templaattiin. Kun koettimet tulevat
lahell& toisiaan, luovuttgjakoetin siirtéa energian vastaanottajakoettimelle, joka signaalin
saadessaan alkaa séteilla mitattavaa punaista fluoresoivaa valoa aallonpituudella 640 nm tai
705 nm. Punainen fluoresenssi mitataan jokaisen annealing-vaiheen lopussa. Annealing-
vaiheen jalkeen [ampdtilaa nostetaan, jolloin hybridisaatiokoettimet irtoavat. Taustasételly
néilla aallonpituuksilla on ahaista, koska lahtevéa siteilya esiintyy ainoastaan, kun mo-
lemmat koettimet ovat kiinnittyneet templaattiin. (Roche Diagnostics 2005; Qiagen 2006: 7
- 8; Walker — Rapley 2005: 334.)

Fluoresenssia mitataan aallonpituudelta 640 nm ja se ilmoittaa onko spesifistd monistumis-
ta tapahtunut, eli onko naytteessa HSV-1:stata HSV-2:sta. Aalonpituudella 530 nm mita-
taan taugtasateilya. (Qiagen 2006: 7 - 8.)

PCR-reaktion jalkeen LightCycler-laite tekee sulamisldmpdtila-analyysin (melting curve-
analyysi), jonka avulla voidaan erottaa HSV-1 ja HSV-2 toisistaan. Melting curve-analyysi
perustuu kaksijuosteisen DNA:n sulamislampétilaan (melting temperature, Tm). Tm on
[ampétila, jolloin 50 % DNA:sta on avautunut yksijuosteiseksi. DNA:n yksilolliseen sula-
misl@ampdtilaan vaikuttavat muun muassa DNA:n pituus. Analyysissa kéytetdan hyvaksi
koettimien spesifisia sulamislampétiloja, joissa koettimet kiinnittyvét templaattiin. Sula-
mislampotilaHSV-1:lleon 71 °C jaHSV-2:1le 67 °C. (Qiagen 2006: 7 - 8; Roche Diagnos-
tics 2005.)

HSV-1/2 LC PCR-reagenssipakkaus sisaltéd myos sisdisen kontrollin (internal control, IC),
jonka avulla néhdéén onko PCR-reaktion inhibitiota tapahtunut. Siséinen kontrolli mitataan
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aallonpituudella 705nm. Sisainen kontrolli lisétéén PCR-seokseen ennen kuin seos pipetoi-
daan kapillaareihin, jolloin jokaiseen reaktioon tulee mukaan sisdista kontrollia. Mikali
sisdinen kontrolli el toimi jossain reaktiossa, on naytteeseen todenndkdisesti jdanyt PCR-
reaktiota inhiboivaa tekijaéd. Reagenssipakkaus siséltda myos positiivisien kontrollien sarjan

ndytteesss, jos haluttaisiin kvantitatiivinen tulos. (Qiagen 2006: 7 - 8.)

Vamistgja on testannut reagenssi pakkauksen herkkyyden standardilaimennoksilla ja saanut
analyyttiseksi maaritysrgjaksi HSV-1:lle ja HSV-2:lle 1 kopion/pl 95 %:n todenndkoisyy-
della Reagenssipakkauksen spesifisyyttd on varmistettu alukkeiden ja koettimien seka re-
aktio-olosuhteiden valinnalla. Vamistaja on myds tutkinut ristiinreaktiivisuutta muiden
herpesvirusten kanssa, eivatkd muut herpesvirukset ole olleet reaktiivisia testissd. Spesifi-
syys on validoitu 30:11& HSV negatiivisella likvorindytteella ja ne eivét reagoineet testissa.
(Qiagen 2006: 27 - 29.)

4 TUTKIMUSASETELMA

Reaaliaikaista LightCycler-PCR-laitetta koskevia tutkimuksia on tehty useita. Myos easy-
MAG-eristysautomaattia koskeva tutkimus on tehty. Aikaisempia tutkimuksia, joissa olisi
verrattu reaaliaikaista artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenssia HUSL ABIn virologian osaston
”in house”-PCR-menetelméan, el ole tehty. Mydskaén easyM AG-eristysautomaattia ja fe-
noli-kloroformiuuttoeristysta vertailevia tutkimuksia ei [6ytynyt.

Tassa opinnaytteessa verrataan reaalialkaista PCR-menetelméa HUSLABIn virologian
osaston "in house”-PCR-menetelméan. Reaaliaikaisessa PCR-menetelméssa kaytetaén ar-
tus® HSV-1/2 LC PCR-reagenssipakkausta ja LightCycler-laitetta. Lisdksi tutkimuksessa
verrataan easyM AG-eristysautomaattia sekéd fenoli-kloroformiuuttoeristystd. Naytemateri-
aalina tutkimuksessa on likvori, josta mééritetéén HSV-1:stajaHSV-2:sta.
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4.1 Aikaisemmat tutkimukset

Reaaliaikaisen PCR-menetelmén etuja verrattuna perinteiseen PCR-menetelmaén on tutkit-
tu muun muassa bioanalyytikko-opiskelijoiden Tuula Nummiahon ja Maaret Sepan vuonna
2006 tekemassa opinndytetyossa. Tutkimuksessa testattiin kahden eri reaaliaikaisen PCR-
menetelman toimivuutta HHV-6:n kvantitointiin 29 kokoveritemplaatista. Testattavat me-
netelmét olivat Amplimedical spa:n Q-HHV6 reagenssipakkaus, jossa monistusreaktio ja
madritys tapahtuivat mikrotitterilevylla ABI Prism 7000-sarjan PCR-laitteessa. Toinen tes-
tattava reaaliaikainen PCR-menetelma oli HUSLABIn virologian osaston mikrobiologi
Laura Mannosen kehittdma ”in house’-PCR-menetelma. Tuloksia verrattiin myos kvalita-
tilvisen PCR-menetelmén tuloksiin, joka on kaytdssa HUSLABIn virologian osastolla rutii-
nidiagnostiikassa. Tutkimuksen kvantitatiivisten menetelmien tuloksissa oli suurta vaihte-
lua. Molemman reaaliaikaisen PCR-menetelman spesifisyys osoittautui tutkimuksessa hy-
vaksi. Sensitiivisyydessa oli eroja. "In house’-PCR-menetelma osoittautui sensitiivisem-
maksi. Molempien menetelmien tuloksissa oli eroja, kun niita verrattiin kvalitatiivisella
PCR-menetelméll& saatuihin tuloksiin. Opinndytetydsta saaduissa tuloksissa on suurta vaih-
telua, joten tulokset eivé ole riittavan luotettavia kummallakaan reaaliaikaisella PCR-
menetelmalla (Nummiaho - Seppa 2006: 1 - 33.)

Roche Applied Science Saksassa ja Mayo Clinic U.S.A.:ssa on tehnyt vuonna 2002 tutki-
muksen, jossa HSV-1:t& ja HSV-2:sta médritettiin reaaliaikaisella PCR-laitteella, Light-
Cyclerillg, kayttden Rochen HSV %2 Detection -reagenssipakkausta. Eristys oli tehty Mag-
naPure LC Instrument -automaatilla kayttden Rochen MagNA Pure LC Total Nucleic Acid
Isolation -reagenssia. Naytteena kaytettiin HSV-negatiivisia ndytteitd, joihin oli lisdtty mé&a
ritettyd, puhdistettua virusmateriaalia, seka genitaali- ja iho-tikkunaytteita, joiden epailtiin
olevan HSV-positiivisia. Menetelmassa kaytettiin lisdksi sisdista kontrollia, jolla voitiin
kontrolloida eristystd sekd monistusta. Tulosten mukaan HSV %2 Detection -
reagenssipakkaus on nopea ja luotettava menetelma HSV-1:n ja -2:n méaritykseen ja erot-
tamiseen toisistaan. Sisaisen kontrollin avulla voidaan heti todeta vaarét negatiiviset tulok-
set. Lisdksi monistuminen ja mééritys tapahtuvat samassa suljetussa putkessa, jolloin PCR-
reaktion jalkeistd analytiikkaa ei tarvita ja voidaan ehkaistd mahdollisia kontaminaatioita
(Roche2002: 5-7.)
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Vuonna 2006 Zurichin yliopiston |&&ketieteellisen virologian instituutissa on tutkittu easy-
MAG eristysautomaattia vertaamalla sitd manuaaliseen Qiagen QlAamp eristysmenetel-
maan. Tutkimuksessa vertailtavat naytteet olivat verta, plasmaa, ulostetta, likvoria ja nielu-
naytteité. Eristetyt tuotteet monistettiin PCR-menetelmélla samassa ajossa. Tulokset osoit-
tivat, etta easyMAG-laite on erinomaisen tehokas DNA:n ja RNA:n eristyksessa kaikilla
testatuilla ndytemateriaaleilla. Mitéén ongelmia eristyksessa ei havaittu eikd naytteesta toi-
seen tapahtuvaa kontaminaatiota havaittu. Tutkimuksen mukaan likvorin kohdalla nayttéisi
silta, etta eluaatiopuskurin volyymi kannattaisi pitéé pienend, jotta nukleiinihapot konsent-
roituisivat tarpeeksi. (Bossart — Burkhardt: 2006: 49.)

Vuonna 2001 ilmestyneessa tutkimuksessa, joka oli tehty Skotlannissa, Edinburghissa, Klii-
nisen virologian laboratoriossa, vertailtiin tavallista ja reaaliaikaista PCR-menetelmaa
HSV-1:lle ja-2:lle, sytomegalovirukselle ja varicella zoster -virukselle. Tutkimus koostui
monesta osasta, mutta yhdessa niista kaytettiin likvorndytteita potilailta, joiden epéiltiin
sairastavan meningoenkefaliittia. Naytteet eristettiin kaupallisella Qiagenin pylvasmene-
telmalla ja monistettiin molemmilla PCR-menetelmilld Reaaliaikaisena PCR-laitteena oli
LightCycler ja reagenssina Rochen reagenssi. Reaaliaikaisen PCR-menetelman herkkyys
HSV-1:lle, HSV-2:lle jaVZV:lle oli samanlainen kuin tavallisen PCR-menetelman, mutta
CMV:lle alhaisempi. HSV-1 ja HSV-2 pystyttiin méarittamaan likvorndytteesta molemmil-
la menetelmill&, kun viruksen alkupitoisuus oli 10 - 100 kopiota/ml. (Nicoll yms: 2001: 25
-31)

4.2 Tutkimusongelmat

Tutkimuksen empiirinen laboratorioty6 siséltéd herpes simplex -virus tyypin 1 ja2 DNA:n
eristys- ja PCR-menetelmien vertailun. Tydssa kaytetdan kontrolli- seka laaduntarkkailu-
naytteita sekéa positiivisia ja negatiivisia likvornaytteita, jotka ovat jo ailkaisemmin analysoi-
tu HUSLABIN virologian osastolla.

HUSLABIN virologian osastolla on nykyisin kaytdssd HSV-1:n ja -2:n nukleiinihappojen
eristamiseen fenoli-kloroformiuuttomenetelmé. Se on aikaa vieva ja koostuu monista kasin

tehtavistd tyovaiheista, jotka lisdavéat virhetekijoiden ma&rda Uuden easyMAG-
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eristysautomaatin osoittautuessa toimivaksi, saastyis paljon tydaikaa ja vastaukset saatai-

siin nopeammin.

HUSLABIN virologian osastolla on kaytdssa paikan paalla kehitetty "in house’-PCR-
menetelmg, jossa etenkin PCR-tuotteen méaritys on aikaa vieva. Jos reaaliaikaiseen PCR-
laitteeseen tarkoitettu artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenss olisi toimiva, nopeuttaisi se myds

diagnoosin tekoa.

Tutkimuskysymyksid PCR-menetelmien vertailussa ovat;

A. Kuinka yhdenmukaisia ”in house” -PCR-menetelmén ja reaaliaikaisen PCR-menetelmén
tulokset ovat keskendan?

B. Millainen on artus® HSV-1/2 L C PCR-reagenssin herkkyys ja spesifisyys verrattuna”in

house” -PCR-menetel méan?

Tutkimuskysymys eristysmenetelmien vertailussa on;

Kuinka yhdenmukaisia automaatilla eristettyjen ndytteiden ja aiemmin kasin eristettyjen ”in
house”-PCR-tulokset ovat keskendan?

5 TUTKIMUKSEN SUORITUS

Tutkimuksen tyOvaiheet on kuvattu liitteessd 1. Tutkimuksessa on kaytetty HUSLABIN
tyoohjeita, easyMAG-eristysautomaatin  ohjeita seka artusHSV-1/2 LC PCR-
reagenssi pakkauksen mukana tulleita ohjeita.

Tutkimuksen empiirinen osuus toteutettiin HUSLABIn kliinisen mikrobiologian vastuualu-
eella virologian osastolla geenimonistustyopisteessa. Tutkimuslupa anottiin HUSLABIIta.
Tutkimukseen el tarvittu eettisen toimikunnan lupaa, koska potilasnaytteet koodattiin ja
kasiteltiin juoksevilla numeroilla ja néytteista oli aikaisemmin méaritetty samaa asiaa kuin
tassa tutkimuksessa eli HSV-1:tajaHSV-2:ta
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Naytteet olivat pakastettuja ja aikaisemmin HUSLABIN virologian osastolla ”in house”-
PCR-menetelmalla analysoituja laaduntarkkailu- ja potilasnaytteitd. Laaduntarkkailundyt-
teitd oli 11 kappaletta ja potilasnaytteitd 38 kappaletta. Pakastuslampétilana oli — 20 °C.
Naytevolyymin tuli olla vahintédan 200 pl. Pakastetuista potilasndytteista valittiin mukaan
ne, joiden arvioitiin silmaméaéraisesti sisdltavan tarvittava ndytemaara. Tutkimuksessa kéy-
tettiin seka negatiivisia etta positiivisia potilasnaytteitd. Likvorndyteputket sisdltavét
useimmiten hyvin vahan naytettd ja positiivisia likvorndyteputkia on hyvin vahan, joten
ndytteet ovat erittdin arvokkaita laboratoriolle. Taman takia tutkimuksen otosmaara taytyi

pité&d melko pienend, koska positiivisia naytteita el saanut kayttéa loppuun.

Postiivisista HSV-1 ja HSV-2 kontrollitemplaateista tehtiin laimennussarja, jossa oli seit-
semén eri vahvuista kontrollia molemmille HSV:lle. Laimennuksen suhde oli 1:10 alkaen

DNA-kopiomaarastd 0,5 ny/ul x 10, (Kontrollilaimennosten teko-ohje liite 2.)

Readliaikainen PCR-laite LightCycler ohjelmoitiin QIAGENIN artus®eHSV-1/2 LC PCR-
reagenssipakkauksen mukana tulleen ohjekirjan mukaan. (LightCycler-laitteen ohjelmointi
liite 3.)

Kaupallisen QIAGENIN artusRHSV-1/2 LC PCR-reagenssipakkauksen toimivuutta ja
herkkyytta testattiin maarittdmalla kontrollilaimennussarjat Roche Diagnosticsin reaaliai-
kaisella PCR-laitteella LightCyclerilla Maéritykseen otettiin seuraavat laimennokset HSV-
1:stéja— 2:sta: 0,5 pg/ul x 107, 0,5 pg/ul x 10°, 0,5 pg/ul x 10°, 0,5 pg/ul x 107, 0,5 pg/pl

house”-PCR-menetelmalla (Nayteluettelo jatydohjeet liite 4-7.)

Reagenssipakkauksen oikeellisuutta ja spesifisyytta testattiin laaduntarkkailupaneelinayt-
teillg, jotka eristettiin fenoli-kloroformiuutolla. (Eristysohje liite 8.) Naytteet olivat vuodel-
ta 2004 ja niiden valmistgja oli The Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD).
Laaduntarkkailupaneelindytteista 3 oli negatiivisia ja 8 poditiivisia, joista 6 oli HSV-1 ja 2
HSV-2 postiivisia Naytteet maaritettiin reaaliaikaisella ja ”in house”-PCR-menetelmalla
(Nayteluettelo ja tydohjeet liite 5-7, 9.)
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BioMérieuxin NucliSens easyM AG-nukleiinihappoeristyslaitetta testattiin erissamalla 38
potilasnéytetta Potilasnaytteista 23 oli negatiivisia ja 15 positiivisia, joista 4 oli HSV-1 ja
11 HSV-2 positiivisia. Naytteet eristettiin kahdella eristyskerralla, kummallakin kerralla 19
potilasndytetta. Automaattieristyksen tulokset madritettiin ”in house”-PCR-menetelmélla ja
verrattiin - aikaisempiin  fenoli-kloroformiuutolla eristettyinin - ja ”in house”-PCR-
menetelmalla saatuihin tuloksiin. Automaatilla eristetyt ndytteet méaritettiin myos reaaliai-
kaisella PCR-menetelmélla ja kahden eri PCR-menetelman tuloksia verrattiin keskendan.
Ensimmaéisesté eristysajosta jéi yksi nayte analysoimatta LightCyclerilld, koska naytekapil-
laari rikkoutui. (Nayteluettelot ja tyoohjeet liite 5-7 ja 10-12.)

Fenoli-kloroformiuutolla eristettiin 3 potilasnaytettd, joista oli alkaisemmin saatu poik-
keavia tuloksia. Naytetta nro. 25 ja 26 eristettiin 200 pl. N&yte nro. 25 fenoloitiin kaksi
kertaa ja sen templaatista tehtiin myds laimennos 1:10. Naytetté nro. 39 eristettiin 100 pl.
Erisetyt ja laimennetut naytteet mééritettiin reaalialkaisella ja ”in house”-PCR-

ndytemaaran takia. (Nayteluettelo ja tyoohjeet liite 4-8.)

Ristiinreagoinnin poissulkemiseksi muut human herpesvirukset méaritettiin viruskontrol-
leilla varicella-zostervirus (VZV), sytomegalovirus (CMV), human herpesvirus6 A ja6 B
(HHV-6) ja human herpesvirus 7 (HHV-7). Human herpesvirus 8:aa (HHV-8) el méaritetty,
koska positiivista kontrollia el ollut saatavana. Epstein-Barrin virusta (EBV) el myoskaén
saatu médritettyd, koska naytemateriaali osoittautui vaaréksi. DNA-mé&drat muiden herpes-
virusten kontrolleissa olivat: VZV 1500 DNA-kopiota/pl, CMV 1,1 x 10* DNA-kopiota/pl,
HHV-6 A 1,5 x 10* DNA-kopiota/ul, HHV-6 B 50 ng/ul jaHHV-7 50 ng/ pl. (Nayteluette-
lo jatydohjeet liite 4-7.)

Kaikissa nukleiinihappoeristyssarjoissa oli mukana vahintéan yksi vesikontrolli lopussa.
Isommissa eristyssarjoissa vesikontrollgja oli my6s eristettavien naytteiden valilla Vesi-
kontrollissa néytteen sijasta eristettiin apteekkipuhdasta vetta ja silla kontrolloitiin eristys-
sarjan puhtautta, ja ettel eristysvaiheessa ollut tapahtunut kontaminaatiota. PCR-
maarityksissa oli mukana aina reagenssikontrolli ja positiiviset kontrollilaimennokset 0,5
ng/pl x 10* ja 0,5 ug/pl x 10°. Reagenssikontrolliméérityksessd oli templaatin sijasta ap-
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teekkipuhdasta vetta ja silla kontrolloitiin PCR-seoksen puhtautta. Positiivisilla kontrolleil-

la varmistettiin méérityksen toimivuus.

6 TULOKSET

Koska eri menetelmien tulokset ovat eri yksikdissd ja siten eivét vertailukelpoisia, tyossa
verrataan vain kvalitatiivisia tuloksia, jotka ovat joko negatiivisia tai positiivisia Myos itse
diagnostiikassa herpes simplex -virusten PCR-tulokset vastataan kvalitatiivisessa muodos-
sa. PCR-tuloksia”in house” - jareaaliaikaisella PCR-menetelmalla verrattiin toisiinsa méaa
rittamalla kontrolli-, laaduntarkkailu- ja potilasnaytteitd. Eristysmenetelmien vertailussa
kaytettiin potilasndytteita. Liitteessa 13 on lueteltu erikseen kunkin ndytteen tulokset

6.1 Artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenssin herkkyys kontrollilaimennossarjalla méaritet-

tyna

HSV-1:lle ja HSV-2:lle molemmille kaytettiin seitseméa eri vahvuista positiivista kontrol-
lia Ensimmaéisessa kontrollilaimennossarjan maérityksessa oli tapahtunut joitakin virheita
pipetointivaiheessa, joten kontrollilaimennokset tehtiin ja méaritettiin uudelleen. Téssa esi-

tetédan tulokset toisen kontrollilaimennussarjan méaérityksista.

Seitsemasta postiivisesta kontrollilaimennoksesta molemmille herpes simplex-viruksille
tuli positiiviseksi ”in house”-PCR-menetelmalla 5 jareaaliaikaisella LightCyclerilla 6 kont-
rollilaimennosta. Seuraavissa taulukoissa 1 ja 2 on vertailtu kontrollilaimennoksista saatuja

tuloksia eri PCR-menetelmill&



TAULUKKO 1. HSV-1 positiiviset kontrollit ”in house”-PCR-
menetelmall& verrattuna reaaliaikai seen PCR-menetel maan.
+ = Positiivinen - = Negatiivinen

Kontrollin vahvuus | ”In house”-PCR- | Reaaliaikaiset PCR-
tulokset tulokset
0,5 ug/pl x 10 + +
0,5 ug/pl x 10° + +
0,5 ug/pl x 10° + +
0,5 ug/pl x 107 + +
0,5 ug/pl x 10° + +
0,5 ug/pl x 10° - +

0,5 pg/pl x 10™°

TAULUKKO 2. HSV-2 positiiviset kontrollit ”in house”-
PCR-menetelméll& verrattuna reaaliaikai seen PCR-
menetelmaan. + = Podgitiivinen - = Negatiivinen

Kontrollin vahvuus | ”In house”-PCR- | Reaaliaikaiset PCR-
tulokset tulokset
0,5 ug/pl x 10 + +
0,5 ug/pl x 10° + +
0,5 ug/pl x 10° + +
0,5 ug/pl x 107 + +
0,5 ug/pl x 10° + +
0,5 ug/pl x 10° - +

0,5 pg/pl x 10™°

21

Tuloksista ndhdéan, ettd artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenssi toimii, koska suurin osa kont-

rolleistatulee positiiviseks.
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Taulukoista 1 ja 2 ndhdadan, ettd molemmilla herpes simplex -viruskontrolleilla tuli reaaliai-
kaisella PCR-menetelmélla 6 naytettd positiiviseksi, kun taas "in house”-PCR-
menetelmélla positiiviseksi  tuli 5 naytettd Kontrollit, jotka readiaikaisella PCR-
menetelmalla tulivat positiiviseksi, mutta ”in house”-PCR-menetelmélla eivét, olivat mo-
lemmat kontrollilaimennosta 0,5 pg/pl x 10°. Laimennos 0,5 pg/pl x 10™° ei tullut end
kummallakaan menetelméalla positiiviseksi. Nain voidaan alustavasti péétellg, etta reaalial-

kainen menetelméa saattaisi olla herkempi.

6.2 PCR-menetelmien yhdenmukaisuus laaduntarkkailu- ja potilasnéytteilla mé&aritettyna

Laaduntarkkailunaytteita oli 11 kappaletta, joista 8 oli positiivisia ja 3 negatiivisia. Tulos-
ten vertailussa kéaytettiin alkuperdisia QCMD:n ilmoittamia tuloksia. 8 positiivisesta néyt-
teesta 6 naytettd oli HSV-1 ja 2 HSV-2 positiivisia. Molemmilla PCR-menetelmilla saatiin
samanlaiset, alkuperéisia tuloksia vastaavat tulokset. Néiden laaduntarkkailundytteiden
tulosten perusteella eri PCR-menetelmien tulokset ovat yhdenmukaisia ja artus® HSV-1/2
L C PCR-reagenssin oikeellisuus vastaa " in house” -PCR-menetelmén oikeellisuutta. Kooste
nakyy taulukossa 3.

TAULUKKO 3. Laaduntarkkailundytteiden alkuperaiset, ”in house”-
PCR- jareaaliaikaiset PCR-tulokset .

Laaduntarkkailu- | Alkuperaiset "In house”- | Reaaliaikai set
naytteet tulokset PCR-tulokset PCR-tulokset
HSV positiiviset | 8 8 8

HSV negatiiviset | 3 3 3

Y hteensd 11 11 11

EasyM AG-eristysautomaatilla eristettiin yhteensa 38 likvorndytetta Naista 15 oli alun pe-
rin todettu positiiviseksi; 4 oli HSV-1 ja 11 HSV-2 positiivisia. Loput 23 naytetté oli todet-
tu negatiiviseksi HSV-1:lle ja HSV-2:lle. Eristys tapahtui kahdessa osassa. Kerralla auto-
maatilla eristettiin 19 potilasnaytettad Tulokset ovat taulukossa 4.
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Ensimméisestéd eristysajosta jéi yksi nayte analysoimatta LightCyclerilld, koska naytekapil-
laari rikkoutui. Siin& oleva ndyte nro. 22 oli entuudestaan todettu negatiiviseksi. Tama ndy-
te analysoitiin vain "in house’-PCR-menetelmélld, jonka vuoks reaaliaikaisella PCR-
menetelmalla analysoitiin 37 naytettd ja ”in house’-menetelmélla 38 néytetta. ”In house’-
PCR-menetelmélla naytteen tulokseksi saatiin HSV negatiivinen.

Ensimméisesta eristysajosta kummallakin PCR-menetelmélla analysoitujen naytteiden tu-
lokset vastasivat toisiaan, lukuun ottamatta yhta naytettd, naytenumero 26, josta” in house”-
PCR-menetelmélla saatiin negatiivinen, mutta reaaliaikaisella PCR-menetelmalla HSV-2
positiivinen. Alun perin saatu tulos oli HSV-2 positiivinen. Tama nayte uusittiin myohem-
min. (Katso kappale 6.5 Poikkeavat tulokset). Toisesta eristysgosta kahden PCR-
menetelman tulokset vastasivat toisiaan.

TAULUKKO 4. Likvornaytteet eristettyna easyM AG-eristysautomaatilla ja
madritettynd ”in house’ - ja reaaliaikai sella PCR-menetel méll& verrattuna alkupe-
réisiin fenoli-kloroformiuutolla eristettyjen ndytteiden ” in house”-PCR-tuloksiin.

Potilasnayte- easyMAG- easyMAG- Fenoli-

tulokset eristys + ”in| eristys + reaali- | kloroformiuuttoeristys
house”-PCR aikainen PCR + ”in house”-PCR

HSV-1 positii- | 3 3 4

viset tulokset

HSV-2 positii- | 11 12 11

viset tulokset

Negatiiviset 24 22 23

tulokset

Y hteensa 38 37 38

Naiden tulosten perusteella reaaliaikaisen ja ”in house”-PCR-menetelman tulokset olivat
lahes yhdenmukaisia. Vain yhden nadytteen tuloksissa (ndaytenumero 26) oli eroja eri PCR-

menetelmilla
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6.3 Artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenssin spesifisyys

Artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenssin spesifisyytta testattiin muihin herpesviruksiin kuulu-
vista viruksista tehtyjen kontrollien avulla. Ristiinreagoivuutta ei saisi tapahtua, jotta mene-
telma olisi spesifi vain herpes simplex -virus tyypille 1 ja 2. Kontrolleina kéytettiin varicel-
la zostervirus-, sytomegalovirus-, HHV-6 A- ja HHV-6 B-kontrollia sek& HHV-7-
kontrollia Mik&an kontrolleista el tullut positiiviseksi kummallakaan PCR-menetelmalla
EBV:ntulosta e saatu vaéran ndytemateriaalin vuoksi.

Artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenssin spesifisyytta testattiin myos negatiivisilla naytteilla.
Reagenssi osoittautui spesifiseksi, koska véaria postiivisia tuloksia ei tullut. Aikaisemmin
negatiiviseks tunnetuista naytteista vain yksi tuli molemmilla PCR-menetelmill& positiivi-
seksi, mutta tdma johtui ilmeisesti siita, ettd ndytteelle oli aikaisemmin saatu vééra tulos
ndytteessd olevien inhiboivien tekijéiden vuoksi. (Katso kappale 6.5 Poikkeavat tulokset.)

6.4 Eristysmenetelmien vertailu

Eristysmenetelmien vertailussa kaytettiin likvornaytteitg, jotka oli HUSLABIN virologian
osastolla aiemmin eristetty késin fenoli-kloroformiuutolla ja analysoitu ”in house”-PCR-
menetelmalla Tutkimuksessa namd samat naytteet eristettiin uudelleen easyMAG-
eristysautomaatilla ja analysoitiin ”in house” -PCR-menetelméalla. Kahdella eri menetelmal-
|4 eristettyjen néytteiden ”in house’-PCR-tuloksia verrattiin keskenaén. Tulokset ovat tau-
lukossa 4.

Ensmmaisesta eristysgosta analysoitujen ndytteiden ”in house’- PCR-tulokset vastasivat
alkuperéisia kasin eristettyjen ndytteiden tuloksia, lukuun ottamatta kahta ndytettd, nayte-
numerot 26 ja 25. Naytteen 26 alkuperéinen tulos oli HSV-2 positiivinen, mutta automaatil-
la eristetyn naytteen "in house”-PCR-tulos oli negatiivinen. Naytteen 25 akuperéinen tulos
oli negatiivinen, mutta tutkimuksessa ”in house” -PCR-menetelméalla saatiin HSV-2 positii-
vinen tulos. Molemmat ndytteet uusittiin mydhemmin. (Katso kappale 6.5 Poikkeavat tu-
lokset.)
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Toisesta eristysgosta analysoitujen ndytteiden ”in house’-PCR-tulokset vastasivat alkupe-
raisia kasin eristettyjen naytteiden tuloksia, lukuun ottamatta yhta ndytetta, ndytenumero
39. Alkuperainen kasin eristetty ”in house”-PCR-tulos oli HSV-1 positiivinen, mutta auto-
maatilla eristetty ”in house’-PCR-tulos negatiivinen. Tama nayte uusittiin myos. (Katso
kappale 6.5 Poikkeavat tulokset.)

Eri eristysmenetelmilla eristettyjen "in house”-PCR tulokset olivat |&hes yhdenmukaisia
Tuloksissa oli eroja kolmen néytteen osalta. Nahin eroihin e todenngkdisesti ole syy eri

eristysmenetelmissd, vaan eroja aiheuttavat muun muassa pakastuksen vaikutus viruksen

6.5 Poikkeavat tulokset

EasyMAG-eristysautomaatilla eristettyjen ja ”in house’-PCR-menetelmalla seka reaaliai-
kaisella PCR-menetelmalla saatuja tuloksia verrattiin alkuperéisiin késin eristettyihin ja”in
house”-PCR-menetelmalla saatuihin tuloksiin. Kolmen naytteen kohdalla tuloksissa oli

poikkeavuuksia. Katso taulukko 5.

TAULUKKO 5. Poikkeavat tulokset. Automagtilla eristettyjen naytteiden
"in house’- jareaaliaikaiset PCR-tulokset verrattuna aiempiin kasin eris-
tettyjen ndytteiden " in house”-PCR-tuloksiin.

Nayte Aiemmat tulok- | "In house”- | Reaaliaikaiset
set (késin eristys | PCR- PCR-tulokset
+ "in house’- | tulokset (auto- | (automaatilla
PCR) maatilla eristet- | eristetty)
ty)
26 HSV-2 positii- | Negatiivinen HSV-2 positii-
vinen vinen
25 Negatiivinen HSV-2 postii- | HSV-2  positii-
vinen vinen
39 HSV-1 positii- | Negatiivinen Negatiivinen
vinen

Naytteen 26 ja 39 kohdalla saattaa olla kyse siitg, ettd pakastus olisi tuhonnut viruksen
DNA:ta. Kumpikin nayte oli ollut aiemmin positiivinen, mutta uudelleen tutkittaessa vain
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naytteen 26 reaaliaikainen PCR-tulos tuli positiiviseksi. Naytteen 25 kohdalla taas molem-
mat uudet PCR-tulokset olivat HSV-2 positiivisia, mutta alkuperéinen tulos negatiivinen.
Reaaliaikaisessa PCR:ssi LightCyclerin sisainen kontrolli el toiminut taméan naytteen koh-
dalla, eli nayte sisdlsi jotain PCR-reaktiota inhiboivaa tekijda. Tastdkin huolimatta se tuli
molemmilla PCR-menetelmill& positiiviseksi. Naméa kolme naytettd uusittiin. Katso tauluk-
ko 6.

TAULUKKO 6. Poikkeavien tulosten uusitut tulokset. Naytteet eris-
tettiin kasin jaanalysoitiin ”in house” - jareaalialkaisella PCR:11&

Néayte "In  house’-PCR- | Readliaikaiset PCR-
tulokset tulokset

26 Negatiivinen Negatiivinen

25 Negatiivinen HSV-2 positiivinen

25, 1:10 laimennos | Negatiivinen Negatiivinen

39 Negatiivinen -

Uusinnoissa ndytteestéa nro 26 saatiin molemmilla PCR-menetelmill& negatiivinen tulos.
Ensimmaisessa ajossa tasta ndytteesta saatiin ”in house” -PCR-menetelmalla negatiivinen ja
reaaliaikaisella PCR-menetelmalla HSV-2 positiivinen tulos. Téamé voi johtua siitg, etta
ndyte on alun perin ollut niin heikosti positiivinen, etté tulokset olivat negatiivisen ja posi-
tilvisen rgjalla. Lisaksi pakastus on saattanut tuhota viruksen DNA:ta, jolloin menetelmien
herkkyydet elvat endariita.

Nayte nro. 25 on todennakdisesti ollut alun perin HSV-2 positiivinen. Uusinnoissa kahden
fenolointikerran jalkeen siité saatiin vain reaaliaikaisella menetelmalla HSV-2 positiivinen.
Fenolointi havittdad DNA:ta ja nayte tuli positiiviseksi reaaliaikaisella menetelmallg, joten
se on mahdollisesti herkempi menetelma Kun ndytteesta tehtiin 1:10 laimennos, se ei tullut
endd kummallakaan menetelmalla positiiviseksi. Nayte oli samea ja se sisélsi todennakai-
sesti jotain PCR-reaktiota inhiboivaa tekijéa. Kahden fenolointikerran jalkeen reaaliaikai-
sen PCR-menetelman sisainen kontrolli toimi, joten inhiboivat tekijét oli saatu pois.
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Naytteestd 39, joka oli alun perin ollut HSV-1 postiivinen, saatiin uusintakerrallakin nega-
tilvinen tulos. My0s tassa tapauksessa on pakastus saattanut tuhota viruksen DNA:ta, jol-

house”-PCR-menetelmall&, koska naytetta oli niin vahan.

6.6 Tulosten yhteenveto

Tuloksista kévi ilmi, ettd artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenss toimii hyvin. Tulokset olivat
yhtenevia ”in house’-PCR:n tulosten kanssa, vain yhden naytteen kohdalla eri PCR-
menetelmilla saatiin erilaisia tuloksia. Artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenssin herkkyys oli
kontrollilaimennossarjan mukaan hieman parempi kuin ”in house’-PCR-menetelmén. Rea-
genss oli spesifi vain herpes simplex tyypin 1 ja 2 viruksille eika vaaria positiivisia tulok-
Sia saatu.

EasyMAG-eristysautomaatilla eristettyjen ndytteiden "in house’-PCR-tulokset vastasivat
hyvin k&sin eristettyjen naytteiden ”in house”-PCR-tuloksia. Kolmen néytteen kohdalla oli
poikkeuksia, jotka evéa johtuneet erisysmenetelmistd N&n ollen easyMAG-
eristysautomaattia voidaan pitéé luotettavana menetel mana

7 LUOTETTAVUUDEN ARVIOINTI

Tyossa kaytetty bioMérieuxin NucliSens easyM AG-nukleiinihappoeristyslaite oli jo
bioMérieuxin toimesta validoitu ja QIAGENIN artusRHSV-1/2 L C PCR-reagenssipakkaus
Qiagenin toimesta validoitu. Myds Roche diagnosticsin reaaliaikainen PCR-laite LightCy-
cler oli validoitu Rochen toimesta. Referenssimenetelmana kaytettiin HUSLABIn virologi-

an osastolla validoitua ja rutiinidiagnostiikassa kaytettavaa ” in house” -PCR-menetel maa.

Tutkimuksen luotettavuuden ensimméinen edellytys on, etté tutkimus on tehty tieteelliselle
tutkimukselle asetettujen kriteerien mukaan. Tutkimuksen kokonaisluotettavuutta kuvataan
kahdella késitteella validiteetti ja reliabiliteetti. Validiteetilla eli péatevyydella tarkoitetaan,
ettd tutkimuksessa mitataan sitd, mitéa oli alun perinkin tarkoitus selvittda. Validius tarkoit-
taa myOs systemaattisen virheen puuttumista. Reliabiliteetilla eli luotettavuudella tarkoite-
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taan tulosten tarkkuutta. Sill& voidaan myos tarkoittaa kykya tuottaa ei-sattumanvaraisia
tuloksia Sisdinen reliabiliteetti voidaan todeta mittaamalla sama asia useamman kerran.
Ulkoisessa reliabiliteetissa mittaukset ovat toistettavissa myods muissa tilanteissa ja tutki-
muksissa. (Heikkila 2004; 29 - 30, 185 - 187.)

Tassa opinndytteessa patevyyden ja ulkoisen reliabiliteetin méaritykset tayttyvét, silla me-
netelmé ovat jo aikaisemmin eri tilanteissa ja tutkimuksissa validoituja. Sisdista reliabili-

validointia. Tutkimuksen luotettavuuden arvioinnissa kaytetéan kuitenkin mikrobiologisten
menetelmien validoinnissa kaytettavia suureita, kuten herkkyys, spesifisyys ja oikeellisuus.
Herkkyydella tarkoitetaan, ettéd menetelma havaitsee mahdollisimman pienet mikrobipitoi-
tuloksia. Oikeellisuuden kasite kuvaa virhepositiivisuutta ja -negatiivisuutta ja niilla tarkoi-
tetaan uuden menetelméan antamien tulosten vastaavuutta verrattuna referenssimenetel maan.
(Elintarvikevirasto 1997: 6 - 9.)

Artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenssin herkkyytta mitattiin kontrollilaimennussarjoilla. Pi-
petointivirheen vuoksi se méaritettiin kahteen kertaan. Spesifisyys todettiin maarittamalla
muita ihmisten herpesvirus kontrolleja seké negatiivisia ndytteita. Menetelman oikeellisuus
testattiin vertaamalla laaduntarkkailundytteiden tuloksia QCMD:n antamiin tuloksiin ja
potilasnaytteiden méaarityksista saatuja tuloksia referenssimenetelmana kaytetyn "in hou-
se”-PCR-menetelman tuloksiin. EasyMAG-nukleiinihappoeristyslaitteen oikeellisuus tes-
tattiin vertaamalla automaatilla ja fenoli-kloroformiuutolla eristettyjen potilasndytteiden ”in
house” -PCR-menetelman tuloksia keskenadan.

PCR-mééritykset sisdltédvat monia mahdollisia epdvarmuustekijoitéa kuten pipetointivirheet,
inhibiittorit ja naytteiden kontaminaatio. Reaktioiden toimivuutta voidaan varmistaa erilai-

silla kontrolleilla. PCR-méarityksessi on hyva olla aina mukana reagenssikontrolli, jossa
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on alukkeet ilman templaattia. Sen avulla selvidé esimerkiksi, jos jokin reagenssi on kon-
taminoitunut. Positiivisen kontrollin avulla varmistetaan reaktion toimivuus. (Suominen —
Ollikka 1999: 109-110.)

Eristysmenetelmien mahdollista kontaminaatiota kontrolloitiin eristamalla nukleiinihap-
poeristyssarjoissa vahintéan yksi vesikontrolli sarjan lopussa. |sommissa eristyssarjoissa
vesikontrolleja eristettiin myds néytteiden valilla. Vesikontrollissa ndytteen sijasta eristet-
tiin apteekkipuhdasta vetta. PCR-méaarityksissa oli aina mukana eristetty vesikontrolli, rea-
genssikontrolli ja HSV-1 ja -2 positiiviset kontrollilaimennokset -4 (0,5ug/ul x10™) ja -6
(0,5ug/pl x10°®). Reagenssikontrollin maérityksessa oli templaatin sijasta apteekkipuhdasta
vetta

Jokainen mééritys suoritettiin samalla ohjeiden mukaisella tavalla Maérityksia tehdessa
noudatettiin laite- ja reagenssivalmistgjan ohjeita ja HUSLABInN virologian osaston tydoh-

jeita.

8 POHDINTA

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittda soveltuuko Roche Diagnosticsin reaaliaikaiselle
LightCycler-PCR-laitteelle kehitetty Qiagenin artus® HSV-1/2 LC PCR-reagenssipakkaus
ko bioMérieuxin valmistama easyMAG- nukleiinihappoeristysautomaatti herpes simplex-
virustyypin 1 ja 2 eristdmiseen likvornaytteista

Reaaliaikaisen PCR-reagenssipakkauksen herkkyyttd testattiin maarittamala HSV-1 ja
HSV-2 kontrollilaimennussarja LightCycler-laitteella. Referenssimenetelmand oli HUS
LABIn virologian osastolla k&yttssa oleva perinteinen ”in house”-PCR-menetelma. Mene-
telmien oikeellisuutta ja spesifisyytta testattiin fenoli-kloroformiuutolla eristetyilla HSV-1
ja HSV-2 positiivisilla ja negatiivisilla laaduntarkkailunaytteilla ja easyMAG-
eristysautomaatilla eristetyilla potilasnaytteillg, joista osa oli HSV-1 ja HSV-2 positiivisia
Laaduntarkkailundytteiden tuloksia verrattiin QCMD:n antamiin tuloksiin ja potilasnayttei-
den tuloksia verrattiin perinteisella ” in house”-PCR-menetelmall& saatuihin tuloksiin, jotka
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olivat fenoli-kloroformiuutolla eristettyjd. Samalla kun testattiin reaaliaikaisen PCR-
menetelman oikeellisuutta ja spesifisyyttd potilasnaytteistd, testattiin myos easyMAG-
nukleiinihappoeristysautomaatin soveltuvuutta likvornaytteille.

LightCycler-laitteella tentéva reaaliaikainen PCR-menetelmé osoittautui herkemmaksi kuin
PCR-menetelméll& alhaisin 10ydetty virusmaara oli molemmilla viruksilla (HSV-1 jaHSV-
2) 0,5pug/ul x10°. "In house” PCR-menetelmélla alhaisin 18ydetty virus méara oli 0,5ug/
x10°®. Laaduntarkkailunytteiden tulokset olivat taysin yhtenevét molemmilla menetelmilla
EasyMAG erisgtysautomaatilla erigtettyjen potilasnéytteiden tulokset olivat molemmilla
PCR-menetelmilla 36 ndytteen kohdalla yhtenevia ja 1 ndytteen kohdalla poikkeavia. Poik-
keavuudet johtuivat ndytteessa olevasta inhiboivasta tekijastd, joka esti siséisen kontrollin

toiminnan.

EasyMAG-eristysautomaatilla eristettyjen néytteiden tuloksista 35 oli yhtenevia fenoli-
kloroformiuutolla eristettyihin PCR-tuloksiin verrattuna. Kolme néytetta antoi poikkeavan
tuloksen. Nama néytteet eristettiin ja méaritettiin uudelleen. Kuten edella todettiin, yhden
ndytteen poikkeavat tulokset johtuivat naytteessa olevasta inhiboivasta tekijastd. Kahden
muun naytteen kohdalla poikkeavuudet johtuivat todenndkdisesti pakastuksen ja sulatuksen
vaikutuksesta viruksen DNA:han.

LightCyclerilla tehty reaaliaikainen PCR-méaéritys on nopea, silla tuotteen monistaminen ja
madrittaminen tapahtuvat samanaikaisesti ilman perinteiseen PCR-méaritykseen kuuluvia
pipetointi- jainkubaatioaikoja. Artus® HSV-1/2 LC PCR- reagenssipaketin sisaltéméa PCR-
maéritykseen tarvittava PCR-seos on yhdessa putkessa ja sisainen kontrolli toisessa. Nain
ollen pipetointien maéra PCR-seosta tehdessa on huomattavasti vahéisempéda kuin perintei-
sessd PCR-menetelméssa. Kun huomioidaan liséksi, etté reaaliaikainen PCR-menetelma on
suljettu menetelmd, ovat mahdolliset virheldhteet ja kontaminaatioriskit huomattavasti pie-
nempid kuin perinteisella PCR-menetelmélla tehdyssa maérityksessa Huomioitavaa on
myos, ettd perinteinen PCR-menetelma el sisdlla sisdistd kontrollia, joten naytteessd mah-
dollisesti oleva inhiboiva tekija j&& huomaamatta. Lisdaksi perinteisen PCR-menetelman

reagenssit tilataan eri toimittajilta, joten mahdollisen ongelman Iahdetta on vaikeampi jaljit-
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téd Qiagenin artus® HSV-1/2 LC PCR- reagenssipaketin sisaltama sisainen kontrolli liséa
tulosten luotettavuutta ja valmistgja vastaa reagenssin puhtaudesta.

Nukleiinihappoeristysmenetelmand automaattinen easyMAG-eristyslaite on nopea. Auto-
maattinen eristysmenetelma sisaltda vahemman tydvaiheita ja pipetointia, joten mahdollis-
ten virheldhteiden méérd samoin kuin kontaminaatioriskit ovat pienemmét kuin fenoli-
kloroformiuuttoeristyksessa. Fenoli-kloroformiuutolla tehtéavasta nukleiinihappoeristykses-
ta tyolaan tekevat aikaa vievét pipetoinnit, sentrifugoinnit ja haasteelliset fenolin ja kloro-
formin poistot. EasyM AG-eristyslaitteen kayttojarjestelma ja laitteen kéytto olivat helposti

omaksuttavia.

Saatujen tulosten perusteella voidaan todeta, eftd automaattinen easyMAG-
nukleiinihappoeristyslaite ja Qiagenin artus® HSV1/2 LC PCR-reagenssipakkaus soveltu-
vat hyvin likvorista tehtaviin HSV-1 jaHSV-2 méarityksiin. Positiivissen HSV-1 jaHSV-2
telmét osoittautuivat tutkimuksessa hyvin toimiviksi. Tamén tutkimuksen pohjalta voidaan
suositella jatkotutkimuksia, jossa ndytemaarad olisi suurempi tai jos menetelmista jompi-
kumpi otettaisiin rutiinidiagnostiikkaan, olisi hyva aluksi kayttaa rinnakkain seké kayttssa

olevaa etta uutta menetel maa.
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LIITE 2.
1(1)
KONTROLLILAIMENNOSTEN TEKO-OHJEET

Kontrollilaimennossarja

Toinen kontrollilaimennossarja tehtiin jo aiemmin laimennetuisaHSV-1 jaHSV-2 -3-
kontrollilaimennoksista, joiden pitoisuus oli 50 ng/pl x 10°°. Laimennossuhde oli 1:10.
Sarja tehtiin -4:sta -10-laimennokseen eli kontrollivahvuudet olivat 50 ng/ul x 10™ - 50
ng/ul x 10™°. Kontrollilaimennoksia HSV-1:1le ja HSV-2:lle tehtiin molemmille 7
kappaletta.

Steriilit eppendorf-putket nimettiin -4, -5, -6, -7, -8, -9 ja-10 erikseen HSV-1:lle ja
HSV-2:lle. Putkiin pipetoitiin apteekin vettd 90 pl.

-3-kontrollilaimennosta pipetoitiin 10 ul -4-eppendorfputkeen. Sekoitettiin vortex-
sekoittimella ja sentrifugoitiin lyhyesti tai sekoitettiin pipetin avulla.

-4-kontrollilaimennosta pipetoitiin 10 ul -5-eppendorfputkeen. Sekoitettiin vortex-
sekoittimella ja sentrifugoitiin lyhyesti tai sekoitettiin pipetin avulla. Jatkettiin kuten
edell&-10 asti.

Kun laimennossarja oli tehty, jokaisen laimennosputken sisélto jaettiin kahteen putkeen,
alikvaatteihin.
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HSV-1 JA HSV-2 2. KONTROLLILAIMENNOSSARJAN, MUIDEN
HERPESVIRUSKONTROLLIEN JA RISTIRIITAISTEN NAY TTEIDEN
UUDELLEENMAARITYSLIGHTCYCLERILLA JA "IN HOUSE”-PCR-
MENETELMALLA

Naytelista:

1. Reagenssikontrolli 14. HSV-1 -7 kontrolli
2. Varicella-zosterviruskontrolli 15. HSV-1 -8 kontrolli
3.25 16. HSV-1 -9 kontrolli
4. Epstein-Barrin viruskontrolli 17. HSV-1-10 kontrolli
5. Sytomegaloviruskontrolli 18. Vesikontrolli

6. 25 1:10 laimennos 19. HSV-2 -4 kontrolli
7. HHV-6 A kontrolli 20. HSV-2 -5 kontrolli
8. HHV-6 B kontrolli 21. HSV-2 -6 kontrolli
9.26 22. HSV-2 -7 kontrolli
10. HHV-7 kontrolli 23. HSV-2 -8 kontrolli
11. HSV-1 -4 kontrolli 24. HSV-2 -9 kontrolli
12. HSV-1 -5 kontrolli 25. HSV-2 -10 kontrolli
13. HSV-1 -6 kontrolli 26. Vesikontrolli

- Néytteita oli yhteensa 26 kappaletta. Kun tahan liséttiin yksi pipetointivara, tarvittiin

PCR-reagenssia 27-kertainen méara.

- ”In house” -PCR-menetelmassa yhden vesikontrollin tilalla oli naytenumero 39.
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PCR-VAIHE

PCR-seoksen teko:

-PCR-seoksessa kaytettavat alukkeet ovat HSV1: 5 AAG GAG GCG CCC AAG CGT
CCG 3 jaHSV2: 5 TGG GGT ACA GGC TGG CAA AGT 3.

-PCR-seos tehtiin puhtaassa huoneessa. Naytemaardan (N) lisattiin yksi pipetointivara,

joten PCR-seos tehtiin N+1-kertaisena.

-Pipetoitiin 5 ml:n eppendorf-putkeen:

Reagenssi 1X 19 X 27X 30 X

Aptekin ves | 69,5 pl 13205l | 1876,5 i 2085 pl

10 x PCR- 10,0 pl 190,0 wl 270 ul 300
puskuri
(sisMgCl)

dNTP25mM | 8,0 ul 152,0 pl 216 pl 240 pl
(final 0,2
mM)

HSV-1lauke |1yl 19 pl 27 ul 30ul
60 uM (final
0,6 uM)

HSV-2auke |1yl 19 pl 27 ul 30ul
60 uM (final
0,6 uM)

Ampli Tag 0,5ul 9,5ul 13,5 ul 15l
Gold
entsyymi 5U/
ul (final 0,025
U/ul)

Y hteensa 90,0 pl 1710 pl 2430 ul 2700




LITES.
2(2)

- PCR-seosta pipetoitiin puhtaassa huoneessa 0,2 ml:n eppendorf-putkiin 90 pl.

-PCR-putket siirrettiin styroksilevylle jatuotiin naytteenkésittelyhuoneeseen, jossa
putkiin liséttiin tempaattia 10 pl.

-PCR-putket laitettiin laitehuoneen PTC-225 koneeseen ja valittiin ohjelma HV GOLD.

1.95°C 10 min
2.96°C 15s
3.55°C 30s
4.72°C 30s

5. takaisin vaiheeseen 2. 39 X

6. 72°C 5min
7.10°C for ever
8. End

(HUSLAB 2004.)
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MIKROTITTERILEVYHYBRIDISAATIO-MAARITY'S

Merkittiin streptavidiinilla péallystettyihin mikrotitterilevyihin naytteiden numerot.
HSV-1:lle ja2:lle merkittiin molemmille kaksi kuoppaa. Y hdelle ndytteelle tuli

yhteensa neljéa kuoppaa.

Pipetoitiin kuoppiin 40ul binding-puskuria ja ndytetta 10ul/kuoppa. Levyjéa inkuboitiin
inkubaattorissa 30min. +20°c ravistuksen kanssa 650rpm.

Liséttiin jokaiseen kuoppaan 50ul huoneenlampdista eluointipuskuria ja sekoitettiin
levyja inkubaattorin sekoittimella 1 min.

Pestiin levyt pesurilla k&yttéen ohjelmaa HSV 1 (pesu x 3, pesupuskurilla 1). Levyja
hakattiin voimakkaasti kasi pyyhepaperia vasten, jotta saatiin kuopista pois kaikki

pesupuskuri.

Liséttiin 50ul koetinseostalkuoppa. HSV-1:lle jaHSV-2:1le on molemmille omat
koettimet. HSV-1 koetinseosta pipetoitiin HSV-1-kuoppiin 50ul ja HSV -2 koetinseosta
pipetoitiin HSV-2-kuoppiin 50ul.

Levyjainkuboitiin 30min. +42°C, ravistuksella 650 rpm.

Molemmille HSV-1:lle jaHSV-2:lle tehtiin oma koetinseos seuraavasti:
Otettiin pakkasesta HSV-1 ja -2 dig-leimatut koettimet (10pmol/pl),
molemmat koettimet laimennettiin 1:10 (1pmol/pl). 1pmol/pl vahvuiset
koettimet pipetoitiin hybridisaatioliuokseen suhteella: 7,50l koetinta ja
1ml hybridisaatioliuosta. Kaytettavét oligokoettimet ovat HSV-1 MP: 5’
CCCTCCTCGCGT TCGTCCTCG I jaHSV-2MP: 5 TCCTCG
TCGTCGTCCTTATCCS3.

Pestiin levyt pesurilla ohjelmalla HSV 2 (pesu x 6, pesupuskurilla 2). Levyt hakattiin

kuiviksi.

Listtiin konjugaattiseosta S0ul/kuoppa. Levyja inkuboitiin 30min. +22°C, ravistuksella
650 rpm.
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Konjugaattiseos valmistettiin lisdamalla anti-digoksigeniinikonjugaattia

huoneenl@mpoiseen puskuriin loppukonsentraatiossa 5SmuU/50ul
(Aul/7.5ml).

Pestiin levyt pesurillaohjelmallaHSV 3 (pesu x 6, pesupuskurilla 1). Levyt hakattiin
kuivaksi.

Liséttiin 50ul/kuoppa valoherkkaa LumiPhos Plus substraatia. Levyt laitettiin

inkuboitumaan 40min pimedan huoneenl ampadon.

Ohjelmoitiin luminometri ja mitattiin levyt 40min kuluttua substraatin lis&&misesta

(HUSLAB 2004.)
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LIGHTCYCLER-TYOOHJE

- Artus® HSV-1/2 L C PCR-reagenssia tarvittiin kutakin ndytetté varten 15 pl. Lisaksi
reagenssimaaraan laskettiin yksi pipetointivara. Puhtaassa huoneessa pipetoitiin
eppendorf-putkeen tarvittava mééra reagenssia.

- Néytteenkasittelylaboratoriossa reagenssiin liséttiin LightCyclerin siséinen kontrolli.
Sisdista kontrolliatarvittiin 0,5 ul/ndyte, joten sen méara laskettiin aina erikseen
ndytemadrasta riippuen ja pipetoitiin PCR-reagenssiin Sekoitettiin vortex-sekoittimella.

- LightCyclerin sentrifugiadapteri (The LightCycler® Centrifuge Adapter), joka sisiltéa
jédhdytysblokin, otettiin ja8kaapista ja siihen siirrettiin tarvittava mééra kapillaareja
Tyossa kaytettiin 20 ul:n kapillaareja

- Jokaiseen kapillaariin pipetoitiin 15 ul reagenssiseosta. Liséttiin 5 pl naytettaja
kapillaari suljettiin korkilla kayttden LightCyclerin korkitusapuvélinetta (LightCycler®
Capping Tool).

- Kapillaarit siirrettiin naytekaruselliin (The LightCycler® Sample Carousel) ja néytteet
sentrifugoitiin LightCyclerin sentrifugissa.

- Sentrifugoidut ndytteet siirrettiin LightCycler-laitteeseen. Ensin laitteelle tehtiin ” self-
test”-ohjelma, jolloin laite tarkistaa oman toimintansa. Valittiin oikea ohjelma, nimettiin
naytteet ja valittiin mitattavat kanavat (aallonpituudet 530, 640 ja 705). Aloitettiin
maaritys.

(Qiagen 2006.)
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LIKVORNAY TTEIDEN ERISTYS FENOLI-KLOROFORMIUUTOLLA

- Likvornaytetta pipetoitiin 1,5 ml:n eppendofputkeen 200 pl.

- Lisattiin 200 pl proteinaasiK-3-puskuria ja 16 ul proteinaasiK:ta (20 mg/ml).

- Putkia inkuboitiin + 37°C:ssa vahintdan 30 minuuttia. Putket sentrifugoitiin lyhyesti
inkuboinnin jalkeen.

- Vetokaapissa: fenolia liséttiin naytteisiin 1:1 eli 400 pl.

- Putket sekoitettiin vortex-sekoittimella 1-2 minuutin gjan ja sentrifugoitiin 13 000
rpm, 2 minuuttia, + 4°C:ssa.

- Uusiin puhtaisiin 1,5 ml:n eppendorf-putkiin liséttiin kloroformia 1:1 eli 400 ul ja
edellisten putkien yl&faasi siirrettiin néihin putkiin.

- Putket sekoitettiin vortex-sekoittimella 1-2 minuutin gjan ja sentrifugoitiin13 000

rpm, 2 minuuttia ,+ 4°C:ssa.

- Uusiin puhtaisiin putkiin liséttiin 3 M NaAc (ph 5.3) suhteessa 1:10. Arvioitiin jéljella
oleva naytemaéra. Esimerkiksi kun jéljella oleva naytemaaraoli 350 ul, NaAc:ia
pipetoitiin putkiin 35 pl.

- Pipetoitiin naihin putkiin yl&faasi edellisista putkista

- Absoluuttista ETOH:ia liséttiin putkiin 2-3-kertainen maaré eli n. 1000 pl. Sekoitettiin

k&antelemalla putkia n. 10 kertaa.

- Néytteita presipitoitiin — 70°C:ssa vahintdan 30 minuuttia tai - 20°C:ssa vahintdan 2
tuntiatai yon yli.
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- Néaytteet sentrifugoitiin 13 000 rpm, 30 minuuttia, + 4°C:ssa.

- Supernatantti kaadettiin pois.

- Putkiin liséttiin 500 pl 75 %:sta ETOH:ia.

- Sentrifugoitiin 13 000 rpm, 20 minuuttia, + 4°C:ssa.

- Supernatantti kaadettiin pois.

- Putket kuivattiin ylosalaisin korkit auki noin 20-30 minuuttia.

- Pdlletti liuotettiin 22 pl:aan steriilia vetta

(HUSLAB 2004.)



LAADUNTARKKALUNAYTTEIDEN MAARITYS”IN HOUSE”-PCR-
MENETELMALLA JA REAALIAIKAISELLA LIGHTCYCLERILLA

Naytelista:

1. Reagenssikontrolli
2.1

3.2

4. 3.

5. 4.

6. 5.

7. 6.

8. Vesikontrolli
9.7

10. 8.

11. 9.

12. 10.

13. 11.

14. Vesikontrolli

15. HSV-1 -4 kontrolli
16. HSV-1 -6 kontrolli
17. HSV-2 -4 kontrolli
18. HSV-2 -6 kontrolli
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- Néytteita oli yhteensé 18 kappaletta. Kun téhan lisdtdan yksi pipetointivara, tarvittiin

PCR-reagenssia 19-kertainen méara.
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EASYMAG-ERISTYSAUTOMAATILLA ERISTETYT NAYTTEET

1.AJO

LIGHTCYCLER- NAYTELISTA

Reagenssikontrolli
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

. 19.

10. 20.

11. Vesikontrolli 2.
12. 21.

13. 22. huom! kapillaari sarkyi
14. 23.

15. 24.

16. 25.

17. 26.

18. 27.

19. 28.

20. 29.

21. 30.

22. Vesikontrolli 4.
23. HSV-1 -4 kontrolli
24. HSV-1 -6 kontrolli
25. HSV-2 -4 kontrolli
26. HSV-2 -6 kontrolli

WCoOoNOT~WNE

"IN HOUSE”-PCR NAYTELISTA

1. Reagenssikontrolli
2.12.

3.13.

4, 14,

5. 15.

6. Vesikontrolli 1.

7. 16.

8.17.

9.18.

10. 19.

11. 20.

12. Vesikontrolli 2.
13. 21.

14. 22.

15. 23.

16. 24.

17. Vesikontrolli 3.
18. 25.

19. 26.

20. 27.

21. Vesikontrolli 4.
22. 28.

23. 29.

24. 30.

25. Vesikontrolli 5.
26. HSV-1 -4 kontrolli
27. HSV-1 -6 kontrolli
28. HSV-2 -4 kontrolli
29. HSV-2 -6 kontrolli

-PCR-se0s LightCycleria varten tehtiin 27-kertaisena ja” in house” -PCR-menetelméa

varten 30-kertaisena.
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LIKVORNAYTTEIDEN ERISTYS EASYMAG-ERISTY SAUTOMAATILLA

BioMérieux toimitti eristyslaitteen mukana Biohitin automaattisen multipipetin, johon
oli valmiiks ohjelmoitu tarvittavat pipetointiohjelmat (P1, P2 ja P3).

EasyMAG-eristyslaite laitettiin pdélle ja eristysgjo laitettiin valmiiksi laitteen ohjeiden

mukaan.

Huoneenlampoiset lyysausputket sentrifugoitiin 20min/1,500g.

Putkiin lisattiin 200ul naytetta ja sekoitettiin vortex-sekoittimella huolellisesti.
Putkia seisotettiin huoneenldmmossa 10-15 min.

Siirrettiin pasteurpipetilla lyysausputkien sisalté easyM AG:n nayteastioihin.
Valmistettiin silikaseos Biohit:n pipettia kayttaen. Laitettiin pipettiin yksi karki ja
pipetoitiin ohjelmalla P1 550pl silikaa ja 550ul bioM érieuxin toimittamaa vetta
eppendorf-putkeen. Putki sekoitettiin huolellisesti vortex-sekoittimella. Y hdesta
putkesta riittaééa kahdeksaan néytteeseen, joten 24 naytteelle tehtiin kolme eppendorf-

putkellista silikaseosta.

Vamis silikaseos siirrettiin kuoppalevylle yhta pipetinkéarkea kayttéen, ohjelmalla P2
125ul/kuoppa.

Kuoppalevylta seos siirrettiin ndyteastiaan kayttden kahdeksaa pipetinkéarkeé ja
ohjelmaa P3.

Y hteen ndyteastiaan menee kahdeksan naytettd, joten tyossa kaytettiin kolmea
ndyteastiaa. Siirrettiin ndytteet eristysautomagattilaitteeseen ja laitettiin eristysajo paélle.

(BioMérieux: Worksheet easyMAG " off board” option;
BioMérieux 2006: Quick reference card for easyMAG off board lysis.)
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EASYMAG-ERISTYSAUTOMAATILLA ERISTETYT NAYTTEET
2.AJ0
LIGHTCYCLER-NAYTELISTA "IN HOUSE” -PCR-
NAYTELISTA
1. Reagenssikontrolli 1. Reagenssikontrolli
2. 31 2. 31
3. 32. 3. 32.
4. 33. 4, 33.
5. 34. 5. 34.
6. 35. 6. Vesikontrolli 1.
7. 36. 7. 35.
8. 37. 8. 36.
9. 38. 9. 37.
10. 39. 10. 38.
11. 40. 11. Vesikontrolli 2.
12. 41. 12. 39.
13. 42. 13. 40.
14. 43. 14. 41.
15. 44, 15. 42.
16. 45. 16. Vesikontrolli 3.
17. 46. 17. 43.
18. 47. 18. 44.
19. 48. 19. 45.
20. 49. 20. 46.
21. Vesikontrolli 21. Vesikontrolli 4.
22. HSV-1 -4 kontrolli 22.47.
23. HSV-1 -6 kontrolli 23. 48.
24. HSV-2 -4 kontrolli 24. 49,
25. HSV-2 -6 kontrolli 25. Vesikontrolli 5.

26. HSV-1 -4 kontrolli
27. HSV-1 -6 kontrolli
28. HSV-2 -4 kontrolli
29. HSV-2 -6 kontrolli

- PCR-seos LightCycleria varten tehtiin 26-kertaisena ja” in house” -PCR-menetelméa
varten 30-kertaisena.
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TULOKSET

Kontrollilaimennossarja

NAYTE “IN HOUSE” - REAALIAIKAISET
PCR PCR-TULOKSET
TULOKSET

HSV-1 -4 HSV-1 HSV-1 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-1-5 HSV-1 HSV-1 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-1 -6 HSV-1 HSV-1 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-1-7 HSV-1 HSV-1 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-1 -8 HSV-1 HSV-1 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-1-9 Negatiivinen HSV-1 Positiivinen

kontrolli

HSV-1-10 Negatiivinen Negatiivinen

kontrolli

HSV-2 -4 HSV-2 HSV-2 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-2 -5 HSV-2 HSV-2 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-2 -6 HSV-2 HSV-2 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-2 -7 HSV-2 HSV-2 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-2 -8 HSV-2 HSV-2 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-2 -9 Negatiivinen HSV-2 Positiivinen

kontrolli

HSV-2-10 Negatiivinen Negatiivinen

kontrolli

Vesi- jareagenssikontrollit olivat negatiivisia



Muut herpesviruskontrollit:

KONTROLLIKANTA | "IN HOUSE”-PCR- REAALIAIKAISET
TULOKSET PCR-TULOKSET

Varisella zostervirus Negatiivinen Negatiivinen

kontrolli

Sytomegalovirus Negatiivinen Negatiivinen

kontrolli

HHV-6 A kontrolli Negatiivinen Negatiivinen

HHV-6 B kontrolli Negatiivinen Negatiivinen

HHV-7 kontrolli Negatiivinen Negatiivinen

Laaduntarkkailundytteet:

NAYTE ALKUPERA- | "IN HOUSE"- | REAALIAIKAISET
ISET PCR- PCR-TULOKSET
TULOKSET | TULOKSET
(QCMD)

Reagenssi- - Negatiivinen. Negatiivinen

kontrolli

1 HSV-1 HSV-1 HSV-1 Positiivinen
Positiivinen Positiivinen

2. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

3. HSV-1 HSV-1 HSV-1 Poditiivinen
Positiivinen Positiivinen

4, HSV-1 HSV-1 HSV-1 Positiivinen
Positiivinen Positiivinen

5. HSV-2 HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen
Positiivinen Positiivinen

6. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

Vesikontrolli | - Negatiivinen Negatiivinen

7. HSV-1 HSV-1 HSV-1 Poditiivinen
Positiivinen Positiivinen

8. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

9 HSV-2 HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen
Positiivinen Positiivinen

10. HSV-1 HSV-1 HSV-1 Positiivinen
Positiivinen Positiivinen

11. HSV-1 HSV-1 HSV-1 Pogitiivinen
Positiivinen Positiivinen
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Vesikontrolli | - Negatiivinen Negatiivinen

HSV 1-4 - HSV-1 HSV-1 Podtiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV 1-6 - HSV-1 HSV-1 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV 2-4 - HSV-2 HSV-2 Positiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV 2-6 - HSV-2 HSV-2 Poditiivinen

kontrolli Positiivinen

Potilasnaytteet (likvori):

1. easyMAG-eristys

NAYTTEET | AIEMMAT "IN HOUSE”- | REAALIAIKAI
TULOKSET | PCR SET PCR-

TULOKSET TULOKSET

Reagenssi- - Negatiivinen Negatiivinen

kontrolli

Vesikontrolli | - Negatiivinen -

1.

Vesikontrolli | - Negatiivinen Negatiivinen

2.

Vesikontrolli | - Negatiivinen -

3.

Vesikontrolli | - Negatiivinen Negatiivinen

4,

Vesikontrolli | - Negatiivinen -

5.

HSV-1-4 - HSV-1 HSV-1

kontrolli Positiivinen Positiivinen

HSV-1 -6 - HSV-1 HSV-1

kontrolli Positiivinen Positiivinen

HSV-2 -4 - HSV-2 HSV-2

kontrolli Positiivinen Positiivinen

HSV-2 -6 - HSV-2 HSV-2

kontrolli Positiivinen Positiivinen

14. HSV-1 HSV-1 HSV-1
Positiivinen Positiivinen Positiivinen

17. HSV-2 HSV-2 HSV-2
Positiivinen Positiivinen Positiivinen

20. HSV-2 HSV-2 HSV-2
Positiivinen Positiivinen Positiivinen

26. HSV-2 Negatiivinen HSV-2
Positiivinen Positiivinen

29. HSV-1 HSV-1 HSV-1
Positiivinen Positiivinen Positiivinen
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12. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

13. Negatiivinen. | Negatiivinen Negatiivinen

15. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

16. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

18. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

19. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

21. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

22. Negatiivinen | Negatiivinen -

23. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

24. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

25. Negatiivinen | HSV-2 HSV-2

Positiivinen Positiivinen

27. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

28. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

30. Negatiivinen | Negatiivinen Negatiivinen

2. easyMAG-eristys

NAYTTEET AIEMMAT "IN HOUSE”- REAALIAIKAISET
TULOKSET PCR-TULOKSET | PCR-TULOKSET

Reagenssikontrolli | - Negatiivinen Negatiivinen

Vesikontrolli 1. - Negatiivinen Negatiivinen

Vesikontrolli 2. - Negatiivinne -

Vesikontrolli 3. - Negatiivinen -

Vesikontrolli 4. - Negatiivinen -

Vesikontrolli 5. - Negatiivinen -

HSV-1-4 - HSV-1 HSV-1 Poditiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-1-6 - HSV-1 HSV-1 Poditiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-2 -4 - HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen

kontrolli Positiivinen

HSV-2 -6 - HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen

kontrolli Positiivinen

31 HSV-2 HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen
Positiivinen Positiivinen

34. HSV-2 HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen
Positiivinen Positiivinen

36. HSV-2 HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen
Positiivinen Positiivinen

38. HSV-1 HSV-1 HSV-1 Positiivinen
Positiivinen Positiivinen

39. HSV-1 Negatiivinen Negatiivinen
Positiivinen

41. HSV-2 HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen
Positiivinen Positiivinen

44, HSV-2 HSV-2 HSV-2 Poditiivinen
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Positiivinen Positiivinen
46. HSV-2 HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen
Postiivinen. Positiivinen
47. HSV-2 HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen
Positiivinen Positiivinen
49. HSV-2 HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen
Positiivinen Positiivinen
32. Negatiivinen Negatiivinen Negatiivinen
33. Negatiivinen Negatiivinen Negatiivinen
35. Negatiivinen Negatiivinen Negatiivinen
37. Negatiivinen Negatiivinen Negatiivinen
40. Negatiivinen Negatiivinen Negatiivinen
42. Negatiivinen Negatiivinen Negatiivinen
43. Negatiivinen Negatiivinen Negatiivinen
45. Negatiivinen Negatiivinen Negatiivinen
48. Negatiivinen Negatiivinen Negatiivinen
Poikkeavat tulokset:
NAYTE AIEMMAT "IN HOUSE”- | REAALIAIKAISET
TULOKSET PCR- PCR-TULOKSET
TULOKSET
26. HSV-2 Negatiivinen HSV-2 Positiivinen
Positiivinen
25. Negatiivinen HSV-2 HSV-2 Pogitiivinen
Positiivinen
39. HSV-1 Negatiivinen Negatiivinen
Positiivinen

Poikkeavien tulosten uusinnat:

NAYTE "IN HOUSE” - REAALIAIKAISET
PCR-TULOKSET | PCR-TULOKSET

26. HSV-2 Pogtiivinen | Negatiivinen

25. Negatiivinen HSV-2 Positiivinen

25. 1:10 Negatiivinen Negatiivinen

LAIMENNOS

39. Negatiivinen el médaritetty
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