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COVID-19 on uuden koronaviruksen, SARS-CoV-2:n aiheuttama hengitystieinfektio. Maa-
ilman terveysjarjestd (WHO) julisti kevaalla 2020 COVID-19:n maailmanlaajuiseksi pan-
demiaksi. Terveyden ja hyvinvoinnin laitos (THL) aloitti maaliskuussa 2020 COVID-19 pri-
maaridiagnostiikkalaboratoriotoiminnan. Molekyylibiologinen COVID-19 diagnostiikka to-
teutetaan reaaliaikaisena RT-PCR-testing, jota varten naytteesta on eristettava viruksen
RNA.

Opinnaytetytn tavoitteena oli selvittaa THL:n asiantuntijamikrobiologian laboratorioon han-
kittujen uusien nukleiinihappoeristys- ja diagnostiikkalaitteiden soveltuvuus COVID-19-
diagnostiikkaan. Tydssa kaytettiin laboratorion kaytdssa ollutta RNeasy-eristyskitin mene-
telmaa referenssimenetelmana ja kyseisen menetelméan protokollaa sovellettiin testin lait-
teille. Vertailtavia laitteita oli Qiagen QlAcube Connect, PerkinElmer chemagic360, Qiagen
QIAsymphony SP/AS, NeuMoDx Molecular System ja QlAstat-Dx.

Ty6 toteutettiin vertailemalla laitteiden herkkyytta positiivisen naytteen laimennossatrijalla,
arvioimalla laboratorion kapasiteettia vertailemalla laitteilla tydhdn kulunutta aikaa ja vertai-
lemalla laitteiden kayttokustannuksia. Tydssa myads vertailtiin QlAstat-Dx:n suoriutumista
COVID-19-testista laboratorion referenssimenetelméan verrattuna.

Tyon tulosten perusteella chemagic360 suoriutui herkkyystestissd, tydaikavertailussa ja
kustannusvertailussa muita laitteita paremmin. Taméan opinnaytetyon tulosten perusteella
laboratorio nosti testauskapasiteettia investoimalla uusiin PerkinElmer chemagic360 -
eristysautomaatteihin. Tulosten perusteella QIAcube, NeuMoDx ja QIlAstat-Dx soveltuvat
myds COVID-19-testaukseen testin menetelmda hyédyntaen. QIAsymphonyn eristyspro-
tokollaa taytyy optimoida ennen kuin laitetta voidaan kayttaa rutiininomaisessa diagnostii-
kassa.

Avainsanat RT-PCR, COVID-19, RNA
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COVID-19 is a respiratory infection caused by a novel coronavirus, SARS-CoV-2. In the
spring of 2020, the World Health Organization (WHO) declared COVID-19 a global pan-
demic. In March 2020, Finnish National Institute for Health and Welfare (THL) started
COVID-19 primary diagnostic laboratory operations. Molecular biological diagnostics of
COVID-19 are performed as a real-time RT-PCR test, for which viral RNA must be extract-
ed from a sample.

The aim of this thesis study was to find out the suitability of the new nucleic acid isolation
and diagnostic instruments purchased for THL's expert microbiology laboratory for COVID-
19 diagnostics. The RNeasy extraction kit used in the laboratory was used as a reference
method and the protocol of that method was applied to the test instruments. Instruments to
be compared were Qiagen QIAcube Connect, PerkinElmer chemagic360, Qiagen QlI-
Asymphony SP/AS, NeuMoDx Molecular System and QlAstat-Dx.

The work was carried out by comparing the sensitivity of instruments with a dilution series
of a positive sample, evaluating the capacity of the laboratory, comparing the hands-on-
time spent working with the instruments and comparing the operating costs of the instru-
ments. The work also compared the performance of QlAstat-Dx in the COVID-19 test with
the laboratory reference method.

Chemagic360 performed better than other instruments in the sensitivity test, working time
comparison and cost comparison. Based on the results of this thesis, the laboratory in-
creased its testing capacity by investing in new PerkinElmer chemagic360 nucleic acid
extraction instruments. According to the results, QIAcube, NeuMoDx and QIAstat-Dx are
also suitable for COVID-19 testing using the test method. The QIAsymphony isolation pro-
tocol must be optimized before the instrument can be used in routine diagnostics.

Keywords RT-PCR, COVID-19, RNA
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Lyhenteet

ACE2 Angiotensin-converting enzyme 2. Angiotensiinikonvertaasi 2. Solun pin-
nalla oleva reseptori, johon SARS-koronavirus tarttuu.

COVID-19 Coronavirus disease 2019. Koronavirustauti 2019. SARS-CoV-2-viruksen

aiheuttama tauti.

IVD In vitro —diagnostiikka. Potilaasta otetusta naytteesta tehtava ladketieteel-

linen tutkimus.

LDT Laboratory Developed Test. Laboratoriossa kehitetty testi. In vitro -

diagnostiikkatesti, joka on kehitetty testia kaytettavassa laboratoriossa.

MERS Middle East Respiratory Syndrome. Lahi-idan hengitystieoireyhtyma.

MERS-koronaviruksen aiheuttama hengitystieinfektio.

PCR Polymerase Chain Reaction. Polymeraasiketjureaktio.

SARS Severe Acute Respiratory Syndrome. Akillinen vakava hengitystieoireyh-
tymé. SARS-koronaviruksen aiheuttama hengitystieinfektio.
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1 Johdanto

Koronavirukset ovat viruksia, jotka aiheuttavat ihmisissa tyypillisesti lievan hengitys-
tieinfektion. Koronaviruksen aiheuttamia infektioita tavataan useimmiten syksylla ja
talvella, mutta virusta esiintyy ympari vuoden. Koronavirukset tarttuvat hengitysteihin

joko ilmassa leijuvien aerosolien valityksella tai kasistd kosketeltujen pintojen kautta.

[1]

COVID-19 on betakoronaviruksiin kuuluvan SARS-CoV-2-viruksen aiheuttama hengi-
tystieinfektio, jonka tyypillisimmét oireet ovat kuume, yska, kurkkukipu, paénsarky ja
nuha. Joskus koronavirusinfektio siirtyy alempiin hengitysteihin, jolloin se voi aiheuttaa
keuhkoputkentulehdusta tai keuhkokuumetta. Vakavimmillaan tauti johtaa monielinvau-
rion kautta kuolemaan. Tautiin ei ole olemassa varsinaista hoitokeinoa [1]. COVID-19
levisi Wuhanista, Kiinasta 2019 vuoden lopulla. Virus levisi ympéri maailman ja Suo-
mesta se 0ytyi ensimmaisen kerran tammikuun 2020 lopulla. WHO julisti taudin pan-
demiaksi 11. maaliskuuta 2020. [2.]

Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) asiantuntijamikrobiologiayksikk® toimii Suo-
men SARS-CoV-2-viruksen diagnostiikan referenssilaboratoriona. Kaikki Suomessa
toimivat COVID-19-diagnostiikkaa pystyttavat laboratoriot lahettavat THL:lle viisi en-

simmaista positiivista ja kymmenen ensimmaista negatiivista naytetta varmistustestiin.

Opinnaytety® toteutettiin THL:n asiantuntijamikrobiologiayksikdssa. Yksikkd aloitti CO-
VID-19-primaaridiagnostiikan Suomessa otetuista naytteista maaliskuussa 2020. Labo-
ratoriodiagnostiikka toteutettiin RT-gPCR-menetelmalld. Primaaridiagnostiikkaa varten
yksikkdon hankittiin uusia RNA-eristyslaitteita ja diagnostiikkaan tarkoitettuja laborato-
riolaitteita. Tyon tavoitteena oli arvioida uusien laitteiden soveltuvuutta COVID-19-
diagnostiikkaan vertaamalla niiden analyyttista herkkyyttd, kayttokustannuksia ja kay-
tettavyytta suurilla naytemaarilla.
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2 Koronavirukset

2.1 Yleistad koronaviruksista

Koronavirukset ovat vaipallisia RNA-viruksia, jotka kuuluvat Coronaviridae-heimoon.
Koronaviruksen viruspartikkeli eli virioni on pyorea ja sen halkaisija on 80 — 150 nm.
Koronavirus on saanut nimensa kruunumaisista ulokkeistaan [3, s. 213]. Koronaviruk-
set aiheuttavat yleisid sairauksia eldimissa ja ihmisissa [4, s. 541]. Koronaviruksen ge-
nomi on yksijuosteinen positiivissaikeinen RNA (+ sense RNA), joka on noin 27-30 kb
pitk&. Positiivinen RNA toimii suoraan lahetti-RNA:na (MRNA) ja se voi tartuttaa alttiita

isantasoluja jopa ilman virusproteiinien lasndoloa [5, s. 82—-83].

Koronavirus (kuva 1) koostuu proteiineista, jotka suojaavat sen RNA:ta ja mahdollista-
vat viruksen tunkeutumisen iséntasoluun. Viruksen RNA-genomin ymparilla on nukleo-
kapsidi fosfoproteiini N, joka on pitkd, helikaalinen ja joustava RNA:ta suojaava prote-
iinikuori. Virionin pinnalla on kolme glykoproteiinia: S-piikkiproteiini, E-vaippaproteiini ja
M-membraaniproteiini. S-glykoproteiini muodostaa virionin pinnalle terdlehtimaisia piik-
keja, joilla virus kiinnittyy isdntasolun spesifisen glykoproteiinin reseptoriin [4, s. 542—
544]. E-glykoproteiinin tehtavia ovat virionin lipidikaksoiskalvon muodostaminen ja va-
pauttaminen isantasolusta. E-proteiinin on my6s arveltu vaikuttavan SARS-viruksen
patogeenisyyteen [6, 2019]. Glykoproteiini M on tarkea osa virionin kuoren muodostu-
misessa [4, s. 544].
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Koronaviruksen piikkiproteiini

Piikki (S)

Nukleoproteiini (N)

Kalvo (M)

Vaippa (E)

RNA virusgenomi

Kuva 1. Koronaviruksen rakenne koostuu S-, N-, M- ja E-proteiineista. Kuva tehty BioRenderil-
la. [4, s. 544].

Viruksen genomi (kuva 2) koodaa nukleoproteiinin ja glykoproteiinien liséksi replikaati-
oon tarvittavia komponentteja, kuten replikaatiota katalysoivan RNA-replikaasin

(RdRp). Viruksen genomi siséltdd kaksi paallekkaista avointa lukukehysta (ORF),
ORF1la ja ORF1b. [4, s. 548.]

266 13,468 21,563 29,674 5
5 ORF1a ORF1b '
I [ 1 ] RdRp
CIITT TT1 s emnN
T WO

Kuva 2. SARS-CoV-2 genomi on noin 30 000 emé&sparia pitkd. Genomi siséltdd muun muassa
RdRp-, S-, E-, M- ja N-geenialueet. Kuva tehty BioRenderilla. [4, s. 548.]
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Viruksen replikaatio tapahtuu isantasolun sisalla kuvan 3 mukaisesti. Replikaation en-
simmainen vaihe on virionin kiinnittyminen piikkiproteiinin avulla alttiin isantasolun spe-
sifisen glykoproteiinin reseptoriin. Virioni tunkeutuu soluun endosytoosin avulla, jolloin
virionin ja solun kalvot sekoittuvat ja mahdollistavat viruksen genomin vapautumisen
solulimaan. Viruksen genomin replikaatio alkaa genomin translaationa, jonka tuloksena
genomin eri osat prosessoidaan erillisiksi entsyymeiksi ja proteiinirakenteiksi subge-
nomisena transkriptiona. Virus kayttaa isantasolun toimintoja entsyymien ja proteiinien
valmistamisessa. Viruksen positiivissdikeinen genominen RNA transkriptoidaan nega-
tiivissaikeiseksi RNA templaatiksi, josta syntetisoidaan positiivisséikeinen virus mRNA
ja genominen RNA. [4, s. 546-549.]

@ Sitoutuminen ja viruksen
siirtyminen soluun

Ty

4
Solulima b
S
K )’
> v

Ribosomi

Koronavirus

Reseptori

/ @ Virusgenomin

w vapautuminen . Virionin
muodostuminen
RNA
genomi (+
sense)

Virus Golgin
laitteessa

Viruspolymeraﬁ@ @ Viruspolymeraasin
proteiinitranslaatio @ S, E ja M proteiinit
yhdistyvat 3 Y r
j 3 nukleokapsidiin 0 s8igag la“‘
Genominen .‘

@ RNA replikaatio

’ (3 ~ \ TRRAAAAAAA ViW NS
L

N
@ Subgenominen transkriptio
RNA genomi okl
(- sense) . Nukleokapsidi @ solulimassa

(N) Viruksen % o8 x‘v‘x.
Piikki (S) —‘ @ rakennep.roteiinien M [d‘“f‘;
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subgenominen

RNA (+ sense)

Kuva 3. Koronaviruksen replikaatio tapahtuu alttiin iséntasolun sisalla. Kuva tehty BioRenderil-
4. [4, s. 546-552.]

Tarvittavien proteiinien tuottamisen jalkeen alkaa virionin kokoaminen. Glykoproteiinit
S, E ja M siirtyvat endoplasmakalvostoon. Endoplasmakalvostossa proteiinit siirtyvat

eritysreittia pitkin Golgin laitteeseen, jossa ne kapseloituvat virusgenomin sisaltdvan N-
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proteiinin ymparille. Valmis virioni siirtyy solukalvolle ja vapautuu solusta silmikoitumal-

la solukalvon lapi, jolloin virioni saa paalleen lipidivaipan. [4, s. 550-552.]

2.2 lhmisen koronavirukset

Nelja endeemistd ihmisen koronavirusta HCoV-229E, -NL63, -OC43 ja -HKUL1 aiheut-
tavat noin 20 % ihmisten hengitystieinfektioista. Alphakoronavirusten HCoV-229E ja -
NL63 epaillaan siirtyneen ihmiseen lepakoista. Betakoronavirukset HCoV-OC43 ja -
HKU1 ovat todenndakoéisesti lajiutuneet jyrsijdihin liittyvista viruksista. Ihmisen koronavi-
rukset aiheuttavat tyypillisesti lievan infektion ylemmissa hengitysteissa, mutta virus voi
levitd myds alempiin hengitysteihin, jolloin virus voi aiheuttaa keuhkoputkentulehduk-
sen tai keuhkokuumeen. Yleisimmin vakavamman sairauden sairastava on pieni lapsi
tai henkild, jolla on heikentynyt immuunijarjestelmé. Edell&a mainittujen neljan yleenséa
lievan hengitystieinfektion aiheuttavan koronaviruksen liséksi esiintyy myds vakavan,
jopa kuolemaan johtavan taudin aiheuttavia ihmisen koronaviruksia SARS-CoV,
MERS-CoV, ja SARS-CoV-2. [7.]

2.3 SARS-CoV

SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) on zoonoottisen koronaviruksen aiheut-
tama tauti, joka levisi epidemiaksi vuosina 2002 — 2003 [8, s. 4]. Tauti lahti liikkeelle
Kiinasta Guangdongin alueelta 2002 vuoden lopulla ja levisi kevaan kuukausien aikana
Kaakkois-Aasian alueella ja Kanadan kiinalaisyhteistn sisélla. Taudin epéillaan tarttu-
neen ihmiseen Kiinassa ruoaksi kaytetyista sivettikissoista, joissa on todettu levidvan
samantyyppista koronavirusta. SARS sairastutti maailmanlaajuisesti noin 8 500 ihmis-
t&, joista noin 9,5 % kuoli, yli 60-vuotiailla potilailla kuolleisuus oli yli 50 %. [9.]

SARS tarttuu pisaratartuntana nenén, suun tai silmien limakalvojen kautta. Taudin ita-
misaika on tyypillisesti 4 — 5 vuorokautta, mutta joissain tapauksissa itdmisajan on ha-
vaittu olevan vain yksi paiva (7 tapausta) ja pisin itAmisaika on ollut 14 paivaa [8, s. 7].
Taudin tyypilliset alkuoireet ovat korkea kuume, péaénsarky ja lihaskivut, ja pitkdan jat-
kuessaan tauti aiheuttaa keuhkokuumeen, jonka seurauksena osa potilaista vaatii hen-
gityskonehoitoa. Taudin levidmista ehkaistdén potilaiden ja heidan kanssaan lahikon-

taktissa olleiden eristamisella muista ihmisistd. Taudin levinneisyysluvun on arvioitu
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olleen noin 3 pahimman epidemian aikaan (R, = 3). Tauti osoitetaan reaaliaikaisella
RT-PCR-menetelmall& potilaan nenénielusta tai ulosteesta otetusta naytteesta [8, s. 1,
9;9]

2.4 MERS-CoV

MERS (Middle East respiratory syndrome) on Lahi-idasta lahtdisin oleva zoonoottisen
koronaviruksen aiheuttama hengitystieinfektio. Laboratoriovarmistettuja tautitapauksia
on havaittu 2 449 vuodesta 2012 alkaen kesdkuuhun 2019 asti, joista 21 % on ollut
oireettomia. 84 % tautitapauksista on todettu Saudi-Arabiassa, mutta tauti on todettu
yhteenséa 27 eri maassa. Tautiin on kuollut 34,5 % sairastuneista. MERS-CoV (Middle
East respiratory syndrome-coronavirus) tarttuu inmiseen tautia sairastavasta kamelista.
Virus pystyy tarttumaan ihmisestéa toiseen rajoitetusti. Suurin osa ihmisten valisista
tartunnoista on tapahtunut Saudi Arabiassa sairaanhoidossa henkilgilla, jotka ovat ol-
leet laheisessad kontaktissa MERS-potilaiden kanssa. Tauti ei ole kuitenkaan aiheutta-
nut varsinaista epidemiaa, ja sen levidmiskertoimen arvellaan olevan alle 1 (R, = 0,50).
[10,s.1; 9]

MERS-taudinkuva on hyvin samankaltainen SARS-taudin kanssa. Taudin itAmisaika on
3 — 14 paivaa, jonka jalkeen hengitystieinfektion oireet alkavat. Osa potilaista sairastaa
taudin oireettomana, mutta osalla tauti aiheuttaa vakavia oireita, kuten keuhkopdhon tai
hengitysvaikeuksia ja osalla tapauksista tauti johtaa kuolemaan maksan ja munuaisten
lopettaessa toimintansa. Taudin vakavuuteen vaikuttavat potilaan korkean ian liséksi
perussairaudet, kuten diabetes, korkea verenpaine tai sydansairaudet, nostavat kuol-

leisuutta huomattavasti. [9.]

Akuutin MERS-tautitapauksen laboratoriodiagnostiikka tehdaédn WHO:n suosituksen
mukaan nukleiinihapon osoitustestilla. Naytteestd monistetaan MERS-viruksen E- tai
N-geenialuetta RT-PCR:ll4. Positiivisista naytteista voidaan tehda varmistustesti RARp-
tai N-geenialueella RT-PCR:Ila. Viruksen on havaittu kayttdvan keuhkoputken ja keuh-
korakkuloiden epiteelisoluissa olevaa dipeptidyylipeptidaasi 4:4a solureseptorina.
MERS-CoV lisdantyy ihmisen alahengitysteissa, joten naytteet tulisi ottaa alahengitys-
teistd tai nenanielusta. MERS-tartunnalle on kehitetty useita serologisia vasta-aine-
testejd. Vasta-ainetestit eivat kuitenkaan sovellu diagnostiikkakayttoon vaan ovat

enemman tutkimuskaytdssa. [11, s. 1-5.]
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2.5 SARS-CoV-2

COVID-19 on SARS-CoV-2-viruksen aiheuttama hengitystieinfektio, joka levisi pande-
miaksi vuoden 2020 kevaalla. Joulukuun 2019 lopulla Wuhanissa Kiinassa raportoitiin
tuntemattoman etiologian keuhkokuumetapauksia. Tammikuun alussa Kiinan tau-
tienehkaisy- ja valvontakeskus CCDC tunnisti taudinaiheuttajaksi uuden koronaviruk-
sen ja tauti sai nimekseen COVID-19, Corona virus disease 2019. SARS-CoV-2 on
laheista sukua betakoronavirukselle SARS-CoV. [12.]

SARS-CoV-2-virus voi siirtya ihmiseen aerosolin tai kontaminoituneen esineen valityk-
sella. Virus tunkeutuu hengitysteiden tai ruoansulatuskanavan epiteelisoluihin piikkipro-
teiininsa avulla angiotensiini(ll)-reseptorin (ACE2) kautta. COVID-19-taudin itamisaika
vaihtelee yhdesta paivasta neljaéntoista mediaanin ollessa 5-6 paivaa [13]. Taudinkan-
tajan arvioidaan levittdvan tautia noin kaksi paivda ennen oireiden alkua [14]. Potilai-
den oireet kestavat tyypillisesti lievassa taudissa kahdeksan paivaa. Vakavissa tapauk-
sissa oireet kestavat pidempaan ja ovat voimakkaimmillaan kaksi viikkoa tartunnan
jalkeen. Osa tartunnan saaneista sairastaa taudin oireettomana. Oireettomien sairasta-
jien on epaéilty olevan suuri syy taudin leviamisessa [15]. Taudin leviamiskertoimen ar-

veltiin olevan Euroopassa ennen eristystoimia alueesta riippuen Ry = 2-4 [12].

COVID-19-taudin oireita ovat kuume, yska, kurkkukipu, yleinen heikkous, hengenahdis-
tus, nuha ja ripuli. Noin 10 — 30 % varmistetuista tapauksista vaatii sairaalahoitoa, jois-
ta osa vaatii tehohoitoa. Vakavat tautitapaukset voivat johtaa vakavien hengitystieoirei-
den, kuten keuhkoputkentulehduksen liséksi verisuonitauteihin, sydanlihaksen vaurioi-
tumiseen, rytmihdiridihin, sydamen laajentumiseen ja syddmen vajaatoimintaan [12].
COVID-19-taudin vakavuuteen liittyy olennaisesti potilaalla olevat aikaisemmat perus-
sairaudet [9].

3 COVID-19-taudin laboratoriodiagnostiikka

3.1 Yhteenveto diagnostisista testeista

Laboratoriodiagnostiikan tarkoituksena on varmistaa mahdolliset tartunnat, jolloin tar-

tunnan saaneet voidaan eristdd muista ja katkaista tartuntaketjut. Diagnostiikkaan kay-
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tetddn taudin aiheuttaman viruksen nukleiinihappojen osoittamiseen perustuvia PCR-
testejd. Suomessa kaytettdvd PCR-testi on WHO:n suosittelema ja kansainvalisesti
vakiintunut testi, jonka herkkyys on 95 %, eik& ristireaktiota tyypillisten kausikoronavi-
rusten kanssa ole havaittu. Diagnostisia testeja tehdaan toimiluvallisissa kliinisen mik-
robiologian laboratorioissa omavalmisteisena in-house-testina tai kayttoon hyvaksytyilla
kaupallisilla PCR-testeilla. [16.]

Testauksen tulokseen vaikuttaa olennaisesti naytteenoton oikea-aikaisuus ja oikea
tekniikka. Nayte otetaan naytteenottotikulla nenéanielun takaosan limakalvon pinnalta,
jotta epiteelisoluja saadaan naytteeseen. Nayte voidaan ottaa myds sylkinaytteena.
Nayte voi olla positiivinen vain, jos se on otettu oikeaan aikaan. Viruksen itdmisaikana
otettu nayte on negatiivinen, joten testin negatiivinen tulos ei takaa ettei potilas ole
saanut tartuntaa. Nayte tulisi ottaa oireiden alkamisen jalkeen, jolloin virusta voi l6ytya
naytteesta (kuva 4).

Ennen oireiden alkua : Oireiden alkamisen jdlkeen PCR-testi todennakdisesti
PCR-testi todenndkdi- |  PCR-testi todennakdisesti positiivinen negatiivinen
sesti negatiivinen Vasta-aineita todenndkdisesti muodostunut

SARS-CoV-2
virustartunta

vikkol  vikko2 viko3 vikko4 _viikko5 _vilkio6

E)
Oireiden alkaminen
—— PCR nendnielundytteestda ——PCR alempien hengitysteiden ndytteestd
------ IgM vasta-aineet -+ |gG vasta-aineet

Kuva 4. Koronaviruksen osoittaminen PCR-testilla voidaan tehd& viruksen itAmisajan jalkeen
viikkojen ajan. [16.]
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Potilaasta otetusta verinaytteesta voidaan tehdé vasta-ainetesti, jolla osoitetaan SARS-
CoV-2-viruksen vasta-aineita. Testin perusteella arvioidaan, onko potilas saanut CO-
VID-19-tartunnan aiemmin. Vasta-ainetesti on positiivinen infektion jatkuessa pidem-
paan tai vasta parantumisen jalkeen, joten vasta-ainetesti ei sovellu akuutin taudin to-

teamiseen. [16.]

3.2 Nukleiinihappojen osoitus

Nukleiinihappojen osoitustestilla voidaan monistaa ja tunnistaa kohdeorganismin gee-
neja. RNA-virusten nukleiinihappojen osoitus tehd&an reaaliaikaisella RT-PCR:ll&, joka
on herkka ja toistettava diagnostiikkamenetelm&. Nukleiinihappojen osoitustesti koos-
tuu nukleiinihappojen eristamisesta ja kohdegeenien eksponentiaalisesta monistami-
sesta. [17,s. 1.]

3.2.1 Nukleiinihappojen eristdminen ja puhdistaminen

Nukleiinihappojen eristaminen ja puhdistaminen on viruksen geenien monistamisen
ensimmainen vaihe. Nukleiinihappoja voidaan eristdd kohdeorganismia siséltavasta
biologisesta materiaalista. Ennen eristamista [Ahtdmateriaalin proteiinit pilkotaan, lyy-
sataan”, jolloin nukleiinihapot vapautuvat lyysipuskuriin. Nukleiinihappojen eristamisen
tavoitteena on saada talteen mahdollisimman paljon kohde RNA:ta ilman RNA:n pilk-
koutumista, samalla poistaen monistumista hairitsevat tai estavat komponentit nayt-
teestd. [17, s. 80; 18.]

Solujen ja kudosten hajottaminen voidaan tehdd mekaanisilla tai kemiallisilla menetel-
milla. Kemiallinen solun hajottaminen tehdaan lyyttisilla entsyymeillda, kaotrooppisilla
aineilla ja erilaisilla pesuaineilla. Kaotrooppisten aineiden tarkea tehtdva on suojata
nukleiinihappoa inaktivoimalla nukleaaseja. Mekaaninen hajottaminen voidaan tehda
ultradanen avulla, puristamalla tai hajottamalla solut pienien metalli- tai lasikuulien
avulla. Kaytettavd menetelma valitaan naytetyypin perusteella ja toisinaan paras tulos

voidaan saada yhdistelemalla kemiallisia ja mekaanisia menetelmia. [19.]

Nukleiinihappojen eristamiseen on valmistettu useita kaupallisia laitteistoja ja Kitteja.

Eristaminen voidaan tehda spin pylvaalla kuvan 4 mukaisesti, jolloin RNA sitoutuu pyl-
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vaassa olevaan silikakalvoon. RNA pestaan kolonnissa, jonka jalkeen RNA eluoidaan

pylvaastéa putkeen. [17. s 80-81.]

[ —  — &S

y

® ® ®

(]
[ J

Eluutio | | Sentrifugointi

—

Kuva 5. Silikapylvdsmenetelméassa nukleiininappo sidotaan silikapylvddseen, pestaan ja eluoi-
daan. Kuva tehty BioRenderilla. [18.]

Nukleiinihappojen puhdistaminen magneettisesti perustuu nukleiinihappojen sitoutumi-
seen mikrokokoisiin magneettipartikkeleihin. Magneettipartikkelit ovat yleensa para-
magneettisia, eli ne ovat magneettisia vain ulkoisen magneettikentén vaikutuksen alai-
sena. Magneettipartikkelit on yleensa paallystetty laajan pinta-alan omaavalla nukleiini-
happoja sitovilla materiaalilla, kuten siloksaaneilla. Naytteessa olevat nukleiinihapot
sitoutuvat magneettipartikkelin pintamateriaaliin, jolloin nukleiinihappoja voidaan puh-

distaa ja eluoida hellavaraisesti ilman sentrifugointia. [20].

3.2.2 RT-gPCR

RT-gPCR:n (reverse transcription polymerase chain reaction) tarkoitus on monistaa
kohdegeenia (templaattia) ja havaita sen monistuminen reaaliaikaisesti ja kvantitatiivi-
sesti. Monistettava templaatti on yksijuosteinen RNA, josta tuotetaan komplementaari-
nen DNA (cDNA) kaanteiskopioinnin (RT) avulla. Kaanteiskopioinnin jalkeen cDNA
monistetaan entsymaattisesti polymeraasiketjureaktiolla (PCR). RT-gPCR voidaan to-
teuttaa yksivaiheisella One-Step- tai kaksivaiheisella Two-Step-menetelmalla. Kohteen
monistuminen tunnistetaan reaaliaikaisesti spesifisen alukkeiden ja koettimien avulla

kuvan 6 mukaisesti. [17, s. 156.]
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@ Alkupiste @ Denaturaatio (95°C) ® Alukkeen annealing (60°C) @ Ekstensio (72°C)
Polymerisaatio Polymeraasi
1 5 5 /
il 7 — . L
Templaatti DNA Aluke ‘\

\»}L Fluoresoiva reportteri @

5 s i
. . Denaturaatio <(<<\ » vapautuu
AL \ T T 7
Aluke 9 ? Sitoutunut . A ®

koetin 5 -
S'IDH.I.I.I.I.I.LLI.I.LLI.I.I.LLLLL 3‘]]]]II-I-I-I-I-I-LL|-|-|-|-I-I-I-I-I-I-I."

Toimintaperiaate Tulos

Fluoresoiva

signaali N N
Fluoresoiva ® P Monistuminen

reportteri /-\ Vaimentaja

Q\—? Polymeraes% 7{1'_’

pilkkominen ©

Fluoresenssi

Flueroforin perustila Virittynyt fluorofori ——— -

Kuva 6. Fluoresoivaan reportteriin perustuvan qPCR:n toimintaperiaate. Vaimennin estéa fluo-
resenssin syntymisen. Koettimen Kkiinnityttyd templaattin DNA-polymeraasi pilkkoo
koettimen ekstensiossa ja fluorofori vapautuu, jolloin syntyy detektoitavaa fluoresens-
sia. Kuva tehty BioRenderilla. [17, s. 16.]

RT-gPCR:n monistumista mitataan templaattiin sitoutuvalla koettimella. Koetin on koh-
degeenille spesifinen, eli se Kiinnittyy sekvenssiin vain, jos naytteessa on tavoiteltua
tuotetta. Koettimena kaytetaan yleensa hydrolyysiin hajoavaa oligonukleotidia, jossa on
toisessa paassa fluorofori ja toisessa paassa vaimennin. Menetelma perustuu fluore-
senssi resonanssi energiansiirtoon (FRET), jossa fluoroforin emittoima fotoni detektoi-
tavan fluoresenssin sijaan siirtyy vaimenninmolekyyliin. Kun koettimena toimiva oligo-
nukleotidi hybridisoituu templaattinsa, DNA-polymeraasin nukleaasiaktiivisuus hajottaa
koettimen, jolloin fluorofori irtoaa vaimentimesta. Fluoresenssin intensiteetti voidaan

mitata, kun vaimennin ei enda esté fluoroforin lahettamaa fluoresenssia. [17, s. 16.]

Reaaliaikaisen RT-PCR:n edistymista seurataan fluoresenssin muutoksen avulla. Fluo-
resenssin muutos esitetaan syklien maaran funktiona. Monistumiselle maaritetaan Cqg-
arvo (Quantification cycle), jossa fluoresenssikayra ylittaa kynnysarvon (treshold). Kyn-
nysarvoksi maaritetaan sellainen arvo, joka ylittdd aina taustakohinan fluoresenssin.
Naytteet, joiden fluoresenssiarvo nousee logaritmisesti kynnysarvon yli, siséltavat koh-
degeenia, eli ovat positiivisia. Naytteet joiden arvo jaa kynnysarvon alapuolelle, tulki-

taan negatiivisiksi. [17, s. 9.]
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4 Tyo6n tavoitteet

THL:n asiantuntijamikrobiologiayksikk® osallistui Suomen COVID-19-diagnostiikan ka-

pasiteetin nostoon hankkimalla ja ottamalla kayttéon uusia laboratoriolaitteita.

Tyobn tavoitteena oli varmistaa uusien eristys- ja diagnostiikkalaitteiden soveltuvuus
COVID-19-epailynaytteiden testaukseen. Erityisesti tavoitteena oli selvittdd kolmen
uuden eristyslaitteen kyky eristaa viruksen RNA kayttdmalla laboratorion referenssime-
netelman reagensseja, jotta naytteen esikasittely voitaisiin tehdéa samalla protokollalla
kaikille COVID-19-epailynaytteille. Laitteiden herkkyytta arvioitiin laimennossarjan avul-
la. Liséksi yksi uusista laitteista oli tdysin automaattinen pikatestauslaite, ja sen suori-
tuskykya arvioitiin tutkimalla diagnostiikkaan saapuvia naytteitd rinnakkain sek& uudella

laitteella ettd referenssimenetelmalla.

Tyon tavoitteena oli myos maarittdd laboratorion kapasiteetti uusien laitteiden kayt-
toonoton jalkeen. Kapasiteetin arviointia varten vertailtiin eri menetelmien materiaali-

kustannuksia ja laitteilla tehtavaan rutiininomaiseen tyohon kulunutta aikaa.

5 TyoOssa kaytetyt laitteet ja menetelmat

Tydssa vertailtiin viittd eri laitetta ja menetelmdd COVID-19-epdilynaytteiden analysoin-
tiin. Tydssa vertailtavat laitteet on esitetty taulukossa 1. Kolme laitteista oli nukleiini-
happojen eristysautomaatteja. Laitteilla eristetystd RNA:sta tehtiin RT-qgPCR-analyysi
in-house-menetelmélla BioRadin CFX96-gPCR-laitteella. Kaksi laitteista, NeuMoDx ja
QIlAstat-Dx olivat taysin diagnostiikkaan kehitettyjd, ja ne kykenivat eristaméaan RNA:n
ja tekemédéan RT-gPCR-analyysin itsenaisesti. Laitteilla kaytettiin valmistajan suositte-
lemia viruksen RNA:n eristamiseen tarkoitettuja kitteja, ja kaikilla laitteilla kaytettiin eri
kittia.
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Taulukko 1. Tydssa kaytettiin viitta eri laitetta, joille kaikille kaytettiin eri kittia RNA:n eristyk-
seen. Osa laitteista teki naytteille pelkdn RNA-eristyksen ja osa teki naytteille
my6s qPCR analyysin.

. . . Eristaa RNA
Laite Kitti Tuotekoodi RNA gPCR talteen
Qiagen QIlAcube S 74104 N . .
Connect RNeasy® Mini Kit Kylla ei Kylla
Perkin Elmer che- chemagic Viral DNA/RNA | CMG-1033-S Kvila o Kvils
magic360 Kit special H96 Y Y
Qiagen QIAsympho- QIAsymphony® DSP Vi- 937055 . . .
nySP/AS rus/Pathogen Midi Kit Kylla el Kylla
NeuMoDx™ 96 Mo- LDT Primer/Probe Strip, 100400, Kvila Kvils o
lecular Systems LDT Master Mix, RNA 310100 Y Y
. : QlAstat-Dx® Respiratory 691214 i . .
Qiagen QIlAstat-Dx SARS-CoV-2 Panel Kylla Kylla ei

Menetelmia vertailtiin viruksen tunnistusherkkyyden, tydskentelyajan ja menetelman
kustannusten perusteella. Viruksen tunnistamista varten valmistettiin laimennossarja

SARS-CoV-2-positiivisesta naytteesta.

Kittien protokollat muutettiin laboratorion referenssimenetelman mukaisiksi. Kittien lyy-
sispuskurina kaytettiin RNeasy Mini Kitissa tulevaa RLT-lyysispuskuria kittien mukana
tulevan lyysispuskurin sijaan. My6s naytteen ja lyysispuskurin mééra muutettin RNea-
sy Mini Kitin mukaiseksi. QlAstat-Dx:n ja QlAcuben testit tehtiin taysin kitin protokollan

mukaisesti.

5.1 Bio- ja tyoturvallisuus

Naytteet, joiden epailtiin sisaltavan SARS-CoV-2-virusta kasiteltiin aina vahintaan BSL-
2:n eli bioturvaluokka kahden laboratoriossa. SARS-CoV-2 voi sdilya infektiivisena
pahvi- ja kuparipinnoilla useita tunteja. Virus voi sailya infektiivisend pinnoilla, jotka
ovat valmistettu muovista tai ruostumattomasta teraksestéa jopa useita paivia [21]. Nayt-
teet kasiteltiin aina bioturvakaapissa, jota pestiin saanndllisesti virusproteiinit denatu-
roivalla 2 til-%:n klorillilla ja 70 til-%:n etanolilla, joka inaktivoi lipidivaipalliset virukset
[22]. Bioturvakaapissa tydskenneltdessa pidettiin kaksinkertaisia suojakasineita ja hi-
hansuojuksia [23]. Viruksen inaktivointi tehtiin guanidiiniisotiosyanaattia sisaltavalla

RLT-lyysispuskurilla, jonka on osoitettu inaktivoivan koronaviruksia [24].

RNeasy Mini Kitissa (QIAGEN, 74104) kaytettin B-merkaptoetanolia (Sigma, CAS 60-

24-2) proteiinien denaturoimiseen ja erityisesti RNA:ta hajottavien RNAaasien inakti-
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voimiseen. B-merkaptoetanoli on myrkyllistd hengitettyna ja joutuessaan iholle. Yhdiste
on syovyttavaa ja haitallista nieltyn& [25]. B-merkaptoetanoli sekoitettiin RLT-puskuriin
ilmastoidussa vetokaapissa nitrilihanskoilla suojautuneena. Lyysatut naytteet eristettiin
automatisoiduissa laitteissa, jotka eivat olleet vetokaapin sisélla. Eristysta varten putket
taytyi avata, jolloin B-merkaptoetanolin voimakas haju levisi huoneeseen, vaikka labo-
ratoriotilojen ilmastointi on sdadetty tehokkaaksi.

5.2 Laimennossarjan valmistaminen

Laitteiden suorituskyvyn vertailu toteutettiin analysoimalla huhtikuussa 2020 tullutta
SARS-CoV-2-positiivisesta naytteesta tehtya laimennossarjaa kaikilla vertailussa olevil-
la laitteilla. Positiivisen naytteen alkuperainen Cg-arvo oli 15,66 ja siitd valmistettiin
kymmenkertainen laimennossarja 10" — 10°. Laimennokset valmistettiin fosfaattipus-
kuroituun keittosuolaliuokseen (PBS, Gibco PBS, pH 7,2, Ref 20012027, erd 2066547).
Analyysien yhdenmukaisuuden varmistamiseksi jokainen laimennos jaettiin 30 nayt-
teen erdan ja erat pakastettiin sailytyslampdétilassa -70 °C:ssa ennen RNA-eristysta.

Laimennossarjasta otettiin kahdesta vahvimmasta laimennoksesta 10 ja 10?2 yhdet
naytteet ja kolme rinnakkaista naytetta 102 — 10-° laimennetuista naytteista eristetta-
vaksi jokaiselle laitteista. Eristyksessa kaytettiin jokaisella menetelmélla naytteiden
inaktivointiin ja lyysaukseen RLT-lyysispuskuria (QIAGEN, RLT Lysis Buffer, Ref
79216, erd 166011063), johon oli lisatty 1 til-% B-merkaptoetanolia (Sigma, 2-
merkaptoetanoli, CAS 60-24-2, era BCCB9882) tehostamaan lyysausta. 350 pl:aan
RLT-puskuria lisattiin 100 ul naytelaimennosta. RNA-eristykset ja PCR-analyysit toteu-

tettiin valittbmasti naytteen lyysaamisen jalkeen.

5.3 PCR-reaktioseokset ja PCR-ohjelma

Tybssa kaytettiin Cormanin artikkelin mukaisia [26] alukkeita ja koetinta SARS-CoV-2
E-geenin monistamiseen ja detektoimiseen (taulukko 2). Koetin on FAM-leimattu hyd-

rolyysikoetin, jossa on 5’-péésséa FAM-leimattu fluorofori ja 3’-p&&ssa vaimennin.
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Taulukko 2. Tydssa kaytettavat SARS-CoV-2 E-geenin alukkeet ja koetin olivat Cormanin
artikkelin mukaiset [26].

. . . Pituus PCR
Oligonukleotidi Sekvenssi (emasta) | tuotteen koko
E Sarbeco F1 ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT 18
ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG
E_Sarbeco P1 [5]Fam [3]BHO-1 20 125 bp
E Sarbeco R2 ATATTGCAGCAGTACGCACACA 20

PCR-ty0ssa etenemissuunta oli aina puhtaimmasta tyosta likaisempaan kontaminaatio-
riskin vahentamiseksi. Ensimmaiseksi valmistettiin alukkeista, koettimesta ja nukle-

aasivapaasta vedestéa koostuva E-geenin oligoseos taulukon 3 mukaisesti.

Taulukko 3. E-geenin oligoseos valmistettiin nukleaasivapaasta vedesta seké koettimesta ja

alukkeista.
Komponentti Tilavuus (ul) Pitoisuus (uUM)
Nukleaasivapaa vesi 965
E_sarbeco P1 100 uM 7 0,7
E_sarbeco_F1 100 uM 14 1,4
E_sarbeco_R2 100 pM 14 1,4
yhteensa 1000

Tyon RT-gPCR toteutettiin yksivaiheisena. Menetelman mastermix-reagenssina kaytet-
tiin CDC:n testaamaa ja suosittelemaa Quantabio qScript® XLT One-Step RT-gPCR
ToughMix® -mastermixid [27]. Taulukossa 4 on esitetty tydssa kaytetty reaktioseos.
Kokonaistilavuudeltaan 25 pl:n reaktioseos sisélsi 12,5 yl Quantabio 2x qScript® XLT
One-Step RT-gPCR ToughMix® -mastermixia, 7,5 ul E-geenin oligoseosta ja 5 pl eris-
tettya RNA:ta.

Taulukko 4. RT-gPCR-reaktioseos.

Komponentti Tilavuus (ul)
Quantabio 2x gqScript® XLT One-Step RT-qgPCR ToughMix® 12,5
E-geenin oligoseos 7,5
Eristetty RNA 5
yhteensa 25

RT-gPCR-laitteena kaytettiin BioRad CFX96 Touch -laitetta. Tydssa kaytettiin taulukon

5 mukaista yksivaiheista RT-PCR-menetelmaa.
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Taulukko 5. Tydssa kaytetty PCR-ohjelma BioRadin CFX96 —laitteella.

Vaihe Lampétila (°C) Aika
RT (k&anteiskopiointi) 55 20 min
Aktivaatio 95 3 min
Denaturaatio x 45 95 15s
Annealing/Ekstensio x 45 58 1 min

16

RT-gPCR:n positiivisena kontrollina kaytettiin laimennettua SARS-CoV-kontrollia ja

negatiivisena kontrollina kaytettiin nukleaasivapaata vetta.

5.4 QIAGEN QIlAcube Connect

Qiagen QlAcube Connect (kuva 7) on nukleiinihappojen eristykseen ja puhdistukseen

tarkoitettu eristysautomaatti. Laite sisaltda robottikaden, sentrifugin, lammitettavéan ra-

vistelijan ja automaattisen pipetointijarjestelméan. QIAcuben eristyskitit perustuvat spin-

kolonneihin ja menetelm& on sama kuin manuaalisesti tehtévassa spin kolonnieristyk-

sessd. Naytteet lyysataan sekoittajassa, jonka jalkeen lysaatit siirretdan sentrifugissa

olevaan spin kolonniin. Nukleiinihapot sitoutuvat kolonnissa olevaan silikageelikalvoon,

jossa ne pestddn epapuhtauksista. Robottikasi siirtda spin kolonnin sentrifugissa ole-

vaan eluutioputkeen, johon nukleiinihapot eluoidaan RNaasi-vapaalla vedella. [28.]

Kuva 7. Uuden sukupolven QlAcube Connectissa on suuri kosketusnaytto, jolla laitetta kayte-

taan.
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Laboratorion referenssimenetelma oli QlAcubelle valmistettu kaupallinen RNeasy Mini
Kit (QIAGEN, 74104), jonka tehtavana oli puhdistaa ja eristaa totaali-RNA elainsoluista
ja -kudoksista. Biologiset naytteet lyysattiin ja homogenisoitiin kitin mukana tulevalla
RLT-puskurilla, joka sisalsi RNAaasit inaktivoivaa guanidiinitiosyanaattia. Laitteen pro-
tokolla lisdsi naytteisiin etanolia sitoutumisolosuhteiden parantamiseksi, jonka jalkeen
nayte siirrettiin spin kolonniin. RNA sitoutuu spin kolonnin silikageelikalvoon RLT-
puskurissa olevien guanidiinin kaotrooppisten suolojen vaikutuksesta. Kolonnissa epa-
puhtaudet pestiin pois ja RNA elutoitiin kitin mukana tulevalla RNAaasi vapaalla vedel-
la. [29, s. 9.]

RNeasy Mini Kitin menetelmaa kaytettiin pohjana kaikkiin muihin menetelmiin tyoturval-
lisuuden ja naytteiden esikasittelyn sujuvuuden takia. Uusien laitteiden menetelmat
muokattiin siten, ettd naytteet pystyttiin valmistamaan jokaiselle laitteelle samalla esi-
kasittelymenetelmalla. RNeasy Mini Kitissa naytteen esikasittelyvaiheessa 100 ul nay-
tetta pipetoitiin 350 yl RLT-puskuria sisaltdvaan putkeen, koska maaran oli tutkittu inak-
tivoivan SARS-koronavirus [24].

5.5 PerkinElmer chemagic™360

PerkinElmer chemagic™360 (kuva 8) on magneettipartikkeleihin perustuva nukleiini-
happoja eristava laite. Chemagic 360 -yksikdssa on magneettisauvapad, elektromag-
neetti, pyoriva taso reaktioastioille, integroitu nayttd ja hallintayksikké. Laitteella kaytet-
tavat puskuriliuokset sailytetddn laitteen ulkopuolella, josta ne imetaan laitteeseen

pumppuihin yhdistettyjen letkujen avulla. [30.]
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Kuva 8. PerkinElImer chemagic™360 on puoliautomaattinen nukleiinihappojen eristyslaite.

Reaktioastioina kéaytettiin Ritter Riplate®SW 2ml 96-kuoppaisia syvakuoppalevyja.
Naytteiden eristaminen tapahtui kuvan 9 mukaisesti. Lyysipuskurissa olevat naytteet
pipetoitiin kasin syvakuoppalevylle. Eristysohjelman kaynnistyksen jalkeen laite siirsi
magneettipartikkelit naytteen siséltavalle syvakuoppalevylle. Naytteen nukleiinihapot
sitoutuivat magneettipartikkeleiden pinnalla olevaan materiaaliin, ja magneetit kiinnittyi-
vat magneettisauvoihin elektromagneetin vaikutuksesta. Magneettisauvat siirsivat
magneettipartikkelit eristyksen jokaisessa vaiheessa uuteen reaktioastiaan, eivatka
magneettipartikkeleihin sitoutumattomat epapuhtaudet siirtyneet partikkeleiden muka-
na. Magneettipartikkelit kavivat lapi kolme pesuvaihetta: ensimmaéinen pesu tehtiin nat-
riumperkloraatilla ja etanolilla, toinen pesu tehtiin etanolilla ja kolmas pesu tehtiin ve-
della. Lopuksi viimeisessa astiassa magneettipartikkeleihin sitoutunut RNA irrotettiin
partikkeleista eluutioliuoksella. RNA pipetoitiin reaktioastiasta putkeen kasin. [30.]
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Néytteen Néyte sitoutuu Pesu @ Pesu etanolilla
pipetointi levylle magneettipartikkeleihin natriumperkloraatilla ja
{ 1 etanolilla
3 |
| — — R —
J - -—
ETTITITTIT,

RNA pipetoidaan RNA eluoidaan @ Pesu vedelld
levyltd putkiin magneettipartikkeleista

Kuva 9. Naytteen RNA:n eristiminen chemagic360-laitteella tehdaédn magneettisauvojen avul-
la. Nayte siirtyy magneettipartikkeleihin sitoutuneena levylta toiselle automaattisesti
kayden lapi kolme pesuvaihetta ja eluutiovaiheen. Lopuksi puhdistettu ja eristetty
RNA-eluaatti pipetoidaan putkeen manuaalisesti. Kuva tehty BioRenderilla. [30.]

RNA-eristystd varten kaytettin chemagic Viral 300 DNA/RNA -kittia (PerkinElmer,
CMG-1033-S). Kitin menetelmaa muokattiin alkuperaisesta referenssimenetelman mu-

kaiseksi. Kitin menetelmén mukaan syvakuoppalevylle pipetoitiin

. 300 pl naytetta
° 4 ul chemagic kitin poly(A) RNA:ta
° 10 pl chemagic kitin proteinaasi K:ta

° 300 ul chemagic kitin Lysis Buffer 1:ta.

Referenssimenetelmaa mukaillen tydssa pipetoitiin syvakuoppalevyille:

. 100 pl ndytetta
. 150 pl PBS-liuosta
o 350 pl RLT-puskuria (QIAGEN, 79216).

Kuoppalevyille pipetoitiin 150 pyl PBS-liuosta, jotta alkuperdinen 600 pl:n naytemaara
saavutettaisiin. Poly(A) RNA ja proteinaasi K jatettiin naytteesta pois, koska niiden ei
aikaisempien testien perusteella havaittu aiheuttavan merkittavaa vaikutusta eristyksen

tulokseen.
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5.6 QIAGEN QIAsymphony SP/AS

QIAGEN QIAsymphony SP eristdd ja puhdistaa nukleiinihapot automaattisesti silika-
paallystettyjen magneettipartikkelien avulla. QIAsymphony AS pipetoi eristetyn nukle-
iinihapon PCR-reaktioseokseen. Laitteita voidaan kayttaa integroituna kokonaisuutena,
jolloin SP eristéa nukleiinihapon ja siirtdd sen AS-moduuliin PCR-pipetointia varten.
Laitteita voidaan myds kayttaa itsenaisina yksikdina. Laitteisto koostuu kahdesta toi-
siinsa yhteydessa olevasta kaapista (kuva 10). QlAsymphony SP:ssa on lyysausase-
ma, robottitarrain, 4-kanavainen pipetointijarjestelmd ja magneettisauvat. Laitteessa
voidaan eristaa kerrallaan 96 naytettd 24 naytteen erissa. Eristys tapahtuu taysin au-
tomaattisesti pipetointijarjestelman avulla. QIAsymphony SP:n naytteen valmisteluun
kuuluu 4 paavaihetta: naytteen lyysaus, nukleiinihappojen sitoutuminen magneettipar-
tikkeleiden pintaan, nukleiinihappojen pesu ja eluointi. Qiagen valmistaa laitteelle
RNA:n genomisen DNA:n seka virusten ja bakteerien nukleiinihappojen eristamista
varten kitteja. [31, s. 50, 97.]

Kuva 10. QIAsymphonySP/AS koostuu eristys- ja PCR-pipetointi-moduuleista.

Tybn menetelmassa kaytettin QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi -kittid (QIA-
GEN, 937055). Kitti on tarkoitettu DNA ja RNA virusten seka bakteerien virusten nukle-
iinihappojen eristamiseen ja puhdistukseen. Kitin protokollassa eristettdva nayte pipe-
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toidaan nayteputkesta esikasittelyampulliin, jossa nayte lyysataan. Lyysatun naytteen
sekaan pipetoidaan magneettipartikkelit, joihin nukleiinihapot sitoutuvat. Magneettisau-
va keraa magneettipartikkelit sylinteriampullista ja siirtdd ne toiseen sylinteriampulliin,
joka siséltaa pesupuskuria. Lopuksi puhdistetut nukleiinihapot eluoitiin magneettipartik-
keleista. [31, s. 50, 97.]

Tyossa kaytetyssa menetelmassa naytemateriaalina kaytettiin samaa, kuin referenssi-
menetelmassa, eli 100 ul naytetta ja 350 pl RLT-puskuria. Menetelmana kaytettiin QIA-
symphony SP/AS integroitua ajoa, joten laite teki nukleiinihappojen eristdmisen jalkeen

PCR-pipetoinnin samoilla tilavuuksilla kuin referenssimenetelmassa tehdaan kasin.

5.7 NeuMoDx™ 96 Molecular System

NeuMoDx™ 96 Molecular System (kuva 11) on in vitro -diagnostiikkaan (IVD) tai labo-
ratorion kehittdmien nukleiininappotestien (LDT) tekemiseen tarkoitettu laitteisto. Lait-
teisto pystyy uuttamaan ja eristamé&an nukleiinihapot automaattisesti erilaisista nayte-
matriiseista. Laite monistaa ja tunnistaa kohdenukleiinihapposekvenssit reaaliaikaisel-
la PCR-menetelmalla. Testeissa kaytetaan laitteen valmistajan toimittamia tarvikkeita ja
reagensseja, seka LDT-testeissa kayttajan omia alukkeita ja koettimia. Laitteelle voi-

daan maarittda kvalitatiivisia ja kvantitatiivisia testeja. [32, s. 21.]
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Kuva 11. NeuMoDx™ 96 Molecular System pystyy eristaméaan ja analysoimaan 96 naytetta
kerrallaan.

NeuMoDx kayttdd lammon, lyyttisten entsyymien ja eristysreagenssien yhdistelmaa
solujen hajottamiseen, RNA-eristykseen ja inhibiittoreiden poistamiseen. Solujen hajo-
tuksessa vapautuvat nukleiinihapot kiinnittyvat magneettisiin mikropartikkeleihin, jotka
siirretddn NeuMoDx™ Cartridge -kasettiin. Mikropartikkelien mukana tulleet kiinnitty-
mattomat ja epaspesifisesti kiinnittyneet komponentit pestddn pesuliuoksella, jonka
jalkeen mikropartikkeleihin kiinnittynyt RNA eluoidaan eluutioliuoksella ja sekoitetaan
kayttgjan valmistelemiin alukkeisiin ja koettimiin. RNA, aluke ja koetinseos siirretaan
lyofilisoidun MasterMixin sisaltavalle NeuMoDx LDT MasterMix —testiliuskalle, jossa
seos rehydroi MasterMixin. MasterMix-testiliuska sisaltda one-step qRT-PCR:&an tar-
vittavat reagenssit ja sisaisen kontrollin. Kohde RNA-sekvenssin ja sisdisen kontrollin
monistuminen tapahtuu kasetin PCR-kammiossa. Siséinen kontrolli on leimattu hydro-

lyysiin perustuvalla TagMan®-koettimella. [33, s. 1-2.]

Tyossa luotiin NeuMoDx testiprotokolla SARS-CoV-2-viruksen E-geenin monistumisen
havaitsemiseksi. Protokollassa maaritettiin koettimen fluoresointikanava, huipun va-
himmaiskorkeus, eli raja-arvo, syklien minimi ja maksimimaara seka paattymispisteen

vahimmaisfluoresenssi. Samat arvot maaritettiin myds sisaiselle kontrollille. Taulukossa
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6 on esitetty SARS-CoV-2 E-geenin tunnistamista varten luodun protokollan maarityk-

set.

Taulukko 6. NeuMoDx:n PCR-ohjelman E-geenin koetin havaittiin vihrealla FAM-kanavalla ja
sisdinen kontrolli keltaisella HEX-kanavalla. Laitteen PCR-ohjelmalle asetettiin
taulukossa kuvatut arvot E-geenille ja siséiselle kontrollille monistumisen tunnis-

tamiseksi.
Alue E-geeni Sisainen kontrolli
Raportointi (hm) Vihred (470/510) Keltainen (530/555)
Huipun vahimmaiskorkeus 1250 1000
Huipun véahimmaisjakso 10 25
Huipun enimmaisjakso 40 40
Kynnysarvo 1250 1000

NeuMoDx:n PCR-ohjelma oli mikrofluidiikan ansiosta huomattavasti tavanomaista
PCR:aa nopeampi, yhden denaturaatio ja annealing-syklin kesto oli alle 30 sekuntia.

Tyo6ssa kaytetty PCR-ohjelma on esitetty taulukossa 7.

Taulukko 7. NeuMoDx:n PCR-ohjelman lampdétilaohjelma oli CFX96-laitteen ohjelmaa lyhy-

empi.
PCR-ohjelman vaihe Lampotila Aika
RT 50 15 min
Inaktivaatio 95 4 min
Denaturaatio x 45 95 6s
Annealing x 45 60 19s

Testia varten valmistettiin taulukon 6 mukaan Primer/Probe-testiliuskat SARS-CoV-2 E-
geenille. Testiliuskalle tehtiin koettimesta, alukkeista ja vedesté oligoseos, joka pipetoi-

tiin Primer/Probe-testiliuskan jokaiseen kuoppaan.

Taulukko 8. E-geenin oligoseos valmistettiin nukleaasivapaasta vedesta sekd E-geenin aluk-
keista ja koettimesta.

Komponentti Tilavuus (ul) | Pitoisuus (uM)
Nukleaasivapaa vesi 4,5
E_sarbeco probe 10 uM 0,5 0,71
E_sarbeco fwd primer 10 uM 1 1,43
E_sarbeco rev primer 10 uM 1 1,43
yhteensa 7
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Laitteella testattiin laimennossarjan naytteet muista laitteista poiketen kayttamalla Nun-
cin 4,5 ml:n CryoTubes -putkia laitteen naytetelineesta johtuen.

5.8 QIAGEN QIAstat-Dx Analyzer

QIAGEN QIAstat-Dx Analyzer -analysaattori (kuva 12) perustuu reaaliaikaiseen PCR-
tunnistukseen molekyylidiagnostisten néaytekasettien avulla. Laite koostuu yhdesta
kayttdmoduulista, johon voidaan liittd&d yhdesta neljgén analyysimoduulia. Analyysimo-
duulit ovat itsendisid yksikoitd, joiden toimintaa ohjataan kayttémoduulilta. Jokainen
analyysimoduuli voi analysoida yhtd naytekasettia kerrallaan. Kayttémoduulissa on
laitteen kayttamista varten kosketusnaytté ja naytteiden viivakoodeja sekd kasettien

tunnistusta varten viivakoodinlukija. [34, s. 15.]

Kuva 12. QlAstat-Dx-laitteistoa ohjataan kosketusnaytén avulla. Kuvan laitteessa on kaksi ana-
lyysimoduulia.

Analyysi toteutetaan syottdmalla nayte QlAstat-Dx-kasettiin (kuva 13) ja asettamalla
kasetti laitteen analyysimoduuliin. Naytematriisi voi olla kuiva nenénielutikkunayte tai
Universal Transport Mediumiin (COPAN, 333C) liuotettu nayte. Yhdessa kasetissa voi-
daan analysoida yhta naytettd kerrallaan. Naytekasetti siséltaa sisaisen kontrolliin ja

multiplex-PCR-testiin tarvittavat reagenssit reaktiokammioissa lyofilisoituneena.
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Kuva 13. QlAstat-Dx-néytekasetissa tapahtuu nukleiinihappojen eristys ja amplifikaatioreaktio.
[35, s. 18]

Siséisena kontrollina QIAstat-Dx SARS-CoV-2 Panel kayttaa titrattua bakteriofaagi
MS2:ta, joka on positiivisaikeinen yksijuosteinen RNA-virus. Sisainen kontrolli on kase-
tissa kuivatussa muodossa ja se rehydroituu naytteen asettamisen yhteydessa. Sisai-
nen kontrolli kay lapi kaikki samat vaiheet, kuin nayte. Testin jalkeen laite kertoo sisai-

sen kontrollin onnistumisen ja Cg-arvon tuloksen analyysin jalkeen. [35, s. 19.]

Analyysimoduuli tekee testikasetissa nukleiinihappojen-eristyksen ja reaaliaikaisen
multiplex-RT-PCR-testin automaattisesti testikasetin suljetussa jarjestelmassa. QIAs-
tat-Dx® Respiratory SARS-CoV-2 Panel tunnistaa SARS-CoV-2-viruksen lisdksi 22
muuta hengitystietaudinaiheuttajaa (taulukko 9). [35, s. 15-17.]

Taulukko 9. QIlAstat-Dx® Respiratory SARS-CoV-2 Panel pystyy tunnistamaan 23 patogee-
nia. Enterovirus ja rhinovirus detektoidaan, mutta tulos ei ole selektiivinen. [35, s.

7]
Respiratory SARS-CoV-2 Panelin tunnistamat patogeenit
Influenssa A Parainfluenssavirus 1
Influenssa A, alityyppi HLIN1/2009 Parainfluenssavirus 2
Influenssa A, alityyppi H1 Parainfluenssavirus 3
Influenssa A, alityyppi H3 Parainfluenssavirus 4
Influenssa B Respiratorinen synsytiaalivirus A/B
Koronavirus 229E lhmisen metapneumovirus A/B
Koronavirus HKU1 Adenovirus
Koronavirus NL63 Bokavirus
Koronavirus OC43 Mycoplasma pneumoniae
SARS-CoV-2 (2019-nCoV) Legionella pneumophila
Rhinovirus/Enterovirus Bordetella pertussis
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Naytteen solut lyysataan mekaanisesti ja kemiallisesti guanidiinitiosyanaatilla, jonka
jalkeen nukleiinihapot puhdistetaan kalvomenetelmalla. Puhdistettu nukleiinihappo se-
koittuu lyofilisoituun Master Mixiin ja liuottaa sen. Nukleiinihappo ja Master Mix seos
siirretdan ennaltamaaritellyin alikvottein eri reaktiokammioihin, joissa tapahtuu reaaliai-
kainen multiplex-RT-PCR. Kohdeanalyyttien lasn&oloa ja monistumista seurataan fluo-
resenssin lisd&ntymisella kussakin reaktiokammiossa. Analyysin jalkeen kayttomoduuli
iimoittaa jokaisen patogeenin testin tuloksen ja ilmoittaa mahdollisen positiivisten tulos-

ten ja sisdisen kontrollin Cg-arvon. [35, s. 17.]

6 Tyon tulokset

QIAcube Connectia, chematic™360:ta, QIAsymphonySP/AS:44, NeuMoDx:&4 ja QlAs-
tat-Dx:8& vertailtiin toisiinsa. Eri laitteiden menetelmien tyonkulku on esitetty kuvassa

14.
Esikasittely RMNA-eristys PCR-pipetointi PCR Tulos
Nayte siirretadan Kasetti laitetaan
QlAstat kasettiin »  QlAstat-Dx-
kuljetusmediassa laitteeseen

A

Lyysattu nayte
analysoidaan
NeuMoDx:lla l L

¥

‘ Nayte kuljetus-

mediassa qPCR Tulos
rs
.| chemagic3B60
"l RNA-eristys
v
. — .| PCR-pipetointi
e | amu e :
"l RNA-eristys
gPCR CFX96:lla

. |QlAsymphonySP |QlAsymphonyAS A
"l RNA-eristys "| PCR-pipetointi

Kuva 14. NeuMoDx:lla ja QlAstat-Dx:lla naytteille tehtiin RNA-eristys ja gPCR itsendisesti. QIA-
symphonySP/AS:Ila tehtiin RNA-eristys ja PCR-pipetointi 96-kuoppaformaatin PCR-
stripeille. QlAcube Connectilla ja chemagic™360:1la naytteille tehtiin RNA-eristys, jon-
ka jalkeen eristetty RNA pipetoitin PCR-reaktioseokseen kasin. QlAcubella, chema-
gic360:11a ja QIAsymphonylla eristetyt RNA:t monistettiin CFX96 qPCR-laitteella.

QIlAstat-Dx erosi muista laitteista siten, etté kuljetusmediassa olevaa naytetta ei siirret-
ty lyysispuskuriin vaan nayte syoétettiin naytekasettiin kuljetusmediassa. Laite eristi

naytteen nukleiinihapot ja suoritti reaaliaikaisen PCR:n automaattisesti. Kaikkien mui-
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den vertailtavien laitteiden menetelmisséd nayte siirrettin RLT-lyysispuskuriin ennen
seuraavaa vaihetta. NeuMoDx teki lyysatusta naytteestd RNA-eristyksen ja reaaliaikai-
sen PCR:n automaattisesti. Muut vertailtavat laitteet erikoistuivat nukleiinihappojen
eristdmiseen ja puhdistamiseen. Chemagic360:n ja QIAcuben eristama RNA pipetoitiin
reaaliaikaisen PCR:n reaktioseokseen kasin, kun taas QIAsymphonyn eristama RNA
pipetoitiin laitteen PCR-pipetointiin erikoistuneella moduulilla. Kaikkien eristyslaitteiden
eristetyt RNA:n monistettiin BioRadin CFX96 gPCR -laitteella.

6.1 Herkkyys

Laitteiden suorituskykya vertailtiin niiden kyvylla eristdd, monistaa ja havaita kohde-
geeni naytteesta. Herkkyyttd testattiin laimennossarjan avulla. Jokaisesta naytelaimen-
noksesta testattiin kolme rinnakkaista naytetta. Taulukossa 10 on listattu jokaisen eris-
tys- ja diagnostiikkalaitteen suoriutuminen testista. Laimennossarjan tuloksien Cg-arvot
ovat listattu litteeseen 1. Positiiviseksi luettiin naytteet, joiden fluoresenssi ylitti kyn-

nysarvon.

Taulukko 10. Laimennossarja testattiin jokaisella laitteella kolmella rinnakkaisella naytteella.
Chemagic360 oli testin herkin kykenemalla monistamaan 10 ®_laimennoksen
kaikki kolme naytettd. Mikaan testin laitteista ei monistanut havaittavasti 107

laimennosta.
Havaitut monistumiset
Laimennos QlAcube chemagic360 | QIAsymphony | NeuMoDx | QlAstat
107 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
10" 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
10 3/3 3/3 0/3 3/3 3/3
10° 2/3 3/3 0/3 0/3 2/3
10”7 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

Herkimmaksi laitteeksi osoittautui PerkinElmer chemagic360, joka onnistui monista-
maan 10°-vahvuisen laimennoksen kaikki kolme rinnakkaista naytetta. Qiagen QIAcu-
be Connect ja QlAstat-Dx monistivat kaksi kolmesta rinnakkaisesta naytteesta 10
laimennoksella. NeuMoDx onnistui monistamaan ja tunnistamaan kaikki kolme 10°
laimennoksen naytettd, myds 10° laimennoksen naytteet monistuivat eksponentiaali-
sesti, mutta niiden fluoresenssiarvot jaivat selvasti asetettujen raja-arvojen alle, jolloin
tulos tulkittiin negatiiviseksi. QIAsymphonylla eristetyistd naytteista kohdegeeni onnis-

tuttiin havaitsemaan vain 10 ja sita vahvemmista laimennoksista.
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6.2 Tyobaika

Laitteiden tehokkuutta arvioitiin vertailemalla 96 naytteen analysoinnin kestoa lyysis-
puskuriin siirretysta naytteesta gPCR-tuloksen saamiseen. Kuvassa 15 on esitetty sini-
sella analyysiaika 96 naytteen tuloksen kokonaiskestosta ja punaisella analyysin
hands-on-time, eli kuinka pitkaan tyontekija edistaa analyysia aktiivisesti. QlAcuben ja
chemagic360:n eristamat RNA:t siirrettin  eppendorf-putkissa PCR-templaatinlisdys
huoneeseen, jossa jokaisen naytteen RNA lisattin MasterMixia sisaltavaan PCR-
putkeen kasin. Valmiit PCR-putket siirrettiin CFX96 qPCR-laitteeseen, jolla ajettiin kah-
den tunnin pituinen PCR-ohjelma. QIAsymphony pipetoi PCR-mastermixin ja templaat-
ti RNA:n automaattisesti, joten kayttgja vain siirsi valmiit PCR-putket PCR-laitteeseen
ja kaynnisti ohjelman. Liitteessa 2 on esitetty tarkemmat arviot analyysien eri vaiheiden
kestoista. QIAstat-Dx:n tybaikaa ei vertailtu muihin laitteisiin, silla laite ei sovellu mas-
satestaukseen.

QIAcube chemagic360 QIAsymphony NeuMoDx
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10,0
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6,0
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o

0,0

m Aika yhteensa tunneissa ® Hands-on-time tunneissa

Kuva 15. Analyysin kesto 96 naytteelle tunneissa. Kesto on arvioitu lyysispuskuriin siirretysta
naytteestd gPCR-tuloksen saamiseen. Sininen palkki kertoo testin kokonaiskeston ja
punainen palkki tydntekijan aktiivisen hands-on-ajan.

Laboratorion referenssimenetelmana kaytetyn QlAcuben néaytekapasiteetti 12 naytteel-
& kerrallaan oli selva rajoittava tekija. Naytteiden eristysprosessi oli melko nopea 30
minuutin kestolla, mutta se my06s sitoi kdyttdjan operoimaan laitteella usein ja nayttei-
den eristdminen vaati suhteellisen paljon k&sity6td. 96 ndytteen analyysiin tarvittiin
kahdeksan 12 naytteen eristystd. Yhteensa aikaa kului 96 naytteen eristykseen yli 9

tuntia, josta noin 6 tuntia kayttaja teki aktiivisesti toita.
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Chemagic360 kykenee eristamaan 96 naytetta kerrallaan 65 minuutin eristysprotokol-
lalla. Laitteen kayttd vaati paljon kasityota, silla jokainen néyte pipetoitiin erikseen
kuoppalevylle. Kasin tehtdvaan pipetointiin ja RNA:n sailytysputkien merkitsemiseen
kului huomattava maara aikaa; kaytannossa 96 naytteen eristyksen koko aika kului
RNA-eluutioputkien merkkaamiseen.

QIAsymphony mahdollistaa 96 naytteen eristyksen kerrallaan 24 naytteen erissa. Yh-
den eran eristyksen kesto oli noin 2 tuntia, ja kokonaiskestoksi 96 naytteen eristykselle

ja PCR-analyysille tuli yli 10 tuntia, josta kayttajan aktiivista aikaa oli alle kolme tuntia.

NeuMoDx analysoi naytteen automaattisesti lyysatusta naytteestd, jolloin kayttajan
tarvitsi vain valmistella reagenssit, tehdd naytelistaus ja syottda naytteet laitteeseen.
Yhden naytteen analyysiaika oli noin 80 minuuttia, ja laite pystyy analysoimaan noin 18
naytettd tunnissa. Kokonaiskestoksi 96 naytteelle tulisi noin 6 tuntia, josta kayttajan
aktiivista tydaikaa olisi kaksi tuntia.

6.3 Kayttokustannukset

Laitteiden kayttokustannuksia arvioitiin laskemalla materiaalikustannuksiksi jokaisen
naytteen ja testin tarvitsema maara reagensseja ja valineita yhteen ja henkildkustan-
nuksiksi laitteen vaatima aktiivinen tybaika kerrottuna keskimaaraisella tutkimusanalyy-
tikon tuntipalkalla, johon oli lisatty sosiaalikulut. Tuntipalkaksi maariteltiin 55 €. Laittei-
den kayttokustannukset 96 naytteen analyysille on esitetty kuvassa 16. Kayttdkustan-
nuksiin ei ole huomioitu laitteiden hankintahintaa. QIAstat-Dx:n kayttokustannuksia ei

verrattu muihin laitteisiin, silla laite ei sovellu massatestaukseen.
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Kuva 16. 96 naytteen analysoinnin kokonaiskustannukset koostuvat sinisella merkityistda materi-
aalikustannuksista ja punaisella merkityisté henkilokustannuksista.

Laboratorion referenssimenetelmalla QlAcubella eristettynd 96 naytteen analyysin ko-
konaiskustannukset olivat noin 1 001 €, josta materiaalikustannuksia oli 666,41 € ja
henkilokustannuksia 334,58 €. Chemagic360 eristyksellda 96 naytteen analyysin hin-
naksi muodostui noin 610 €, josta materiaalikustannuksia oli 435,41 € ja henkilokus-
tannuksia 174,14 €. QlAsymphonyn kokonaiskustannukset 96 naytteen analyysiin oli 1
009 €, josta 852,98 € oli materiaalikustannuksia ja 155,83 € henkildkustannuksia.
NeuMoDx:n 96 naytteen analyysin hinta oli 1 152,57 €, josta materiaalikustannuksia oli
1 040,13 € ja henkilokustannuksia 112,44 €.

6.4 QlAstat-Dx:n suorituskyky

QlAstat-Dx pikatestilaitteen Respiratory SARS-CoV-2 -kitin kliinista suorituskykya ver-
rattin THL:n laboratorion kdytdssa olevaan SARS-CoV-2 referenssimenetelméan tut-
kimalla diagnostiikkaan saapuvia naytteita rinnakkain molemmilla menetelmilla. Vertai-
lun tulokset on esitetty taulukossa 11. Yhteensa molemmilla menetelmilla testattiin 67
naytetta.

Herkkyys kertoo validoitavan menetelman kyvyn loytéda positiiviset naytteet kaikkien
naytteiden joukosta. Herkkyys maédritetaan laskemalla validoitavalla menetelmélla saa-

tujen positiivisten naytteiden osuus kaikista oikeista positiivisista naytteista. Respiratory
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SARS-CoV-2 -kitin herkkyys referenssimenetelmaéan verrattuna oli testin perusteella 93
%. Spesifisyys kertoo validoitavan menetelmén kyvyn 16ytaé negatiiviset naytteet kaik-
kien naytteiden joukosta. Spesifisyys on validoitavan menetelmé&n negatiivisten osuus
kaikista oikeista negatiivisista naytteistd. SARS-CoV-2- kitin spesifisyys referenssime-
netelm&an verrattuna oli testin perusteella 100 %. [36, s. 38]

Taulukko 11. QIlAstat-Dx Respiratory SARS-CoV-2-kitin tuloksia verrattiin In-house-PCR:n
tuloksiin. Kaksi In-house-PCR:lla positiivista naytettd jai negatiiviseksi QlAstat-
Dx:lla. Menetelmien vertailussa testattiin yhteensa 67 naytetta.

In-house-PCR pos | In-house-PCR neg | yhteensa
QlAstat pos 25 0 25
QlAstat neg 2 40 42
yhteensa 27 40 67

Herkkyys (%) 92,59
Spesifisyys (%) 100,0

QIlAstat-Dx:n Respiratory SARS-CoV-2 -kitin positiivisten naytteiden Cqg-arvoja verrat-
tiin laboratorion referenssimenetelmélla saatuihin Cg-arvoihin (kuva 17). Laitteiden
valisten Cg-arvojen korrelaatio oli 0,78.
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Kuva 17. QlAstat-Dx:n 25:n analyysin Cg-arvoja verrattiin referenssimenetelmalld saatuihin Cqg-
arvoihin. Menetelmien véalinen korrelaatio on 0,78.

metropolia.fi ﬁfMetropolia



32

QIlAstat-Dx:lla testattiin muista laitteista poiketen laimennossarja vahvimmasta laimen-
noksesta vain 107-laimennokseen saakka. Testausta supistettiin testikasettien séés-

tamiseksi.

7 Pohdintaja yhteenveto

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli selvittda THL:n asiantuntijamikrobiologian yksikon

uusien eristys- ja diagnostiikkalaitteiden soveltuvuus COVID-19-diagnostiikkaan.

7.1 Luotettavuus

Eri menetelmien herkkyydet olivat l1ahes yhta hyvat pois lukien QIAsymphonyn herk-
kyys, joka jai selkeasti muita heikommaksi. QIAsymphonyn eristysmenetelmaa tulisi
optimoida ennen kuin se voidaan ottaa laboratorion diagnostiikkakayttdéon. Asiantunti-
jamikrobiologiayksikk6 on osallistunut kolmeen kansainvdliseen COVID-19-
diagnostiikan laatukierrokseen (jarjestgjat WHO, ECDC ja QCMD), joissa oli yhteensa
22 SARS-CoV-2-positiivista tai negatiivista naytetta. Naytteiden testaamiseen kaytettiin
QIACube- ja chemagic360-eristyksia ja NeuMoDx:aa. Kaikki tulokset olivat oikein, joten

testeja voi pitaa luotettavina.

7.2 Laitteistojen vertailun havainnot

Diagnostiikan sujuvuuden kannalta on tarkedd, etta kaikissa naytteen esikasittelypis-
teissa tyonkulku on samanlainen ja ettd kaikki ylimaaraiset valivaiheet poistetaan. Su-
juvuuden varmistamiseksi haluttiin, ettéa naytteet voidaan kasitella kaikille kaytdssa ole-
ville laitteille samaa lyysispuskuria ja putkia kayttden. Tydssa sovellettiin laboratorion
referenssimenetelmana toimivaa Qiagenin QlAcubelle valmistettua RNeasy-kitin vi-
ruseristysprotokollaa muille laitteille. QIAcubella voidaan kerrallaan eristaa 12 naytetta,
mutta kaytannodssa naytteita voidaan yhdella ajolla eristda vain 10, silla eristyksen posi-
tiivinen ja negatiivinen kontrolli vievat kaksi paikkaa. Diagnostiikkakayttéon laitteen

kapasiteetti on todella pieni.

Tyon tulosten perusteella PerkinElmer chemagic360 -eristysautomaatti soveltuu par-

haiten laboratorion tarpeisiin. Laite oli tydssa tehtyjen testien mukaan herkin vertailta-
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vista laitteista. Laitteen kayttokustannukset olivat myds tydssa vertailussa olevista lait-
teista pienimmat. Laitteessa kaytettavid reagensseja tuotetaan Suomessa, joten niiden
saatavuus voi olla kriisitilanteissa parempi, kuin kilpailijoiden. Chemagic360 mahdollis-
taa suuren naytemaaran eristamisen, mutta puoliautomaattisena laitteena se vaatii
myds paljon kasity6td. Jokainen eristettdva nayte pipetoidaan eristyslevylle kasin ja
eristetty RNA pipetoidaan levyltéa k&sin putkeen. Eristyslaite vaatii optimaaliseen tyo-
rytmiin kaksi tyontekijaa, jolloin laite saadaan jatkuvaan kayttéon ilman ylimaaraisia

katkoksia. Pipetointirobotti voisi myds sujuvoittaa tyon kulkua.

Qiagenin QIAsymphony SP/AS tarjoaa automaattisen RNA-eristyksen sekda PCR-
mastermixin ja laitteella eristettyjen RNA:iden pipetoinnin PCR-lewvyille taysin automaat-
tisesti. Automaattinen pipetointi soveltuu hyvin diagnostiikkaan ja poistaa pipetoinnin
osalta inhimillisen virheen mahdollisuuden kokonaan. Tyfssa tehtavien testien perus-
teella laitteen herkkyys kaytetylla protokollalla oli kuitenkin testin heikoin. Protokollaa
taytyisi optimoida, jotta laitetta voitaisiin pitda luotettavana COVID-19-diagnostiikassa.
Laitteen eristys on myods melko hidas, silla 24 naytteen eran eristdmisessa menee |&-
hes kaksi tuntia. Laitteen AS-moduulin PCR-pipetointimoduuli tuo kuitenkin mahdolli-
suuden kayttaa laitetta PCR-pipetointirobottina. Laite voi pipetoida PCR-mastermixin ja
naytteet PCR-levylle, vaikka laitteella ei tekisikd&n naytteiden eristysta. Diagnostiikka-
prosessia voisi optimoida hydodyntamalla laitteen pipetointiautomatiikkaa.

NeuMoDx 96 Molecular System on taysin diagnostiikkaan kehitetty gPCR-laitteisto,
joka tekee naytteiden kasittelyn itsenaisesti. Laite analysoi ndytteet nopeasti mikroflui-
diikan ansiosta ja tydn perusteella menetelman herkkyys on hyva. Reagenssien hinta
osoittautui testin suurimmiksi ja reagenssien saatavuus on osoittautunut heikoksi. Lait-
teen kapasiteetti 18 naytetta tunnissa ei riitd diagnostiikkalaboratorion tarpeisiin, mutta
laite toimii hyvin tukena kiireellisten naytteiden analysoinnissa. Laite soveltuu huonosti
tutkimuskayttoon, silla eristettyd RNA:ta ei saa talteen jatkotutkimuksia varten. Laitteen

kayttdonotossa oli ongelmia jatkuvien vikojen vuoksi, joista osa johtui viallisista osista.

QlAstat-Dx SARS-CoV-2 Panel on herkka ja nopea tapa analysoida yksittaisia kiireelli-
sia naytteita. Testi tunnistaa SARS-CoV-2-viruksen lisdksi muitakin hengitystieinfektioi-
ta aiheuttavia patogeeneja, joten testi soveltuu todella hyvin esimerkiksi tehohoitopoti-
laiden naytteiden analysointiin. Testi ei sovellu massadiagnostiikan tarpeisiin &arim-
maisen pienesta kapasiteetista ja kalliista hinnasta johtuen. Testi ei sdasta eristettya

RNA:ta jatkotutkimuksia varten, joten testi soveltuu vain diagnostiikkakayttoon.
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7.3 THL:n jatkotoimenpiteet

Tata kirjoittaessa koronapandemia on viela kaynnissa ja kapasiteetin nosto THL:n CO-
VID-19-diagnostiikassa on edelleen ajankohtaista. Tydssa tehdyn vertailun perusteella
on paatetty investoida kahteen PerkinElmer chemagic360 -eristysautomaattiin. Eri val-
mistajien laitteita on kuitenkin hyva olla, silla reagenssien saatavuudessa saattaa tulla
ongelmia, jos naytteita otetaan paljon. Kevaalla 2020 reagenssien ja muiden tarvikkei-

den saatavuudessa oli suuria vaikeuksia maailmanlaajuisesti.

QIAsymphonyn eristysprotokollaa pitéisi optimoida, jotta laitteen tarjoama lisdkapasi-
teetti saataisiin laboratorion kayttoon. Laite mahdollistaa lahes automaattisen prosessin
kasitellysta naytteesta valmiiksi PCR-seokseksi, eiké se sido tyontekijaé laitteen pariin
pitkaksi aikaa. Optimoituna laite olisi hyvin arvokas diagnostiikassa, jos muut laitteet

ruuhkautuvat.

Pipetointirobotin kayttd vahentdisi huomattavasti kontaminaatioriskia ja inhimillisen
virheen mahdollisuutta. Laboratoriossa on kaynnistetty QIAsymphonyAS:n PCR-
pipetointimoduulin kayttéonottoprojekti chemagic360:ssa kaytetyille syvakuoppalewvyille,
mika vahentaisi olennaisesti eristyksen ja PCR:n kasin pipetointia. Laboratoriossa teh-
daan parhaillaan vertailua ja kilpailutusta myds muista pipetointiautomaateista, jotka

voisivat sujuvoittaa diagnostiikkaa.

THL jatkaa In-house-PCR:n kayttoa diagnostiikkaan kokonaan kaupallisiin kitteihin siir-
tymisen sijaan, silla viruksen muuntuessa laboratorio voi tarvittaessa siirtya nopeasti
analysoimaan uusia kantoja muokkaamalla RT-PCR:n oligoja. Kaupalliset kitit eivat

kykene vastaavaan ketteryyteen monimutkaisten hyvaksymisprosessien takia.

Laitteiden soveltuvuus muiden virusten diagnostiikkaan koronapandemian paattymisen
jalkeen on hyva selvittaa. Chemagic360 on jo validoitavana muita eristyksia varten.
NeuMoDx tarjoaa mahdollisuuden kayttad omia oligoja testeihin, joten sen kayttdmabh-

dollisuudet diagnostiikkaan ovat erittain laajat.
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Laimennossarjan Cg-arvot

Taulukko 1. Tydssa kaytetty laimennossarja eristettiin kaikilla vertailussa olevilla laitteilla,
laitteiden herkkyytta arvioitin menetelmalla saatujen kynnysarvojen eli Cqg-
arvojen perusteella.

Laimennos QlAcube Connect | chemagic 360 | QlAsymphony NeuMoDx | QlAstat
(Ca) (Ca) (Ca) (Ca) (Ca)

10™ 19,81 17,13 19,92 17,57 20,20
107 24,31 21,75 24,23 23,18 26,20
10° 27,14 25,94 28,55 26,72 29,00
10° 27,16 26,41 28,40 26,63 28,60
10° 27,23 25,70 28,95 26,27 29,70
10" 30,45 29,59 32,21 30,00 33,50
10* 30,57 29,31 31,80 28,62 32,70
10" 30,69 29,82 32,07 29,85 32,30
10” 34,00 32,23 no Cq 34,16 35,20
10° 34,34 32,83 no Cq 32,07 37,40
10° 35,36 32,45 no Cq 32,30 35,00
10° 37,45 36,33 no Cq no Cq 37,70
10°® 40,95 36,43 no Cq no Cq 36,20
10° no Cq 38,93 no Cq no Cq no Cq
10”7 no Cq no Cq no Cq no Cq no Cq
10”7 no Cq no Cq no Cq no Cq no Cq
10”7 no Cq no Cq no Cq no Cq no Cq
10® no Cq no Cq no Cq no Cq
10 no Cq no Cq no Cq no Cq
10 no Cq no Cq no Cq no Cq
107 no Cq no Cq no Cq no Cq
107 no Cq no Cq no Cq no Cq
107 no Cq no Cq no Cq no Cq
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Taulukko 1. Laitteiden tydaikaa vertailtiin esikasitellyn nédytteen vastaanottamisesta testin
tuloksen saamiseen. Taulukon vaiheiden kestot on ilmoitettu minuuteissa.

QlAcube | Chemagic360 | QlAsymphony | NeuMoDx | QlAstat-
Laite (min) (min) (min) (min) Dx (min)
Naytemaara 12 96 24 18 1
ERISTYS
Reagenssien valmistelu 5 10 10 0
Naytelistauksen laatiminen 5 5 0
Naytteiden siirto 30 5 5
Eristysohjelma 30 65 120 80 70
RNA-putkien merkkaaminen 10 30 0 0 0
RNA:n pipetointi putkiin 0 15 0 0 0
Siirto PCR-huoneeseen 5 5 5 0 5
Siivous (viive seuraavaan ajoon) 5 15 10 3 5
Eristys hands-on yht 35 105 35 23 15
Eristykseen kuluva aika 50 125 125 80 75
Kapasiteettikerroin 8 1 4 5,3 96
PCR
Mixin valmistus ja pipetointi 20 20 10 0 0
Templaatin pipetointi 45 45 0 0
Ajon kdynnistaminen 5 5 5 0 0
Siivous 15 15 10 0 0
PCR-ohjelma 120 120 120 0 0
PCR ajoa viivyttava hands-on 50 50 5 0 0
PCR hands-on yht 85 35 25 0 0
Hands-on-yht 85 85 30 0 0
Aika eristys ja pcr yht 570 295 625 340,0 7200
Hands on eristys ja pcr yht 365 190 170 122,7 1440
Analyysi, 96 naytetta QlAcube chemagic360 QIAsymphony NeuMoDx QlAstat-Dx
Aika yhteensa (h) 9,5 4,9 10,4 5,7 120,0
Hands-on-time (h) 6,1 3,2 2,8 2,0 24,0
Analyysi, 96 naytetta QlAcube chemagic360 QlAsymphony NeuMoDx QlAstat-Dx
Materiaaliustannukset (€) 666,41 435,41 852,98 1040,13 8640
Henkilokustannukset (€) 334,58 174,17 155,83 112,44 1320,00
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