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Taman opinnéaytetydn tavoitteena oli selvittdd, minkalaisia kaupallisia detektiomenetelmia
on markkinoilla noroviruksille ja vertailla menetelmia keskenaan. Selvitystyd perustui kirjal-
lisuusselvitykseen, asiantuntijahaastatteluihin seka tietokantahakuihin markkinoilla olevista
diagnostisista menetelmista. Opinnaytetyon toimeksiantajana on Orion Diagnostica Oy.

Norovirus aiheuttaa gastroenteriittid kaikenikaisille. Norovirusten tunnistaminen perustuu
elektronimikroskopiaan, immunologisiin menetelmiin sek& noroviruksen nukleiinihapon
osoitukseen. Immunologiset menetelmét pohjautuvat noroviruksen proteiiniantigeenin
osoittamiseen merkitylla vasta-aineella.

Taman opinnéaytetyon tuloksena tuli esille, ettd markkinoilla on useita erilaisia testeja.
Tyo6ssa esitellaan kaksi entyymi-immunologista ja viisi immunokromatografista testia seka
virusnukleiinihappojen tunnistamiseen kaytettyja PCR-kitteja, XpertNorovirus-testi, nelja
multiplex-paneelia ja kaksi isotermaaliseen tunnistukseen perustuvaa testid. Asiantunti-
jahaastattelut toteutettiin sdhkdpostihaastatteluina, ja vastaajina oli kaksi sairaalamikrobio-
logia, kliinisen mikrobiologian erikoislaakari seka erikoistutkija. Euroopan patenttitoimisto-
sta l0ytyy useita eri patentteja ja hakemuksia noroviruksen detektointiin, ja uusia diagnos-
tisia menetelmia kehitetaan jatkuvasti.
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The main objective of this thesis was to find out what kind of commercial detection meth-
ods are available for norovirus and to compare these methods with each other. This report
is based on literary research, expert interviews and database search of diagnostic meth-
ods in the market. The thesis was commissioned by Orion Diagnostica PLC.

Norovirus causes gastroenteritis in all ages. The identification of norovirus is based on
electron microscopy, immunological techniques and molecular diagnostic tests. The immu-
nological techniques are founded on pointing norovirus protein antigens with labelled anti-
bodies.

The result of this thesis is, that there are many different tests commercially available. Two
entsyme immunoassays and five immunochromatographic assays and PCR-kits,
XpertNorovirus assay, four multiplex panels and two isothermal methods for the detection
of virusnucleinacids are presented in this work. The expert interviews were done via email
and the respondents were 2 hospital microbiologists, 1 specialist of clinical microbiology
and 1 senior researcher. There are many patents and applications for the detection of no-
rovirus in European Patent Office, and new techniques are developed constantly.
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Lyhenteet

CDC Center for Disease Control and Prevention. Yhdysvaltalainen kansanter-
veys jarjesto.

EIA Enzyme immunoassay. Entsyymi-immunologinen menetelma.

EM Elektronimikroskopia

FDA U.S. Food and Drug Administration. Yhdysvaltain elintarvike- ja laakevi-
rasto.

LFIA Lateral flow immunochromatographic assay. Lateraaliseen virtaukseen pe-

rustuva immunokromatografinen menetelma.

NPA Negative percent agreement.

ORF Open reading frame. Avoin lukukohta.
PPA Positive percent agreement.

RNA Ribonukleiinihappo

RT-LAMP  Reverse Transcription- Loop-mediated Isothermal Amplification. Silmukka-

keskeinen isotermaalinen vahvistus k&énteiskopioinnin jalkeen.

RT-PCR Reverse transcriptase polymerase chain reaction. Kaanteiskopiointipoly-

meraasiketjureaktio.

THL Terveyden ja hyvinvoinnin laitos
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1 Johdanto

Akuutti virusperainen gastroenteriitti eli suolistotulehdus on toiseksi yleisin infektoiva
tauti koko maailmassa ja norovirus yleisimpia aiheuttajia sille [1]. Riskiryhmille kuten iak-
kaille, monisairaille, imevaisikaisille ja immuunipuutostautia sairastaville norovirus voi ai-
heuttaa jopa kuoleman. Suomessa norovirukset ovat tavallisimpia elintarvike- ja vesiva-
litteisten epidemioiden aiheuttajia. Terveyden ja hyvinvoinninlaitos (THL) tiedotti
22.1.2016 infektiouutisissaan:

Norovirus on nopeasti muuntuva ja uusien virustyyppien ilmaantuminen nékyy epi-
demioiden lisdantymisend. Jotta epidemiaselvityksissa loyddsten vertailu olisi
mabhdollista, potilas- ja ymparistonaytteita tutkivien laboratorioiden tulisi kayttaa
yhdenmukaisia menetelmia ja jatkuva analyysimenetelmien kehittdminen on tar-
keaa. [52]

Taman insinddrityon tarkoituksena on selvittaa, minkalaisia kaupallisia detektiomenetel-
mi& on markkinoilla noroviruksille ja vertailla menetelmia keskenaan. Tarkka ja nopea
norovirustesti tarjoaa hyodyllisté tietoa laékareille ja parantaa hoitotuloksia, kun oikean-
lainen hoitomuoto ja taudin leviamisen ehkaisy voidaan heti aloittaa. Toimintamahdolli-
suudet noroviruksen nopeaan ja herkkdan tunnistamiseen paranevat, kun kaytdssa on
hyva ja herkka detektiomenetelmé&. Analyysimenetelma onkin téarkeé tydvaline epidemi-
oiden estamisessa ja hallinnassa. Oikeanlaisella diagnostiikalla saadaan myds tehostet-

tua laboratorioiden toimintaa.

Selvitysty6 perustuu kirjallisuusselvitykseen noroviruksesta gastroenteriitin aiheuttajana,
asiantuntijahaastatteluihin seka tietokantahakuihin markkinoilla olevista diagnostisista
menetelmista. Tieteellisia artikkeleita lukemalla on erityisesti tarkoitus perehtyd evalu-
ointi- eli arviointitutkimuksiin eri diagnostisista menetelmista. Tassa insindoritydssa kes-
kitytddn ihmisia eniten tartuttuvien norovirusten eli genoryhmien Gl ja Gl diagnostiik-
kaan. Myos genoryhmé GIV aiheuttaa ihmisiss& norovirusinfektioita, mutta sen tartutta-

vuus on huomattavasti vahaisempaa kuin Gl ja Gll:n.

Norovirus on muuntautumisensa, moninaisuutensa ja infektoitavuutensa takia mielen-
kiintoinen ja merkittava tutkimuskohde. Detektointimenetelmisté on julkaistu lukuisia Eu-
roopassa, Yhdysvalloissa ja Aasiassa tehtyja tutkimuksia. Naitd on tarkoitus hyddyntaa

taman opinnaytetyon vertailutaulukoissa. Suomessa norovirusdiagnostiikan aihepiirista



on tehty aikaisemminkin opinnaytetoité. Inka Lehdon bioanalyytikkokoulutuksen opin-
naytety® "Norovirusantigeenintunnistustestien evaluointi ja soveltuvuus virusdiagnostiik-
kaan” vuonna 2004 keskittyi kahteen eri antigeeninosoitustestiin. Tuoreempaa tutki-
musta edustaa Mikael Jarvisen ja Kalle Lehdon bioanalytiikan opinnaytetyd "Noroviruk-
sen vieritestien ja GeneXpert-laitteen evaluointi” vuodelta 2014, jossa keskityttiin paivys-

tyskayttdon soveltuvien testien evaluointiin.

Erona aikaisempiin noroviruksen laboratoriodiagnostiikkaa kasitteleviin opinnaytetdihin,
taman selvitystyon tarkoituksena on tehda kokonaisvaltainen selvity markkinoilla olevista
testeista ja muodostaa taulukoita, joiden avulla menetelmia olisi helppo vertailla keske-
naan ja loytaa sopivin menetelma eri kohderyhmille. Selvitystydsta hyotyvat ensisijaisesti
erilaisia menetelmia valmistavat ja hankkivat tahot kuten laboratoriot. Noroviruksen tau-
dinkuvaan, epidemiologiaan, hoitoon ja estoon keskittyvasta osioista voivat hyétya myds

hoitoalan tyontekijat saamalla uutta tietoa viruksesta.

Selvitystyon tuloksia voi hyddyntaa esimerkiksi uudenlaisten noroviruksen detektiome-
netelmien kehitystydssé. Insinéoéritydn toimeksiantaja on Orion Diagnostica Oy. Tyota
ohjaavat Orion Diagnostica Oy:ltd vanhempi kehitysp&allikkd Mirko Brummer seké tuo-
tepaallikkdé Riikka Karkkainen. Metropolia Ammattikorkeakoulusta ohjaavana opettajana

toimii lehtori Tiina Soininen.



2 Norovirus

2.1 Yleista

Norovirus on yksi yleisimpia gastroenteriitin eli &killisen suolistotulehduksen aiheuttajia.
Gastroenteriitti on merkittdva sairastuvuuden ja kuoleisuuden aiheuttaja maailman-
laajuisesti. Gastroenteriittia aiheuttavat bakteerit, virukset ja parasiitit. Norovirus on
erittain helposti infektoiva virus, koska se kayttdd monia tartuntareitteja ja vain pieni
maara viruspartikkeleita riittd& taudin aiheuttamiseen. Sairastuneen ulosteessa ja oksen-
nuksessa virusmaarat ovat korkeat, joten virus tarttuu helposti. Norovirukset sailyvat

ymparistdssaddn hyvin, koska ne kestavat suurta pH:n vaihtelua seka eri lAmpétiloja
hyvin. [2.]

Norovirukset (Kuva 1) kuuluvat kalikivirusheimoon ja ovat yleisimpia virusperaisten

vatsatautiepidemioiden aiheuttajia. Norovirusten lisdksi kalikiviruksiin kuuluvat lago-,

sapo- ja vesivirukset.

Kuva 1. Norovirus. Lapaisyelektronimikroskooppikuva. Noroviruspartikkelit ovat hakaisijaltaan
noin 27-38 nm. [32]

Norovirusten sukua on kutsuttu myds Norwalkin virukseksi. Nimitys norovirus johtaakin
Norwalkista, Ohiosta, jossa vuonna 1968 puhkesi akuutti gastroenteriittiepidemia. Nor-

walk-virus sairastutti kahden vuorokauden sisélla 50 % erdan peruskoulun opettajista ja



opiskelijoista vatsatautiin. Elektronimikroskopian avulla |8ydettiin Norwalk-virus, joka

my6hemmin luokiteltiin norovirukseksi. [3; 4.]

2.2 Viruksen rakenne

Norovirukset ovat positiivisaikeisia yksijuosteisia RNA- eli ribonukleiinihappoviruksia. Vi-
rus on halkaisijaltaan noin 27—38 nm. Viruksen kapsidi on muodostunut 180 ra-
kenneproteiinimolekyylista, jotka ovat jarjestyneet dimeereind eli kahden molekyylin
yhdisteina viruksen kuoreen. Noroviruksen genomi (Kuva 2) on kooltaan noin 7500
nukleotidia pitk. Norovirusten RNA: ssa on kolme avointa lukukohtaa (open reading
frame) ORF1, ORF2 ja ORF3, jotka koodaavaat kahdeksaa eri virusproteiinia. ORF1
koodaa proteiineja, joita tarvitaan viruksen replikaatiossa. ORF2 koodaa noroviruksen
rakenteelle keskeista kapsidiproteiinia (VP1), ja ORF3 koodaa pienemp&a rakennepro-
teiinia (VP2). [5; 6.]

Genomic RNA ORF 1 ORF 2 ORF 3
Y - VaVAVAVAVAV/ VAV SVAVAVAY sV sV sV s VAVAVAVAVAV VAV W SLEE ]
p48 NTPase p22 VPg Pro Pol VP1 VP2
p48 (NS1/N52) - Nterm (amino terminal protein) VPg (NS5) - Genome-linked viral protein VP1 - Major capsid protein
NTPase (NS3) - Nucleoside triphosphatase Pro (NS6) - Proteinase VP2 - Minor capsid protein
p22 (NS4) - 3A-like protein Pol (NS7) - RNA-dependent RNA polymerase

Kuva 2. Noroviruksen genomi eli perintbaines. [6]

Norovirus on geneettisesti moninainen. Se luokitellaan viiteen genoryhmaéan perimansa
emasjarjestyksen perusteella (Gl — GV). Genoryhmaét jakautuvat edelleen genotyyppei-
hin, joita tunnetaan yli 40. Gl-, GllI- ja GIV-genoryhman virukset infektoivat ihmista.
Genoryhmén Gl virukset liittyvat usein ruoka- ja vesivdlitteisiin noroviruksiin. Niita tun-
netaan yhdeksan genotyyppid. Gll-ryhman virukset ovat tyypillisesti ihmisestéd ihmiseen
tarttuvia ja terveydenhuollossa esiintyvia. Gll-ryhma on noroviruksesta moninaisin, ja si-
itd tunnetaan jo 17 genotyyppid. Norovirus on erittdin lajispesifinen, eikd sen siirtyminen

zoonoottisesti eli ihmisesta eldimiin tai elaimista ihmisiin ole yleista. [5; 2.]



2.3 Epidemiologia

Norovirus aiheuttaa ruoka-, vesi- ja laitosperdisia epidemioita. Suomen elintarvike-
turvalllisuusvirasto Eviran mukaan norovirus on viime vuosina ollut tavallisimpia rapor-
toituja ruokamyrkytysten aiheuttajia. Norovirusepidemioiden valittajaelintarvikkeena ovat
usein olleet Ita-Euroopasta tuodut pakastemarjat. [5; 7.] Norovirus pystyy aiheuttamaan
voimakkaita epidemioita, koska se on nopeasti muuntuva virus. Epidemian aiheuttavan
viruksen perima muuntautuu vuodesta toiseen, ja infektion aikaansaama immuniteetti
virukselle on lyhyt. Noroviruksen epidemiakausi ajoittuu talvikuukausiin, mutta yksittaisia
infektioita ilmenee vuoden ympari. [8.]

Norovirus on hyvin tyypillisesti kuvattu suolistotulendusepidemioiden aiheuttaja monilla
eri maantieteellisilla alueilla seka lasten etté aikuisten keskuudessa. Yhdysvaltalainen
kansanterveysjarjesto CDC (Center for Disease Control and Prevention) arvio no-
roviruksen aiheuttavan vuosittain 60 % akuuteista suolistotulehduksista Yhdysvalloissa.
Tama tarkoittaa 21 miljoonaa tapausta vuodessa. [6.] Suomessa tartuntatautirekisteriin
ilmoitettiin norovirustapauksia 1 361 kappaletta vuonna 2014. Kaikista sairaanhoitopiire-
ista tehtiin ilmoituksia ja tapauksia esiintyi eniten tammikuun ja toukokuun véalisena ai-
kana. Kesdaikana heina-elokuussa rekisteriin ilmoitettiin 15 uimavesivalitteista epidem-
iaepdilyd. Kuvassa 3 on esitettyna norovirustapausten lukumaara kuukausittain vuonna
2005—2014. [9.]
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Kuva 3. Tartuntatautirekisteriin ilmoitettujen norovirustapausten lukumaara kuukausittain Suo-
messa vuosien 2005—2014 aikana. [9]



2.4 Taudinkuva

Norovirus aiheuttaa gastroeneteriittia eli suolistotulehdusta kaikenikaisille. Eniten sai-
rastuvat nuoret, vanhukset ja ihmiset suljetuissa yhteisdisséa kuten sairaalassa, armeijan
yksikdssa tai risteilyaluksella [1]. Viruksen inkubointi- eli itdmisaika on 10—48 tuntia ja
tauti alkaa akillisesti. Akuutti infektiovaine kestda keskimaarin 1—3 vuorokautta, mutta
immuunipuutteisilla henkil6illa sairaus voi kestaa pidempaan. Tyypillisia oireita ovat
voimakas pahoinvointi, oksentelu, vatsakouristukset seka ripuli. Infektio aiheuttaa myds

[Ammaodnnousua, paansarkya, viluisuutta seka lihaskipuja. [5; 8.]

Taudinkuva voi vaihdella yksildiden valilla ja my6s oireettomia norovirusinfektioita on
raportoitu. Tutkimusten mukaan vastustuskyky norovirukselle aiheutuu perimén aiheut-
tamasta suojasta, joka perustuu histo-veriryhméaantigeenien ilmentymiseen ruoansula-

tuskanavan limakalvojen epiteelin pinnalla. [6.]

Norovirus on erittdin tarttuva. Jo pieni maara viruspartikkeleita (10—100 kappaletta),
riittdd infektion syntyyn. Norovirus kulkeutuu nielun kautta mahalaukkuun ja suolistoon,
missd se sitoutuu epiteelisolujen pintaan. Ohutsuolen limakalvolla virus aiheuttaa
tulehduksen, jonka seurauksena suoliston normaali rakenne ja toiminta muuttuvat, kun
ravintoaineiden imeytyminen suolesta hairiintyy. [10.] Sairastunut tartuttaa virusta ennen
oireiden alkua, infektion aikana ja sen jalkeen. Virusta erittyy elimistostd ulosteen
valityksella jopa 8 viikkoa oireiden jalkeen. Taudinmaaritys tehdaan tyypillisesti oireiden

ja infektion etenemisen perusteella. [2.]

2.5 Esto ja hoito

Noroviruksen aiheuttamaan tautiin ei ole olemassa spesifistd ladkehoitoa eika virusta
vastaan ole saatavissa rokotetta. Sairastuneen aikuisen oireita voidaan la&kita kipu- ja
ripulilaakkeilla sek& pahoinvointia ja oksentelua hillitsevilla 1aékkeilla. Norovirukseen sai-
rastuneen lapsen laékehoitona voidaan kayttdd ripulijuomajauheita nestetasapainon

yllapitoon seka maitohappobakteerivalmisteita tilan tasoittamiseen.

Useimmiten noroviruksen aiheuttama tauti paranee itsestdén. Sairaalahoitoa tarvitaan,

jos virusinfektio aiheuttaa rajumpia oireita tai sairastunut kuuluu johonkin riskiryhmaan.



Riskiryhmiin kuuluvat immuunipuutostautia sairastavat, monisairaat, vanhukset ja ime-
vaisikaiset. Virusinfektion yleishoito-ohjeet ovat samat kuin muissakin akillisissé ripu-
litaudeissa. Koska oksentelun ja ripuloinnin yhteydessa nestehukka on huomattava, on
tarkeintd huolehtia riittavastd nesteensaannista ja estdé sairastuneen kuivuminen.
[4;11.]

Norovirus tarttuu pisara- ja kosketustartuntana. Tartunnan voi saada myo6s ruoka- tai
vesivdlitteisena. Viruspartikkelit sailyvat infektoivina pinnoilla kaksi viikkoa ja vesissa yli
kaksi kuukautta [2]. Tarkeimpéna estokeinona on valttdd viruskosketusta ja huolehtia
hyvasta kasihygieniasta. Sairaaloissa epdiltdessa noroviruksen aiheuttamaa infektiota
estokeinona kéaytetaan nopeaa ja tehokasta siivousta, sairaiden ja altistuneiden eris-
tamista terveista seka kasihygienian tehostamista. Eristyksessa sairastunut pyritdén si-
joittamaan yhden hengen huoneeseen ja lahihoidossa kaytetaan suojakasineitda seka

Suu- ja nenasuojaimia. [5; 4]

Ruokavdlitteistd norovirusta ehkaistdan ensisijaisesti valttamalla saastuneiden raaka-
aineiden, elintarvikkeiden ja juomaveden kayttoa. Tuoreet kasvikset ja hedelmat tulee
pestd ennen kayttéa ja ulkomaiset pakastemarjat on suositeltavaa kuumentaa ennen
kayttoa, koska norovirukset kestavat pakastuksen hyvin. Lampokasittely tuhoaa
viruksen. Epéiltdessa raaka-ainetta noroviruksen saastuttamaksi suositellaan kuumen-
tamista vahintdan +90 °C:ssa. Vahintaan kaksi minuuttia kestava kuumennus tuhoaa

viruksen. [7.]

2.6  Néaytteenotto

Naytteenlaatu vaikuttaa olennaisesti diagnostisien testien tulosten tulkintaan. On
tarkeaa, etta naytteiden kerays ja kasittely tapahtuu oikeaoppisesti. Optimaalisin nayte-
materiaali noroviruksen diagnosointiin on ripulivaiheen uloste, jolloin norovirusten pi-
toisuus ulosteessa on korkeimmillaan. Jos ulostenaytettd ei saada, voidaan kayttaa

vaihtoehtoisesti oksennusnaytetta. [6;12.]

Ulostenaytetta otettaessa potilas ulostaa puhtaaseen kertakéyttGastiaan, josta naytetta
siirretaan ulostenadytepurkkiin tai geelikuljetusputkeen. Nayte otetaan ensisijaisesti sel-
laisesta kohdasta ulostetta, jossa on verta tai limaa, mikali niitd on. Ulosteeseen ei saa

sekoittua virtsaa. Nayte siirretddn purkkiin siihen tarkoitetulla lastalla. Purkista taytetaan



Y5, Geelikuljetusputkeen néyte otetaan naytteenottotikulla ulosteesta pyorittamalla
siten, ettd siihen tarttuu mahdollisimman paljon ulostetta. Tikku tyénnetdan kuljetusput-
keen siten, etta tikun paéa menee geelin sisélle. [12.]

Naytteen sailytys tapahtuu suljetussa astiassa. Geelikuljetusputkessa nayte sailyy kaksi
vuorokautta huoneenlammadssa ja jaakaapissa 4 °C:n lampdétilassa kolme vuorokautta.
Pidempaa sailytysta varten ulostenaytteet tulee pakastaa -20 °C:seen tai -70°C:seen
[6;12]. Naytteenotto ja -kasittelyvaiheessa on tarkeaa suojautua, tydskennella aseptis-

esti seka huolehtia hyvasta kasihygieniasta, koska norovirus tarttuu helposti.

3 Norovirusdiagnostiikka

Gastroenteriitit ovat diagnostinen haaste laboratorioille. Suolistotulehduksen aiheuttajan
diagnosointi on tarkead, jotta saadaan asianmukainen hoito aloitettua ja voidaan ryhtya
tarvittaviin toimenpiteisiin taudin levidmisen estamiseksi. Tulehduksen aiheuttajaa selvi-
tetdan tyypillisesti yksilokohtaisen kliinisen taudinkuvan perusteella tai nopeasti alkavan
vatsatautiepidemian yhteydessa. Diagnostisina menetelmind kaytetddn soluviljelya,

mikroskopiaa, nukleiinihapon osoitusta ja antigeeninosoitusta.

Norovirusten tutkiminen on ollut haasteellista, koska ne eivat kasva soluviljelmissa ja
niilld on runsas lajisto ja suppea isantaspesifisyys. Norovirusten tunnistaminen perustuu
elektronimikroskopiaan (EM), immunologisiin menetelmiin sekd noroviruksen nuklei-
inihapon osoitukseen PCR-tekniikalla. [5.] Pisimpéaéan kaytdssa ollut menetelma on elekt-
ronimikroskopia, jonka avulla havaitaan morfologisesti erillisia viruspartikkeleita. EM me-
netelméné on kuitenkin suhteellisen epaherkkd. EM vaatii runsaasti virusta sisaltavan
ulostenaytteen, jossa olisi vahintaan 10° viruspartikkelia grammassa ulostenaytetta [13].
EM:n etuna voidaan suolistotulehduksen diagnostiikassa pitda muidenkin mahdollisten

taudinaiheuttajien kuin noroviruksen I6ytymista.

Noroviruksen nopea tunnistaminen taudin puhjettua on tarkeaa, jotta saadaan tehok-
kaasti kontrolloitua infektiota ja valittua oikea hoitomuoto. Erotusdiagnoosi helpottaa hoi-
tomuodon valintaa. Jos taudinkuva on vakava, on erityisen tarke&da selvittda infektion
aiheuttaja, koska kaikki virukset eivat ole yhté infektoivia. Sairaalamaailmassa norovi-
rusdiagnoosi auttaa paatdsten tekoa potilassiirroista ja helpottaa sairaalaepidemioiden

ehkaisya. [5.]



Norovirusdiagnostiikkaa koskevien tutkimusten arvioinnissa kaytetdan tunnuslukuina
herkkyyttd ja spesifisyytta. Diagnostisen testin herkkyys eli sensitiivisyys kuvaa
prosenttilukuna  testipositiivisten osuutta sairaista verrattuna luotettavampaan
menetelm&an. Spesifisyys eli tarkkuus kuvaa prosenttilukuna testinegatiivisten osuutta
terveista. Evaluontitutkimuksissa tyypillisimmin verrataan norovirusta RT-PCR: aan, joka
on todettu luotettavaksi menetelméksi, mutta osassa tutkimuksia verrataan samankal-

taisia testeja keskenaan.

3.1 Patentit noroviruksen detektointiin

Euroopan patenttitoimiston tietokannasta 16ytyy noroviruksen detektointiin 54 viitetta eri-
laisiin patentteihin, kun hakusanana kaytetadan "norovirus” ja "detection” ja 17 kappaletta,
kun kayttaa hakusanana "Norwalk” ja "detection” (Liite 1). Tuorein hakemus ké&sittelee
noroviruksen tunnistavaa geenisirua. Suurin osa patenteista koskee tiettyja alukkeita,
koettimia tai antigeeneja. Liséksi on varmasti monia patentteja norovirusdiagnostiikkaan,

joita ei edella mainittuja hakusanoja kayttamalla 16ydy. [14.]

3.2 Asiantuntijahaastattelut

Osana opinnaytety6ta lahetettiin haastattelukysely (Liite 2) neljaéan eri sairaanhoitopiiriin,
kahdelle THL:n tutkijalle sek& Turun yliopiston virologianosastolle 26.1.2016. Kysely |&-
hetettiin uudelleen ei-vastanneille 4.2.2016. Haastattelu lahetettiin yhteensa neljlle-
toista henkildlle. Haastattelun tarkoituksena oli ottaa selville, miten eri puolilla Suomea
tutkitaan norovirusta, milloin on tarvetta selvittédé suolistotulehduksen aiheuttaja ja millai-
sia toivomuksia laboratorioilla on noroviruksen detektiomenetelmalle. Maaraaikaan men-
nessa kyselyyn vastasi nelja henkildd. Kliinisen mikrobiologian erikoislaakari Jaana
Kauppila NordLab Oulusta, sairaalamikrobiologi Kerttu Saha Eteld-Pohjanmaan Sai-
raanhoitopiirista seka erikoistuva sairaalamikrobiologi Anna Oksaharju Itd&-Suomen labo-
ratoriokeskuksesta kertoivat norovirusdiagnostiikasta. THL:n erikoistutkija Haider al-

Hello kertoi, miten epidemioita tutkitaan Suomessa.

Sairaalamikrobiologit eivat ole kliinisen mikrobiologian laboratoriossa tekemisissa poti-
laiden kanssa suoraan vaan gastroenteriitin aiheuttajaa selvitetdan naytteisté tutkimuk-

silla, jotka hoitava laékari pyytaa. Tavallisimmin pyydetddn bakteeriripulin aiheuttajien
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seulontaa (salmonella, shigella, yersinia ja campylo) tai virusepailyssé seulotaan noro-,
rota- ja adenovirus. [48; 51.] Erikoislaakari Jaana Kauppila kertoo, ettéa gastroenteriitin
aiheuttaja on tarvetta selvittaa, jos kyseessé on osastohoidossa oleva tai ulkomaanmat-
kalta palaava ripuloiva potilas tai ruoka- tai vesiepidemian selvitys. Elintarviketydssa tai
vastasyntyneiden hoidossa tyoskenteleviltéd suolistotulehduksen aiheuttaja tulee selvit-
taé& aina. NordLabissa norovirusta diagnosoidaan antigeenin osoituksella seka nukleinii-
haponosoituksella. Antigeenin osoitustestit ovat nopeita, mutta ne voivat olla liian epa-
herkkia. Seké& antigeenin osoituksessa ja nukleiinihappojen osoituksessa on tarkeaa
seurata jatkuvasti menetelman herkkyytta uusien kiertavien kantojen suhteen, koska no-

rovirus on nopeasti muuntautuva virus. [49.]

[tA-Suomen Laboratoriokeskuksessa ja Eteld-Pohjanmaan sairaanhoitopiirissa norovi-
rus diagnosoidaan nukleiinihappo-osoituksella Cepheidin GeneXpert-laiteella. Molem-
missa laboratorioissa on oltu tyytyvaisia menetelman herkkyyteen ja nopeuteen, eika
tarvetta tehokkaamman laitteen hankintaan ole télla hetkelld. [48, 51]. Sairaalamikrobio-
logi Kerttu Saha Etela-Pohjanmaan sairaanhoitopiirista kertoo, ettd aiemmin kaytossa
on ollut myds noroviruksen antigeeniosoitus immunokromatografisella testilla, mutta tut-
kimuksen kayttd on sittemmin lopetettu huonon herkkyyden takia. Vain noin 60 % PCR-

positiivisista tuloksista antoi antigeenitestissa positiivisen. [48.]

Erikoistutkija Al-Hellon mukaan THL:lla gastroenteriitin aiheuttajaa selvitetaan, kun pa-
togeeni aiheuttaa epidemian esimerkiksi laitoksessa kuten vanhainkodissa tai jos ky-
seessa on ruoka- tai vesivalitteinen epidemia. Sekvensointia ja genotyypitysta kayte-
taan, kun tunnistetaan tai jaljitetdén epidemiaa. Tutkimusmenetelmia kehitetdan jatku-
vasti. THL:lle on tulossa kaksi uutta menetelmaé: nested-PCR (THL, RIVM:sta Ven-
nema), jota ei ole vield julkaistu, ja uuden sukupolven sekvensointi NGS (Next-Genera-
tion Sequencing). PCR:48n THL:ssé kaytetddn GeneAmp-9700 laitetta. Al-Hellon mu-
kaan sekvensointimenetelmat ovat hitaita eivatka kelpaa primaaridiagnostiikkaa tekeville
laboratorioille. NGS on myds kallis menetelma ja vaatii paljon analysointia ja kokeneen,

erikoistuneen henkiléston. [50.]

Hyvan detektiomentelman ominaisuuksia ovat nopeus, soveltuvuus paivystysdiagnos-
tiikkaan ja riittava herkkyys. Valmistajan tulee seurata epidemiatilannetta ja kiertavia
kantoja seka pitaa testi jatkuvasti ajan tasalla. Isossa epidemiassa naytemaara voi

nousta sairaaloissa suureksikin, joten laitteiston kapasiteetin tulee olla riittava. [49.]
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Sahkopostihaastatteluun vastattiin NordLabista, ISLAB:sta seka Eteld-Pohjanmaan sai-
raanhoitopiiristd. NordLabin tominta-alue kattaa Keski-Pohjanmaan, Lapin, Lansi-Poh-
janmaan, Pohjois-Pohjanmaan ja Kainuun sairaanhoitopiirit. ISLAB tuottaa laborato-
riopalveluita Pohjois-Savon, Pohjois-Karjalan, Eteld-Savon seka It4-Savon sairaanhoito-
piirien alueella. Haastatteluun vastanneiden toiminta-alueet ovat esitettynd kuvassa 4.
Etela-Suomen ja Paijat-Hameen alueelta ei saatu haastatteluvastauksia, joten tulokset

eivat kata koko Suomea maantieteellisesti.

= '

Kuva 4. Suomen sairaanhoitopiirit. S&hkopostihaastatteluun vastanneiden toiminta-alue punai-
sella reunustettuna. Mukailtu lahteesta. [54]
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Potilasmaaria ajatellen haastatteluun vastanneiden toiminta-alueiden sairaanhoitopiirien
asukaslukuméaarat edustavat vain noin 28 % koko Suomen vaestosta [56]. Tartuntatau-
tirekisteriin ilmoitettujen norovirustapausten lukumé&éra vuonna 2015 oli yhteensa 2 164
kappaletta (Kuvio 1), joista 37 % oli sairastunut vastanneiden sairaanhoitopiirien toi-
minta-alueilla [57]. Esimerkiksi Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin alueelta, jossa
ilmoitettuja sairastapauksia oli eniten (431 kappaletta), ei vastausta sahkopostihaastat-

teluun saatu.

Norovirus tapaukset 2015
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Kuvio 1. Tartuntatautirekisteriin ilmoitettujen norovirusten lukumaérd sairaanhoitopiireittéin
vuonna 2015. [56]

Vastanneet edustivat kolmea eri ammattiryhmaa. Kaksi vastanneista oli sairaalamikro-
biologeja ja heidan vastauksensa olivat hyvin samantyyppisid. THL:n erikoistutkijan vas-
taus oli ainut laatuaan kuvaamaan, millaista noroviruksen detektointi on muuten kuin

potilastyossa.
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4 Norovirus antigeenin osoittaminen

Immunokemialliset menetelmét perustuvat noroviruksen proteiiniantigeenin osoittami-
seen merkitylla vasta-aineella. Virusproteiineja voidaan osoittaa suoraan potilaan ulos-
tenaytteestd. Noroviruksen antigeeneja eli immuunivasteen aiheuttavia aineita osoite-
taan padasiassa kahdella eri menetelmalla: entsyymi-immunologisella menetelmalla ja
immunokromatografialla. Entsyymi-immunologiset menetelmat suoritetaan kuoppale-
vylla ja merkkiaineena toimii entsyymi. Immunokromatografiset menetelmat perustuvat
lateraaliseen virtaukseen. Nayte etenee testikasetilla ja muodostaa kompleksin vasta-
aineiden kanssa. Menetelméan valintaan vaikuttavat pdivittain tutkittavien naytteiden lu-

kumaara ja laboratorion tottumukset. [16.]

4.1 Entsyymi-immunologiset menetelmat

Norovirus genoryhmien Gl ja GIl tunnistamiseen on saatavilla useita kaupallisia
entsyymi-immunologisia EIA (enzyme immunoassay)-testeja, joista tunnetuimmat ovat
R-Biopharmin Ridascreen kit ja Oxoid Ltd:n IDEIA Norovirus kit. Liitteesséa 3 on taulukko,
jossa ndita kahta vertaillaan. Testit ovat hyvin samanlaisia. Ridascreen sisaltéda yhden
tydvaiheen enemman kuin IDEIA ja on kestoltaan hiukan pidempi. Herkkyyksiltaan ja
spesifisyyksiltaan testit ovat samaa luokkaa. Merkittavin ero naiden kahden valilla on se,
etta Ridascreenilla on FDA:n eli Yhdysvaltain elintarvike- ja laékeviraston (US Food and
Drug Administration) hyvaksynta.
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Testit perustuvat kuoppalevyn pintaan kiinnittyneisiin vasta-aineisiin, joihin naytteessa
oleva norovirusantigeeni kiinnittyy. EIA-testien toiminta menetelmé& on havainnollistet-
tuna kuvassa 5. Syntynyt vasta-aine-antigeeni-kompleksi sitoo itseensé entsyymilla (per-
oksidaasi) leimatun vasta-aineen (konjugaatti). Rakennelmaa kutsutaan “sandwich”-
kompleksiksi, koska yhdistelma muodostuu kerrosvoileivan tapaan. Antigeenin lasnaolo
kerrosrakennelmassa osoitetaan lisddmalla kuoppaan substraattia, joka saa yhdessa
konjugaatin kanssa aikaan vérireaktion. Varireaktio pysaytetaan hapolla. Tuloksena
syntynyt varinmuutos voidaan mitata fotometrisesti. Saatu tulos on suoraan verran-

nollinen naytteessa olevan antigeenin maaraan. [17.]

LISAA NAYTE LISAA ENTSYYMILEIMATTY  LISAA SUBSTRAATTI
VASTA-AINE

. !,

LISAA HAPPO

¢ <
>~ -~

=< <y

J'QV Aﬁ,f -—
Y N +—

ENTSYYMILEIMATTU

\ VARIN MUODOSTUMINEN
VASTA-AINEILLA NOROVIRUS VASTA-AINE SITOUTUU
PAALYSTETTY KUOPPA ANTIGEENIT NOROVIRUKSEN

KINNITTYNEINA VASTA- 5200

AINEISIIN

Kuva 5. EIA-testin toimintaperiaate, mukailtuna lahteesta [19]

Testien herkkyyksissa ja spesifisyyksissa on paljon vaihtelua, koska maéarityksen vasta-
aineet vastaavat tiettyja genotyyppeja. Testi ei valttamatta tunnista tiettyja genotyyppeja
ollenkaan. Potilasryhmalla sek& naytteenottoajankohdalla on todettu olevan myds mer-
kittava vaikutus testin tehokkuuteen. EIA-testien on todettu olevan herkimpia silloin, kun
tutkitaan epidemian puhkeamista ja naytteita on paljon. Testien etuna on helppo toteutus

seka lyhyt kokonaiskesto. [6.]
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41.1 Ridascreen® Norovirus 3rdGeneration kit

R-Biopharmin Ridascreen Norovirus-kitilld on FDA:n hyvaksyntd norovirus epidemioiden
tutkimiseen. Testi on hyva esimerkki virusantigeeninosoitustestista, jolla voidaan kar-
toittaa norovirusepidemian esiintyvyyttd ja ennustettavuutta. Ridascreen ei ole kui-
tenkaan tarpeeksi herkka yksittaisten potilaiden diagnosointiin. [20.] Morillo tutkimusry-
mineen maaritti evaluointitutkimuksessaan vuonna 2011 testin herkkyydeksi 61,8 %, kun
vertailumetodina oli RT-PCR [13]. Valmistajan antama herkkyys on samaa luokkaa, 65
% [15].

Ridascreen-kitin toiminta perustuu monoklonaalisilla vasta-aineilla padllystettyihin
kaivoihin. Vasta-aineita on useita noroviruksen genorymien | ja Il genotyyppeja vastaan.
Testi tunnistaa yleisimmat norovirusinfektiota ihmisessa aiheuttavat linjat, mutta ei kaik-
kia. [13;15.] Naytteena kaytetddn 100 ul tai 100 mg ulostenaytetta. Nayte pipetoidaan
suspensiossa kaivoon yhdessa biotinyloitujen monoklonaalisten norovirusvasta-ainei-
den kanssa. Ulosteessa olleet norovirusantigeenit kiinnittyvat sandwich-kompleksissa
immobilisoituihin vasta-aineisiin seka biotiinilla kasitellyihin vasta-aineisiin, jotka tunnis-
tetaan streptavidiiniperoksidaasikonjugaatilla. Peroksidaasi aiheuttaa varireaktion si-
niseksi. Kun reaktio pysaytetdan hapolla, muuttuu sininen keltaiseksi, joka on merkki

norovirusantigeenien lasndolosta. Tulokset luetaan fotometrisesti. [15.]

Ridascreen kitti sisaltdd 96-kuoppalevyn seka kaikki testiin tarvittavat reagenssit. Muu
testin suorittamiseen tarvittava valineistd seka materiaali tulee olla laboratoriolla omasta
takaa, kuten huuhteluun ja fotometriseenmittaukseen tarvittavat vélineet. Inkubointeihin
kuluu aikaa noin 105 minuuttia ja lisaksi testin suorittamiseen kuuluu paljon k&sin teht&-
vid vaiheita, kuten naytteen valmistus seka pipetointi kuoppiin, joten testin kokonaisaika

on useita tunteja. [15.]

4.1.2 |IDEIA Norovirus kit

IDEIA Norovirus kit on Oxoid Ltd:n valmistama entsyymi-immunologinen menetelma,
joka hyddyntaa yhdistelm&é noroviruksen genoryhmille | ja Il spesifisia monoklonaalisia
ja polyklonaalisia vasta-aineita. Testi tapahtuu kiintean faasin sandwich-kompleksina
kuoppalevylld, jonka mikrokaivot on paallystetty monoklonaalisilla vasta-aineilla Gl ja GlI

norovirus genoryhmia vastaan. [18.]
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Testi suoritetaan 100 mg:n tai 100 pl:n ulostenaytteesta. Ulostelaimennos lisdtdén
kaivoon ja inkuboidaan samanaikaisesti norovirusspesifisten polyklonaalisten vasta-ain-
eiden seka monoklonaalisten piparjuuriperoksidaasi-leimattujen vasta-aineiden kanssa.
Naytteessa olevat norovirusantigeenit kiinnittyvat kiintedn faasin vasta-aineiden ja

entsyymi-leimattujen vasta-aineiden valiin, ja tulos on havaittavissa varireaktiona. [18.]

IDEIA Norovirus testi detektoi seka genoryhma GI: n ja Gll: n linjoja, mutta ei erottele
niita toisistaan. Testia ei ole validoitu kaikille noroviruslinjoille, joten se voi jattaa tunnis-
tamatta noroviruksen, koska liikkeella olevat linjat voivat olla antigeenisesti moninaisia.
[18] IDEIA Norovirus kitilla ei ole FDA: n hyvaksyntaa. Costantini tydryhmineen maaritti
2010 testin herkkyydeksi 55,0 - 59,6 % kun vertailumetodina kaytettiin RT-PCR: 4. [21.]

4.2 Nopeat immunokromatografiset testit

Lateraaliseen virtaukseen perustuvat immunokromatografiset eli LFIA-testit (lateral flow
immunochromatographic assay) ovat hyva vaihtoehto perinteisille EIA-menetelmille. Im-
munokromatografiset testit perustuvat kahden vasta-aineen ja osoitettavan viruspartik-
kelin viélisen kompleksin muodostumiseen. Reaktio tapahtuu testikasetilla, jonka

naytekuoppaan nayte lisatdan (Kuva 6).

LATERAALISEEN VIRTAUKSEEN PERUSTUVA
IMMUNOKROMATOGRAFINEN.TESTIKASETTI

P ;:/-’J IMEYTYMISALUSTA
1/}— KONTROLLIVIIVA

: NAYTEVIIVA
ITROSELLULOOSAMEMBRAANI

KULTA KONJUGAATTI ALUSTA
AYTE KUOPPA

Kuva 6. Immunokromatografisen testikasetin rakenne. Kuvassa nakyy konjugaattina kulta-
konjugaatti, joka on yksi yleisimmin kaytetyista. Mukailtu lahteesta [23]
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Ensimmaisessa vaiheessa spesifiset ja merkityt vasta-aineet tunnistavat naytteesta
etsityt antigeenit ja muodostavat kompleksin. Vasta-aineiden merkitsemiseen eli konju-
gaattina kaytetaan esimerkiksi kultaa tai lateksia. Syntynyt kompleksi etenee kapillaari-
vaikutuksesta testikasetilla, kunnes se saavuttaa alueen, jossa on kiinnitettynd kom-
pleksin tunnistavia vasta-aineita. Mik&li ndytteesséd on ollut antigeenia, naytetikkuun
muodostuu tassa vaiheessa testid viiva. Kontrollina toimivat vapaat vasta-aineet
muodostavat naytetikkun toisen selkeasti nakyvan kontrolliviivan, joka kertoo, onko testi
onnistunut. [16; 22; 24.]

Nopeutensa takia immunokromatografiset testit soveltuvat hyvin vieritestaukseen eli
potilaan lahella tapahtuvaan laboratoriotutkimukseen esimerkiksi terveyskeskuksissa,
koska suuntaa-antava tulos saadaan heti ja testit on helppo suorittaa. Noroviruksen di-
agnosoiminen voi vieda vain muutamia minuutteja. Lateraaliseen virtaukseen perustuvat

testit ovat kuitenkin herkkyydeltdédn melko huonoja (Taulukko 1).

Taulukko 1. LFIA-menetelm&éan perustuvien testien herkkyyksia ja spesifisyyksia evaluointitut-
kimustuloksina ja valmistajan ilmoittamana
Testin nimi RIDAQuick NOROTOP+ | ImmunoCard | SD Bioline | Noroscreen
STAT!®Noro- | Norovirus
virus
Valmistaja R-Biopharm Pro-Lab Diag- | Meridian Bios- | Standard Microgen
nostics cience Europe | diagnostics | Bioproducts
Herkkyys 61,4% [25], 59 | 19-38 % [24] | 24% [24], 35% | 41% [27] 23 % [24]
% [24] [27]
Norovirus Gl | 42,1% [25] 52% [27] 26% [27] 23% [27] NA
Norovirus Gll | 76% [25] 50% [27] 39% [27] 54% [27] NA
Valmistajan 92% [26] 9565 % vs | 92% vs RT- | 84,1% [29] | 95,65% [30]
ilmoittama RT-PCR [31] | PCR [28]
Spesifisyys | 100% [25], | 40 - 100% | 75 % [24] 100% [27] 100[24]
100% [24] [24]
Norovirus GI | 100% [25] NA NA NA NA
Norovirus GIl | 100% [25] NA NA NA NA
Valmistajan 98% [26] 91,67 % vs | 98,3% vs RT- | 96,1% [29] | 91,67% [30]
iimoittama RT-PCR [31] | PCR [28]
Vertailume- | RT-PCR, rRT-PCR [24] | rRT-PCR [24] | RT-PCR & | rRT-PCR
todi easyMAG, Ridaquick [24]
ABI7500 [25] [27]

Markkinoilla on lukuisia LFIA-testejd, kuten Rida®quick Norovirus, Immunoquick, No-
roscreen, ImmunoCard STAT! ja Norotop+®. Liitteessa 4 on vertailutaulukko viiden tun-

netun LFIA-testin ominaisuuksista. Testit ovat hyvin samantapaisia keskendan. Testien
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kokonaiskesto on tyypillisesti noin 20 min, josta 15 min kuluu inkubointiin ja 5 min nayt-
teenkasittelyyn. Kaikissa testeissa naytteend toimii ulostendyte ja tulos ilmoitetaan
kvalitatiivisesti eli onko naytteessé norovirusta vai ei. LFIA-testeistd yhdellak&éan ei ole
FDA-hyvaksyntaa.

Taulukossa 1 on kuvattuna testien herkkyydet ja spesifisyydet verrattuna toisiinsa ja
valmistajan ilmoittamaan arvoon. Vertailun perusteella herkin LFIA-testi on Ridaquick.
Genoryhmalla nayttaisi olevan myds suuri vaikutus herkkyyteen. Suurin osa LFIA:sta
ovat herkempia genoryhmalle Gll kuin GI. On huomattavaa, etta valmistajien ilmoittamat
herkkyydet eroavat huomattavasti eri tutkimusryhmien evaluointitutkimuksissa saaduista
tuloksista. Valmistajat ovat ilmoittaneet herkkyydeksi keskimaarin 90 %:n luokkaa, kun
taas evaluointien tuloksissa herkkyyksien keskiarvo on vain noin 40 %. Evaluointitutki-

musten aineistot olivaat kooltaan 100—500 néaytetta.
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5 Virusnukleiinihappojen osoitus

Norovirusdiagnostiikan herkimpia ja spesifisimpia menetelmid ovat geeninmonistukseen
perustuvat virusnukleiinihappojen osoitukset. Markkinoilta 16ytyy erilaisia PCR-Kitteja,
paneeleita ja laitepaketteja padasiassa noroviruksen genoryhmien Gl ja Gll detektointiin.
Multiplex-paneelit tunnistavat naytteesta noroviruksen lisdksi myds muita gastroenteriit-

tia aiheuttavia patogeeneja.

Noroviruksen tunnistuksen ja tyypittamisen kultaisena standardina on pidetty RT-PCR
(Reverse transcriptase polymerase chain reaction) -menetelmé&a eli kaanteistranskriptio
polymeraasiketjureaktiota. RT-PCR-tekniikat ovat herkkia ja tunnistavat noroviruksen jo
pienistd kopiomaarista reaktion aikana. Noroviruksen genoryhmien Gl ja Gll tunnistami-
seen kaytetaan eri alukkeita. Alukkeiden suunnittelu onkin yksi PCR:n ongelma, koska
norovirus on geneettisesti moninainen virus ja siita on lukuisia genotyyppeja. Reaaliai-
kaista RT-PCR k&ytetdan tunnistamaan norovirus ulosteesta, oksennuksesta, vedesta
ja ymparistonaytteista. [6; 32.]

5.1 Reaaliaikainen RT-PCR

RT-PCR on kaytetyimpida menetelmia norovirusdiagnostiikassa. Se sisaltdd RNA-k&an-
teiskopijoiaentsyymivaiheen, josta menetelman nimitys on peraisin. Samalla maarityk-
sella pystytdén tunnistamaan seka tautia aiheuttava norovirus etté genotyyppi. RT-PCR
perustuu kohdemolekyylin monistamiseen polymeraasiketjureaktiolla. Naytteista eriste-
taan ensin ribonukleiinihapot eli RNA. Eristetystd RNA-juosteesta muodostetaan kaan-
teiskopioentsyymin avulla cDNA-kopio eli komplementaarinen DNA ennen PCR-vai-
hetta.

5.1.1 RT-PCR Kkitit

Markkinoilta 16ytyy useita noroviruksen genoryhmien Gl ja GlI tunnistukseen tarkoitettuja
PCR-kitteja, jotka sisaltavat kaikki tarvittavat reagenssit RT-PCR: &an (Liite 5). Paketteja
on saatavilla eri kokoisina. Fast-Track Diagnosticsin Kitit ovat tarkoitettuja 32 tai 64 re-
aktioon, kun taas R-biopharmilla Rida®Gene Norovirus—tuoteperheen kitit ovat 100 re-
aktioon. Tyypillisesti kitit soveltuvat kaytettavaksi useimmille markkinoilla saatavilla ole-

ville eristys- ja PCR-laitteistoille, mutta olemassa on myo6s kittej&, jotka on suunniteltu
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tietylle laitteelle. Esimerkiksi Rida®Gene Norovirus | & 1l LC2.0:n PCR-laitteena toimii
Rochen LightCycler® 2.0. RT-PCR:n suorittaminen kaupallisella kitilla vie aikaa yh-
teensé noin kaksi tuntia, josta 30 minuuttia kuluu RNA:n eristamiseen ulostenaytteesta
ja noin 90 minuuttia RT-PCR: aan. Kaupallisesti saatavilla on my6s multiplex-kitteja,
jotka tunnistavat samasta naytteesta noroviruksen liséksi myds muita gastroenteriittia

aiheuttavia viruksia tai bakteereita.

5.1.2 Xpert®Norovirus

Cepheidin Xpert®Norovirus on talla hetkella ainut markkinoilla oleva FDA-hyvéaksynnan
saanut pelkastaan noroviruksen diagnostiikkaan tarkoitettu molekulaarinen testi. Se suo-
ritetaan automaattisella GeneXpert RT-PCR-laitteistoilla (Kuva 7). Naytteen esikasittelya
lukuun ottamatta laite suorittaa koko naytteen analysoinnin. Naytteen kasittelyyn uloste-
naytteenotto, jonka jalkeen nayte laitetaan Sample Reagent -pulloon, jota vorteksoidaan
10 sekunnin ajan. Vorteksoinnin jalkeen nayte pipetoidaan testikasetin naytekuoppaan
ja patruuna ladataan GeneXpert-laitteeseen. Testikasetti sisdltaa kaikki RT-PCR: aan

tarvittavat reagenssit ja materiaalit lukuun ottamatta Sample-reagenssia. [33.]

Kuva 7. GeneXpert testikasetti ja 2-moduulinen laite. [34]

Xpert®Norovirus-testin menetelména on reaaliaikainen RT-PCR. Detektio perustuu fluo-
rogeeniseen kohdespesifiseen hybridisaatioon. Nukleiinihappojen eristaminen, monistus
ja tunnistus tapahtuvat itsendisesti ja automatisoidusti testikasetilla GeneXpert-lait-

teessa. Testin kokonaiskesto on 90 minuuttia. Testi tunnistaa, onko ulostendytteessa
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noroviruksen genoryhmdaa Gl tai Gll. [33.] Suomessa Xpert®Norovirus on kayttssa ai-
nakin Itd-Suomen laboratoriokeskuksessa ja Eteld-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin kliini-
sen mikrobiologian laboratoriossa. [48; 51.]

Gonzales tutkimusryhmineen suoritti laajan evaluoinnin Xpert®Norovirus-testista
vuonna 2014—2015 tutkimalla yhteensa 1 403 ulostenaytettd. Naytteista 914 kpl kerat-
tiin kevaan 2014 aikana ja tutkittiin tuoreeltaan, loput 489 naytetta oli keratty vuosien
2008—2014 aikana ja pakastettu. Naytemateriaalista 64,6 % oli keratty sairaalahoidossa
olevilta potilailta. Tutkimusaineistoon kuului seké miehia etta naisia kaikista ikaluokista.
Vertailumetodina kaytettiin CDC:lla suoritettua vastaavaa RT-PCR: &a. Tuloksena PPA
(positive percent agreement) ja NPA (negative percent agreement) Gl:lle oli 98,3 % ja
98,1 % ja vastaavasti Gll:lle 99,4 % ja 98,2 %. [35.] PPA ja NPA ovat diagnostisen testin
suorituskykya kuvaavia arvoja. Korkeat prosenttilukemat kertovat, ettd Xpert®Norovirus

on taman tutkimuksen perusteella hyva suorituskyvyltaan.

5.2 Multiplex PCR-paneelit

PCR-paneeleja kaytetaan suolistotulehdusten aiheuttajien detektoimiseen yhdella tes-
tilla suoraan ulostenaytteesta, eli samaa naytetta ei tarvitse testata useita kertoja infek-
tion aiheuttajan loytamiseksi. Erityisesti immuunipuutteiset ja kriittisesti sairaat hydtyvat
siita, ettd taudinaiheuttaja saadaan nopeasti diagnosoitua. Kaupallisesti saatavilla olevia
multiplex paneeleita, jotka ovat saaneet FDA-hyvaksynnan, ovat BioFire Diagnosticsin
FilmArray Gl panel, Luminexin xTag Gl pathogen panel seka Nanospheren Verigene
Enteric Pathogen test. Liitteessa 6 on vertailutaulukko, johon on kirjattu paneelien omi-

naisuuksia. [36.]

5.2.1 XxTAG®Gastrointestinal Pathogen Panel

Luminexin XxTAG®Gastrointestinal Pathogen Panel on ensimmainen FDA-hyvaksynnan
saanut multiplex-testi suolistotulehdusta aiheuttavien patogeenien detektointiin ja identi-
fiointiin. [36] Testi tunnistaa 14 eri patogeenia ulostenaytteesta (Taulukko 2). Tunnistus
tapahtuu mikrohelmien avulla, jotka hybridisoituvat tiettyyn mikroorganismin nukleiini-
happosekvenssiin tai kontrolliin. Helmikannoille muodostuu fluoresenssisignaali, jonka

perusteella patogeenin lasnéolo naytteessa maaritetdan. [37.]
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Taulukko 2. xTAG®Gastrointestinal Pathogen Panelin tunnistamat patogeenit

Bakteeri Virus E. coli / Shigella Parasiitit
-Campylobacter (C. | -Norovirus GI/GlI -Escherichia coli (E. | -Cryptosporidium (C.
jejuni/C. coli/C. lari) -Rotavirus A coli) 0157 parvum, C. hominis)
-Clostridium  difficile -Enterotoxigenic -Giardia lamblia
(C. difficile) toxin A/B Escherichia coli
-Salmonella (ETEC) It/st

-Shiga-like toxin-pro-

ducing  Escherichia

coli (STEC)

-Shigella (S. boydii,

S. sonnei, S. flexneri,

S. dysenteriae)

Testin kokonaiskesto on noin viisi tuntia. Aika siséltéa naytteen esikasittelyn, nukleiini-
happojen eristyksen, multiplex PCR-ajon, nukleiinihappojen sitoutumisen mikrohelmeen
sekad data-analyysin [36]. XTAG®Gastrointestinal Pathogen Panelissa RNA: n eristys
taytyy tehda erikseen ennen PCR: 44, joten testin suorittamisen kokonaiskesto on huo-
mattavasti suurempi kuin FilmArray- tai Verigene-paneeleilla. Testin suorittamiseen tar-
vitsee kolme erillista laitetta (Kuva 8). On kuitenkin huomattava, etta xTAG-paneeli suo-

ritetaan 96 kuoppalevylla, joten naytteiden maara voidaan pitda hyvinkin suurena. De-

tektointiin kaytetaan poytakokoista Luminex® 100/200™-|aitetta.

Kuva 8. xTAG®Gastrointestinal Pathogen Panel-testin suorittaminen vaihe vaiheelta. Testin
suorittamisen kokonaiskesto on noin viisi tuntia. 1. Nukleiinihappojen eristaminen. 2. Multi-
plex-PCR 3.Hybridisaatio 4. Detektointi. [48]

XTAG®Gastrointestinal Pathogen Panel on eniten tutkittu multiplex paneeli. Khare tutki-
musryhmineen teki vertailevan arviointitutkimuksen xTAG-paneelista ja FilmArray-pa-
neelista vuonna 2014. Tutkimuksessa tutkittiin 500 ulostenaytettd. Spesifisyydeksi noro-
virukselle méaritettiin 90,8 % ja herkkyydeksi 100 %. [38.]
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5.2.2 FilmArray Gastrointestinal panel

Film Array Gastrointestinal panel on nukleiinihappopohjainen kvalitatiiviseen analyysiin
perustuva multiplex paneeli. Paneeli pystyy samanaikaisesti havaitsemaan ja tunnista-
maan nukleiinihappoja useasta eri bakteerista, viruksesta ja loisesta. Naytteena
kaytetdan ulostetta Cary-Blair siirtomediassa. Paneeli sisaltdd Noro 1- ja Noro 2-
menetelmat, jotka yhdessé targetoivat noroviruksen genoryhmia Gl ja GlI. Tulos ei kui-
tenkaan kerro, kumpi genoryhmé Gl vai Gll on havaittu. [39]. Gastrointestinal-paneeli
detektoi ulostenaytteesta 22 eri analyyttia; 11 bakteeria, 2 bakteerimyrkkya, 5 virusta ja
4 parasiittia [40], jotka ovat taulukoituna alla taulukossa 3.

Taulukko 3.  Film Array Gastrointestinal paneelin tunnistamat patogeenit

Bakteeri Virus E.coli / Shigella Parasiitit
-Campylobacter (C. | -Adenovirus F 40/41 | -Enteroaggregative -Cryptosporidium
jejuni/C. coli/C. upsa- | -Astrovirus Escherichia coli | -Cyclospora cay-
liensis) -Norovirus GI/GlI (EAEC) etanensis
-Clostridium  difficile | -Rotavirus A -Enteropathogenic -Entamoeba histolyt-
(C. difficile) toxin A/B | -Sapovirus Escherichia coli | ica
-Plesiomonas shigel- | (Genoryhmat I, I, IV, | (EPEC) -Giardia lamblia
loides and V) -Enterotoxigenic
-Salmonella Escherichia coli
-Vibrio (V. parahae- (ETEC) It/st
molyticus/V.  vulnifi- -Shiga-like toxin-pro-
cus/ V. cholerae) ducing  Escherichia
-Yersinia enterocolit- coli (STEC)
ica -Shigella/ Enteroinva-

sive Escherichia coli

(EIEC)

Gastrointestinal paneeli on FDA-hyvaksytty vuonna 2014. Testi ja analyysi suoritetaan
FilmArray-analysaattorissa. FilmArray prosessoi vain yhden naytteen kerrallaan. Pros-
essiin  kaytetddn kertakayttdistda muovista patruunaa, johon nayte lisataan. [36.]
Patruunan jaykka muoviosa sisaltaa testiin tarvittavat reagenssit ja joustava muoviosa
on jaettu osioihin, jossa testin eri reaktiot toteutetaan. Testin kayttdja lataa naytteen
patruunaan, asettaa sen FilmArray-laitteeseen ja kdynnistaa ajon (Kuva 9). Kaikki muut
vaiheet ovat automatisoituja. [40.] Analysaattori kay lapi nukleiinihappojen eristyksen,
nested-PCR-ajon eli sisakkéisen polymeraasiketjureaktion ja sulamiskdyraanalyysin.
[36.]
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Kuva 9. Film Array Gastrointestinal testin suorittaminen vaihe vaiheelta. [40]

5.2.3 Verigene Enteric Pathogens Nuclein Acid test

Verigenen Enteric Pathogens Nuclein Acid test perustuu RT-PCR: &an ja hybrid-
isaatioon, jolla detektoidaan tiettyja ruoansulatuskanavan patogeenien nukleiinihap-
pogeenisekvensseja kultananopartikkelikoettimien avulla. Testi suoritetaan automati-
soidulla Nanosphere Verigene -laitteistolla (Kuva 10), joka koostuu poytakokoisista Ve-

rigene Reader -ohjauskeskuksesta seka Verigene Processor -tydasemasta. [41.]

Kuva 10. Verigene Reader -ohjauskeskus, 2-paikkainen Verigene Processor -tydasema ja testi-
kasetteja. [55]

Naytemateriaalina kaytetdan pehmeaa tai nestemaista ulostetta, joka ladataan ty6ase-
maan testikasetissa. Laitteisto suorittaa nukleiinihappojen eristyksen, hybridisaati-
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odetektion sek& virusspesifisten nukleiinihappojen tunnistamisen kultananopartik-
keliteknologialla. Testin avulla voidaan detektoida ulostenaytteestd yhdeksén eri pato-
geenia (Taulukko 4).

Taulukko 4.  Enteric Pathogens Nuclein Acid paneeli tunnistamat patogeenit

Bakteeri Bakteerimyrkky Virus
-Campylobacter -Shiga Toxin 1  (stxl) | -Norovirus
-Salmonella -Shiga Toxin 2 (stx2) -Rotavirus
-Shigella

-Vibrio

-Yersinia enterocolitica

Testin suorittaminen kestaa yhteensa noin kaksi tuntia. Laitteisto on saatavilla 1-32: lla

moduulilla, jolloin useamman kuin yhden naytteen ajaminen kerrallaan on mahdollista.

5.2.4 Seeplex® Diarrhea ACE Detection: V-assay

Seegenen Seeplex® Diarrhea ACE Detection: V-assay on multiplex paneeli, joka tun-
nistaa viisi ripulia aiheuttavaa patogeenia. Menetelman avulla tunnistetaan adenovirus,
rotavirus A, noroviruksen genoryhmat Gl ja Gll seka astrovirus ulostenaytteesta. Testin
suorittaminen koostuu seuraavista vaiheista: naytteen kasittely, nukleiinihappojen eris-
taminen, multiplex PCR-ajo, automatisoitu nukleiinihappojen tunnistaminen seka data-

analyysi.

Testin suorittaminen vaatii koko laitteiston hankkimista, koska jokainen vaihe tehd&éan
eri instrumentilla. Koko laitteisto on saatavilla testin valmistajalta, ja se soveltuu
kaytettavaksi myds muille reaaliaikaisille PCR-maarityksille. Menetelmén epasuotuisina
puolina voidaan pitaé testin suorittamisen pitkaé kokonaiskestoa (yli 10 tuntia) ja moni-
vaiheisuutta. Testi mahdollistaa kuitenkin suurten ndyteméaarien analysoinnin. Seegenen
Diarrhea ACE Detection-tuoteperheeseen kuuluu V-assayn lisdksi myds muita suolistu-
tulehdusta aiheuttavia patogeeneja tunnistavia paneeleita, joita voi kayttaa yhdessa tai

erikseen V-assayn kanssa. [1; 42.]
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5.3 Isotermaalinen nukleiinihappojen monistus

Noroviruksen tunnistukseen on kehitetty isotermaaliseen monistamiseen perustuvia
menetelmia. Erona perinteiseen PCR: 4an DNA: n monistus tapahtuu vakiolampdtilassa
eikd termosykliselle laitteelle ole tarvetta. Isotermaaliset monistusmenetelméat voidaan
jakaa useampiin erilaisiin tekniikoihin. Noroviruksen detektointiin [6ytyy télla hetkella
ainakin RT-LAMP (Reverse Transcription-Loop-mediated Isothermal Amplification) -
menetelmaan seka NASBA (nucleic acid sequence-based amplification)-menetelmaan
perustuvia testeja. NASBA —menetelma perustuu nukleiinihapposekvenssien monista-
miseen (Kuva 11), ja sitéa kaytetaan tyypillisesti tunnistamaan bakteerien tai virusten RNA
kliinisissé naytteissa. Norovirukselle on markkinnoilla japanilainen Kainos Laboratoriesin
Swiftgene Norovirus GI/GII. [6.]

RNA() S AAANANANANANS g

65T
Py
hybridization

41T RT RT
Reverse Cycle Phase
Transcriptas
(RT) IRORNNNNNN
RNase H
&P,

P, RNA(-) RNA

RNA polymerase

Kuva 11. Kaavakuva NASBA-tekniikasta [53]
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RT-LAMP perustuu 4—6 alukkeen kayttoon, jotka tunnistavat 6—=8 eri aluetta kohde-
RNA:sta. Alukeparit muodostavat reaktion ensimmaisesséa vaiheessa silmukkara-
kenteen, joka toimii templaattina seuraavassa vaiheessa (Kuva 12). [43.] Eiken Chemi-
calin Loopamp®Norovirus kitit genoryhmien Gl ja Gll detektointin ovat RT-LAMP-
testeja. Kitit ovat CE-merkittyja ja sisaltavat tarvikkeet 48 testiin. Testi on nopea suorit-
taa. Nayteseos, alukkeet ja DNA-polymeraasi inkuboidaan samassa putkessa. Testiin
tarvittava valineistd on pieni, tarvitaan vain lampoblokki seka mikrosentrifugi. Testi on
kokonaiskestoltaan noin 1,5 h. Tulos todetaan visuaalisesti fluoresenssin aiheuttamana

varinmuutoksena tai turbidometrilla sameusmittauksella. [44.]
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Kuva 12. Kaavakuva LAMP-tekniikasta [53]

Alustavat tutkimukset isotermaaliseen vahvistukseen perustuvasta diagnostiikasta ovat
positiivisia. Kehitetyt testit ovat olleet nopeita ja osoittautuneet erittain herkiksi. PCR: aan
verrattuna isotermaaliseen nukleiinihappojen monistukseen tarvittava laitteisto on
yksinkertaista ja edullista, koska lampétiloja ei tarvitse vaihdella nopeasti. [6.] Taméan
vuoksi isotermaaliset menetelmét voisivat olla kayttokelpoisia esimerkiksi kehitysmaissa
tai vaikeissa olosuhteissa kuten erémaissa ja aavikoilla. Lisaa tutkimusta kuitenkin tarvi-

taan.
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6 Johtopaatokset

Insin6oritydn tarkoituksena oli vertailla markkinoilla olevia norovirustesteja keskenaan.
Selvitystytn perusteella detektiomenetelmat voisi jakaa karkeasti kahteen tapaan, an-
tigeenin osoitukseen ja nukleeinihapon osoitukseen. Antigeenin osoitustesteja on saa-
tavilla entsyymi-immunologiseen menetelmaan (EIA) seka lateraaliseen virtaukseen pe-
rustuvia immunokromatografisia testeja (LFIA). Nukleiinihappopohjaiset testit ovat
paaasiassa geeninmonistukseen (PCR) perustuvia. Kaupallisesti saatavilla on useita

PCR-kitteja ja myds valmiita kokonaisratkaisuja laitteistoineen.

Multiplex-PCR-paneelit tunnistavat samasta naytteesta useita eri patogeeneja. Paneel-
ien merkittavin etu onkin, ettéd yhdella ajolla saadaan monta mahdollista taudinaiheut-
tajaa tutkittua ja lisdksi mahdolliset yhteisinfektiot selvitettyd. Paneeleita on saatavilla
erilaisia, osassa nukleiinihappojen eristys taytyy tehda erikseen, osassa eristys tapahtuu
automaattisesti laitteessa. Nopein paneeli on FilmArray Gastrointestinal Panel, jonka ko-
konaiskesto on vain noin yhden tunnin. FilmArraylla voi kuitenkin ajaa vain yhden nayt-
teen kerrallaan. XTAG Gastrointestinal Pathogen Panel soveltuu paremmin kayttéon, jos

halutaan ajaa useampi nayte kerrallaan, koska se suoritetaan 96-kuoppalevylla.

Xpert Norovirus on talla hetkella ainut markkinoilla oleva FDA-hyvaksynnan saanut mon-
oplex norovirustesti, joka suoritetaan automatisoidulla laiteratkaisulla. Nayte ladataan
testi-patruunaan ja GeneXpert-laitteisto suorittaa kaiken muun. Testin suorittaminen kes-
taa yhteensa 90 min, joten se lukeutuu nopeimpiin PCR-menetelmiin. Xpert Norovirus
on hyva esimerkki helposti toteutettavasta ja nopeasta PCR-testistd. Aikaisemmin EIA-
testit ovat olleet nukleiinihappojen tunnistukseen perustuviin testeihin verrattuna helpom-
pia toteuttaa ja niiden kokonaiskesto on ollut lyhyempi. EIA-testit soveltuvat kaytettaviksi
laboratorioissa, joissa ei ole molekyylidiagnostista laitteistoa, koska PCR on herkasti
kontaminoituva reaktio, jonka tilavaatimukset ovat tarkempia. Vieritestaukseen norovi-
rustesteista soveltuvat parhaiten LFIA-testit, koska niiden suorittaminen kestaa vain n.
20 minuuttia eika vaadi erityisia tilavaatimuksia. Testit ovat nopeita ja helppokayttéisia,

mutta herkkyyksissa on paljon vaihtelua.

Tulevaisuudessa reaaliaikainen RT-PCR ja muut nukleiinihappojen tunnistukseen pe-
rustuvat menetelmat mahdollisesti korvaavat EIA-testit kokonaan noroviruksen tunnis-
tuksessa, koska antigeenin osoitustestien herkkyys on huomattavasti matalampi. PCR-

menetelmista olisi potentiaalista kehittdd entistd nopeampia vieritestaukseen soveltuvia
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naytteesta tulokseen testeja, jotka detektoivat noroviruksen RNA: ta. Jatkossa olisikin
hyva keskittaa kehitystyota nukleiinihappopohjaisiin testeihin, koska ne ovat osoittaneet
hyvaa herkkyytta ja spesifisyytta. Erityisesti lisda tutkimusta kaivattaisiin isotermaalisista
menetelmista, jotka ovat alustavasti osoittaneet hyvaa herkkyytta ja nopeaa toteutusta.

Hyvan diagnostisen testin ominaisuuksiin kuuluu kustannustehokkuus. Testien ja laittei-
den tarkkoja hintatietoja ei ole ollut tata tutkimusta tehtavissa saatavissa. Kokonaisen
laitteiston tai uuden laitteen hankkiminen laboratorioon on kertainvestointina kallista,
mutta pidemman paalle saataa olla kannattavaa, jos naytteita tulee paljon tutkittavaksi.
On huomioitava myds, ettda esimerkiksi useimpiin norovirusdiagnostiikan PCR-instru-
menteista tulee erikseen hankkia kertakayttoisia testikasetteja tai -patruunoita, jolloin
niista tulee lisdkustannuksia ja laboratorio on tiettyyn valmistajaan sidoksissa tai laittes-
ton kayttd rajoittuu vain tiettyyn tutkimukseen. PCR-kitit ja EIA- ja LFIA-testit ovat edullis-
empia hankkia harvemmin tehtavaan tutkimukseen, mutta LFIA-testeja lukuun ottamatta
vaativat laboratoriolta hyvaa varustetasoa.
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(A) NON-ENVELOPED VIRUS AND METHOD AND DE-
VICE FOR SEPARATION AND DETECTION OF NON-
ENVELOPED VIRUS AND BACTERIA

CN103397105 (A);|2013-11-20 Kit for detecting GIl type norovirus and applications
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quantitative PCR (Polymerase Chain Reaction) method
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and application thereof
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CN102154528 (A) rus liquid phase chips
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CN101948936 (B);|2011-01-19 Real-time fluorescence PCR method for detecting noro-
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DETECTION REAGENT

KR20090078137 |2009-07-17 SPECIFIC FOR NOROVIRUS AND METHOD OF DE-

(A); KR101025595 TECTING VARIOUS NOROVIRUS
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JP2009240207 2009-10-22 METHOD FOR EASILY DETECTING NOROVIRUS IN

HIGH SENSITIVITY
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US2009181365 2009-07-16 NOROVIRUS DETECTION REAGENT

(A1)

CN101403014 (A) |2009-04-08 Ring mediated isothermality amplification fast detecting
method for norovirus

US2008254443 2008-10-16 Norovirus detection, methods and compositions therefor

(Al); US7794928

(B2)

US7205112 (B2);|2005-03-03 Materials and methods for detection of enterovirus and

US2005048475 norovirus

(A1)

US7955792 (B2);|2006-09-28 Diluent for norovirus or sapovirus specimen and method

US2006216695 for detecting virus

(A1)

JP2007145775 (A) | 2007-06-14 METHOD FOR DETECTING NOROVIRUS Gl IN HIGH
SENSITIVITY

JP2005245434 (A) | 2005-09-15 DETECTION REAGENT FOR NOROVIRUS

JP2005082558 (A) | 2005-03-31 HIGH SENSITIVITY DETECTION METHOD OF SMALL
ROUND STRUCTURED VIRUS

CN101153341 (B);|2008-04-02 Primer, detection method and detection reagent kit for

CN101153341 (A)

detecting type G2 norovirus

Hakusanat "Norwalk” ja "detection”

Julkaisunumero

Julkaisupéaiva

Nimitys

CN104634975 (A) |2015-05-20 Detection kit and detection method of Norwalk viruses

KR20140049131 |2014-04-25 NOROVIRUS DETECTION METHOD, AND THE PRE-

(A); KR101441950 PARING METHOD OF RECOMBINANT VECTOR AND

(B1) RECOMBINANT PROTEIN FOR THE DETECTION

CN102605103 (B);|2012-07-25 Primer, probe and method for detecting Norwalk virus

CN102605103 (A) nucleotide

CN101892326 (A);|2010-11-24 Method for preparing standard substance suitable for vi-

CN101892326 (B) rus PCR detection

CN101570798 (B);|2009-11-04 Detection kit and detection method for 3 species of food-

CN101570798 (A) borne viruses in marine products

CN101328505 (A); | 2008-12-24 Gene chip and reagent box for detecting food-borne virus

CN101328505 (B)

US5559014 (A) 1996-09-24 Methods and reagents to detect and characterize Nor-
walk and related viruses

US2004115617 2004-06-17 Method of detecting norwalk-like virus (gi)

(Al); US7202032

(B2)

US7351819 (B2);|2004-04-15 Method of detecting norwalk-like virus (gll)

US2004072145

(A1)

US2003129588 2003-07-10 Methods and reagents to detect and characterize nor-

(Al); US6942865 walk and related viruses

(B2)

US4455531 (A) 1984-06-19 Conductance probe for detection of immiscible liquids

US2007077554 2007-04-05 Homologous viral internal controls for use in RT-PCR as-

(A1)

says of enteric viruses
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LITE 2
1 (1)

Sahkdpostihaastattelukysymykset

1. Esittely (kuka olet, mik& tyotehtava)

2. Milloin on tarvetta selvittaa, mika patogeeni on aiheuttanut gastroenteriitin?

3. Minkalaisia eri detektointimenetelmia on kaytdssa noroviruksen diagnosointiin?

a. Mitka ovat eri menetelmien vahvuudet?

b. Mink& nimisia laitteita/testeja kaytossa?

c. Onko vieritestausta kaytdssa?

4. Miten noroviruksen epidemiakaudet vaikuttavat diagnostiikkaan?

5. Minkalaisia toivomuksia noroviruksen detektiomenetelmalla? Onko tarvetta tie-

tynlaiselle laitteelle tai testille?



LIITE 3

ElA-testien vertailutaulukko 1(2)
Testin nimi IDEIA™ Norovirus kit RIDASCREEN® Norovirus
3rdGeneration kit
Valmistaja Oxoid Ltd R-Bipharm
Kitin sisalto 96-kuoppalewy (12 kpl 8 Kkaiwoistal96-kuoppalewy (12 kpl 8 Kkaiwista
liuskaa) ja reagenssit. Muut materiaalit|irroitettavaa liuskaa) ja reagenssit.

ja valineet hankittava erikseen.

Muut materiaalit ja valineet hankittaval

erikseen. [15]

Laitteen tekniset tiedot

Kitin sailytys 2-8 °C :ssa, avattu
kuoppalewypaketti séilyy 12 ko

Kitti tulee sailyttda 2-8 °C :ssa

Menetelma

EIA

EIA

Monoplex/ Multiplex

Monoplex

Monoplex

Mille patogeenille

Norovirus Gl ja Gll

Norovirus Gl (GL.1, Gl.2,

GL7) ja Gl (GI.1, GII.2, GI.3, GI.4,
GIL.5, GIL.6, GII.7, GIL.8, GII.10, GI.12,

GIlI.13, GlI.14, GI.17)

Gl.3, Gl.4,

Testin suorituspaikka

Laboratorio

Laboratorio

Naytemuoto

Ulostenayte

Ulostenayte

Naytemaara

100 mg tai 100 pl

100 pl nestemaista tai 100 mg kiinteaa

Mihin nayte laitetaan

Suspensoidaan Diluentin

kanssa

Sample

Suspensoidaan Diluent 1:n kanssa

Naytteen sailyvyys

2-8°C 3 wk, pidempiaikainen séilytys
—20°C. [18]

2-8 °C 72 h, pidempiaikainen sailytys -

20°C tai kylmempi [15]

Rinnakkaisnaytteiden |96 96

maara

Reagenssit Sample Diluent, Control+,|Diluent 1, Wash buffer, Positive
Conjugate(peroksidaasi leimattuja] Control, Conjugate 1 (biotiini
polyklonaalisia vasta-aineita,|konjugoidut vasta-aineet), Conjugate 2

monoklonaalisia vasta-aineita, sininen
variaine), Control diluent, Wash Bulffer,

(streptavidiini peroksidaasi),
Stop Reagent

(vetyperoksidi, TMB),

Substrate

Substrate TMB(peroxide](rikkihappo) (Instructions)
tetraethylbenzidine),  Stop  Solution
(rikkihappo)

Naytteen kasittely Naytteen esikasittely, pipetointi| Naytteen esikasittely, pipetointi

kaiwoihin, huuhtelu

kaiwoihin, huuhtelu

Inkubaatioaika (min)

60 + 30

60 + 30 + 15

Testin kokonaiskesto]90 + manuaalinen tyo 105 + manuaalinen tyo

(min.)

Vertailumetodi GI/Gll TagMan rRT-PCR, ABI 7500 [1] |RT-PCR; QlAamp®, Viral RNA Mini kit
[13]

Herkkyys 55,0 - 59,6 % [1] 61,8 [13]

Spesifisyys 87,9 -94.8 % [1] 92,5 [13]

Tulos Vérireaktio, silmamaarainen anio, | Varireaktio, mitataan fotometrisesti

fotometrinen luku aallonpituudella 450
nm

FDA-hyvaksytty ei kylla (vain epidemiat)
CE-hyvaksytty kylla kylla

Tutkimusten maara|16 22

(PubMed/haettu testin

nimelld)




LIITE 4

LFIA-testien vertailutaulukko 1(2)
Testin nimi ImmunoCard STAT!®Norovirus Noroscreen NOROTOP+ ® RIDA®Quick SD Bioline Norovirus
Valmistaja Meridian Bioscience Europe Microgen Bioproducts All.Diag R-Biopharm Standard Diagnostics
Laitteen koko ja] Testikasetti, Testikasetti Testikasetti ja reagenssit[31] Kertakayttdinen testikasetti, paketti sisaltag| Testikasetti, naytteenkasittelyputket,
lukumaara naytteenkasittelyputket(joissa reagenssit A ja B, Kkertakayttopipetit,|steriili pasteurpipetti, steriilit

reagenssipuskurivalmiina), naytetikut [28]

koeputket

pumpulitikut, reagenssipuskuri

Montako pkt kitissa on

20 kpl:n paketit

10 kpl:n paketit

10 kpl:n paketit [31]

25 kpl:n paketit

20 kpl:n paketit

Menetelméa

LFIA

LFIA

LFIA

LFIA

LFIA

Monoplex / Multiplex

Monoplex

Monoplex

Monoplex

Monoplex

Monoplex

Mille patogeenille

Norovirus Gl ja Gl

Norovirus Gl ja GlI

Norovirus Gl ja GlI

Norovirus Gl ja Gl

Norovirus Gl ja GlI

Testin suorituspaikka Laboratorio/POC Laboratorio/POC Laboratorio / POC Laboratorio / POC Laboratorio / POC

Naytemuoto Ulostenayte Ulostenayte Ulostenayte Ulostenayte Ulostenayte

Nayteméaara Swab NA 50 pl tai 50 mg [31] 50 pl tai 50 mg [26] 50-100 mg

Mihin nayte laitetaan Diluent tube Vial Extraction Tube Reaction Vial Collection Tube

Tulos Positive, Negative, Invalid Positive GI, Positive Gll, Negative,|Positive for GlI, Positive for Gll,|Positive, Negative, Invalid Positive, Negative, Invalid
Invalid Negative, Invalid

Naytteen kéasittelyaikal5 5 ~5 ~5 5

(min.)

Inkubaatioaika (min.) 15 15 15 15 15

Testin kokonaiskesto (mir]20 20 20 20 20

Herkkyys 24% [24] 35% [27] 23 % [24] 19-38 % [24] 61,4% [25], 59 % [24] 41% [27]

Norovirus Gl 26% [27] NA 52% [27] 42,1% [25] 23% [27]

Norovirus GlI 39% [27] NA 50% [27] 76% [25] 54% [27]

Valmistajan ilmoittama [92% vs RT-PCR [28] 95,65% [30] 95,65 %[31] vs RT-PCR 92% [26] 84,1% [29]

Spesifisyys 75 % [24] 100% [24] 40 - 100% [24] 100% [25],100% [24] 100% [27]

Norovirus Gl NA NA NA 100% [25] NA

Norovirus Gl NA NA NA 100% [25] NA

Valmistajan ilmoittama ]98,3% vs RT-PCR [28] 91,67%][30] 91,67% [31] vs. RT-PCR 98% [26] 96,1% [29]

Vertailumetodi rRT-PCR [24] rRT-PCR [24] rRT-PCR [24] RT-PCR, easyMAG, ABI7500 [25] RT-PCR & Ridaquick [27]

FDA-hyvéaksytty ei ei ei ei ei

CE-hyvéaksytty kylla kylla kylla kylla kylla

Tutkimusten maaral2 1 2 5 4

(PubMed/haettu testin

nimelld)

NA = Not Available (Tieto ei

saatavilla/Iydy)




LITE S

PCR-kittien vertailutaulukko 1(2)
Testin nimi Allplex™Gastrointesinal FTD Noro Kit FTD Viral Gastroenteritis Rida®Gene Norovirus | & Il Rida®Gene Norovirus | & Il LC2.0 RoboGene® Norovirus RNA
Full Panel Assay Detection Kit 2.0
Valmistaja Seegene Fast-Track Diagnostics Fast-Track Diagnostics r-biopharm r-biopharm Analytik Jena
RNA:n eristys Nimbus IVD  (Hamilton),|NucliSENS® easyMAG®|NucliSENS® easyMAG®|RidaXtract (R-biopharm), Maxwel|[RTP® Pathogen Kit (STRATEC Molecular),|InnuPure® C16 + innuPREP Virus
STARLET (Hamilton),| (bioMérieux), QlAamp Mini|(bioMérieux) 16 (Promega), NucliSENS easy|Maxwell® 16 (Promega), MagNA Pure]|DNA/RNA Kit-IPC16 (Analytik Jena)

SEEPREP12™ (Diasorin)

Elute virus Spin, QIAamp
viral RNA kit + QIAcube
(Qiagen), QIAsymphony SP
+ DSP Virus / Pathogen and
the DNA Mini kit (Qiagen),
RTP® Pathogen kit
(STRATEC), DuplicaPrep
(EuroClone®), Maxwell® 16
Tissue LEV  Total &
Maxwell® 16 Buccal Swab
LEV (Promega)

Mag (bioMerieux), QIAsymphony
SP/AS (Qiagen)

(Roche), m2000sp (Abbott), m24sp (Abbott),

NucliSENS easy®MAG™ (bioMérieux)

[45]

PCR laitteisto

CFX96™ Real-time PCR (Bio-

Applied Biosystems® 7500 /

ABI®7500, ABI® 7500 Fast

LightCycler 2.0, Light Cycler|

LightCycler® 2.0 (Roche) + Rida®Gene Color

7500 Fast (Life Technologies)

Rad), SEECYCLER™|7500 Fast (Life] (Thermo Fisher Scientific), ViiA™7,]1480Il (Roche), Mx300P (Agilent|Compensation Kit Il (PG0002) LightCycler ®480 (Roche), Toptical &
(Seegene) technologies™), Rotor-Gene|CFX96 (BioRad), LightCycler®480|Technologies), ABI7500 (Applied| gqTOWER 2.0/2.2 (Analytik Jena)
3000 / 6000 / Q (Qiagen),|(Roche), RotorGene 3000/6000/Q|Biosystems), m2000rt (Abbott), [45]
CFX96® / DX® with CFX(Qiagen) and|SmartCycler /Cepheid) , Rotor-
software (BIO-RAD),| SmartCycler®(Cepheid) Gene Q (QIAGEN)
LightCycler® 480 (Roche),
SmartCycler®  with  Life
Science software  2.0d
(Cepheid)
Monoplex / Multiplex |Multiplex Monoplex Multiplex Monoplex Monoplex Monoplex
Mille patogeenille 25 targettia; Allplex™  GI-|Norovirus Gl ja GlI norovirus Gl ja Gll, astrovirus,|Norovirus Gl ja Gl Norovirus Gl ja Gl Norovirus Gl ja Gl (GI.3, GI.7,Gl.b,
Virus Assay: Norovirus Gl ja rotavirus, adenovirus ja sapovirus Gll.2, Gll.4, GI.7, Gll.b, Gll.e, Gll.g)
Gll, Rotavirus, Adenovirus, [45]
Astrovirus , Sapovirus
Testin suorituspaikka [Laboratorio Laboratorio Laboratorio Laboratorio Laboratorio Laboratorio
Naytemuoto Uloste uloste Uloste uloste uloste uloste
Naytemaara NA 1:10 suspensio S.T.A.R. 1:10 suspensio S.T.A.R. 1:10 suspensio H20 1:10 suspensio H20 1 g tai Iml RNA:n eristykseen [45]
®- Stool transport and|®- Stool transport and recowvery,|
recovery (Roche) - buffer (Roche) - buffer
Reagenssi NA Noro PP (Primer and Probe|Noro PP, ARA PP, Sapo PP, PC|Reaction Mix, PP-Mix, Enzyme|Reaction Mix, PP-Mix, Enzyme Mix, Internal|[NoV_D3.1 (Positive Control Gl),
mix), GASTRO PC (Positie|VirGas, PC Sapo, NC, IC,|Mix, Internal Control RNA, PCR|Control RNA, PCR Water, Positive Control NoV_D3.2 (Positive Control Gll),
Control), Negative Control,|Enzyme, Buffer Water, Positive Control NoV_D4 (Reagent mix, primers and
Internal  Control, Enzyme, probes), RT-PCR Enzyme Mix FS
Buffer (enzyme mix - Mg"2+, ROX, dNTPs,
Rnase inhibitor) [45]
RNA:n eristaminen|NA 30 30 30 30 NA
(min.)
Testin ajoaika (min.) |NA 90 90 90 60 NA
Testin kokonaiskesto|NA ~120 ~120 120 90 ~120 [45]
(min.)
CE-hyvaksytty kylla kylla kylla kylla kylla kylla




PCR-paneelien vertailutaulukko
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Testin nimi FilmArray® Gastrointestinal |Seeplex® Diarrhea |Verigene Enteric |Xpert®Norovirus XTAG®
(Gl) Panel ACE Detection: V- Pathogens Nuclein Gastrointestinal
assay Acid test Pathogen Panel

Valmistaja Biofire Diagnostics Seegene Nanosphere Cepheid Luminex

Laitteen nimi

FilmArray Instrument

Seeplex system:

Verigene System

GeneXpert Instrument

RNA:n eristys:

SEEPREP12™ System platform NucliSens® EasyMag®
(Seegene), (GeneXpert Dx, GeneXpert |instrument
SEEAMP ™ (Seegene) Infinity-48, GeneXpert (Biomerieux)PCR:
Caliper LabChip® Dx Infinity-48s tai GeneXpert  |Luminex® 100/200™
(Caliper Life Infinity-80) [33] instruments with
Sciences), XPONENT® software
MultiNA(Shimadzu)
[42]

Laitteen koko ja 25,4 x 39,3 x 16,5 cm, paino |4 KPL ; Verigene Processor |Koko neljalla moduulilla: Luminex® 100/200™

lukumaara 9kg SEEPREP12™: 44,2 |SP 19,4 x 47,5 x 27,94 x 30,48 x 29,72 cm  |instrument: 43 cm X
x 44,5 x 46,5 cm, 58,2 cm, paino 17,3 50.5cm x 24.5 cm,
paino 22 kg; kg ja Verigene paino 25 kg
SEEAMP™: 35,1 x Reader 29,8 x 31,6
27,9 x 25 cm, paino  |x 52,1 cm, paino
10 kg; Caliper 11,3 kg
LabChip® Dx: 47,2 x
64,9 x 46,4 cm, paino
45,5 kg; MultiNA [42]

Menetelmé& nested PCR + sulamiskédyra |kaanteistranskriptio kaanteistranskriptio |reaaliaikainen reaaliaikainen

[40] PCR kayttamalla PCR + kulta kaanteistranskriptio PCR  |k&anteistranskriptio

DPO™ (Dual Priming |nanopartikkeli PCR +xTAG fluorescent
Oligonucleotide hybridisaatio bead-based detection
technology), detektio
ACE : Automatic
capillary
electrophoresis [42]

Monoplex / Multiplex Multiplex Multiplex Monoplex Multiplex

Multiplex

Mille patogeenille

22 targettia, joista viruksia
adenovirus, astrowrus,
norovirus GI/

Gll, rotavirus ja sapovirus [40]

rotavirus, adenowirus,
norovirus GI/GlI,
astrovirus [Diarhhea]

9 targettia, Norovirus
Gl/GlI

norovirus Gl ja Gll

15 eri patogeenia

Testin Laboratorio Laboratorio Laboratorio Laboratorio/POC Laboratorio

suorituspaikka

Naytemuoto Ulostenayte Ulostenéyte tai rectal |Ulostenayte Uloste- tai oksennusnéyte |Ulostendyte

swab [42] (swab)

Naytemaara 200 pl [36] NA 200 pl 100 pl tuore tai
jaadytetty [36]

Mihin nayte Cary Blair media [36] NA Cary Blair media Swab siirretdan suoraan Cary Blair media tai

laitetaan Sample Reagent-pulloon raakanayte

Rinnakkaisnaytteide |1 96- kuoppalewy [42] tammi.32 Saatavilla eri 96

n maara

moduuliméaarilla (1-80 kpl)

Reagenssi pakastekuivatut reagenssit, NA Testi patruunassa |PCR-reagenssit siséltyvat |Reagenssien varastointi
séilytys huoneenlammosséa kertakayttdiseen Xpert 4°C ja -20°C.
[40] Norovirus - patruunaan
Naytteen ~2 [40] NA -5 ~5 45-60, + DNA/RNA-
kasittelyaika (min.) eristys 45 min
Testin ajoaika (min.)[~60 [40] NA ~120 ~85 2,5
Testin ~62 ~10 h ~125 ~90 ~5h
kokonaiskesto (min.)
Herkkyys 91,7% [38] NA 100% [34] 100 % [38]
Norovirus Gl NA 100% [1] NA 100% [34] 63.1-100% [46]
Norovirus GlI NA 97% [1] NA 100% [34] 90.5-100% [46]
Spesifisyys 99,5% [38] NA NA NA 90,8 [38]
Norovirus Gl NA 100% [1] NA 99,5% [34] 98.7-100% [46]
Norovirus GlI NA 99,4% [1] NA 98,9% [34] 96.6- 99.8% [46]
Vertailumetodi XTAG® Gastrointestinal RealStar 2.0 norovirus |NA RT-PCR CDC:lla [35] Norovirus Real Time RT-
Pathogen Panel [38] kit ( Astra PCR kit (Shanghai Z2J

Diagnostics)
reaaliaikainen RT-PCR
ABI7500 [1]

Bio-Tech) ; ABI 7500
(Life Technologies) [46]

Tulos (TCID /LOD)

Laadullinen, Vahvistettu LoD
1 x 10 RNA copies/mL [39]

10"4,2 TCID_50/ml [1]

LoD/mL: 4.12x10"5-
1,67 x 10”6 kopiota

Néytteen sisaltama

genotyyppi (Gl tai Gll) seka

Laadullinen

Norovirus Gl Tunnistus LoD LOD 2.2 GEq /reaction|4,12x10"5 LoD/ml  |LOD 3.2 x 10" - 3,98 x 10 |6.56x10"5 Copies/mL
konsentraatiossa 95% [39] [1] [41] "6 copies/ml [33] [37]

Norovirus GlI Tunnistus LoD LOD 1.7 GEq /reaction|1,67 x 10"6 LoD/ml |LOD 1,03 x 10™ - 4,97 x  |1.15x10"6 Copies/mL
konsentraatiossa 100% [39] |[1] [41] 10 "5 copies/ml [33] [37]

Hinta 39 500 $ [36] NA 40 000 $ [36] NA 37 000 $ [36]

FDA-hyvaksytty kylla el kylla kylla kylla

CE-hyvaksytty kylla kylla kylla kylla kylla

Tutkimusten maara |4 5 1 1 21

(PubMed/haettu
testin nimell&)

NA =Not Available




