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SARS-CoV-2 viruksen aiheuttaman COVID-19 pandemian vuoksi huomattiin pian riittavan
kattavan testauksen olevan valttamatonta viruksen leviamisen rajoittamiseksi. RT-gPCR
pohjaiset testausjarjestelmat todettiin kaikkein luotettavimmiksi SARS-CoV-2 viruksen ha-
vaitsemiseen. Lisdksi influenssa A-, influenssa B- sek& RS-virukset aiheuttavat edelleen
kausittaisia epidemioita. Kaikkien naiden virusten aiheuttamat oireet voivat olla hyvin sa-
mankaltaisia. Oikeanlaiseen diagnoosiin perustuvan hoidon nopean aloittamisen vuoksi on
ollut tarkeda kehittdd RT-qPCR pohjaisia yhdistelmatesteja, jotka pystyvat erottamaan néi-
den neljan virustyypin tartunnat yhdella analyysilla.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli suorittaa uuden GenomEra® SARS-CoV-2, Flu
A/B+RSV yhdistelméatestin evaluointitestausta. Testi on RT-gPCR pohjainen. Tavoitteena oli
testata yhdistelmatestin analyyttista varmuutta seka tarkastella testin herkkyytta influenssa
A-, influenssa B-, RS- ja SARS-CoV-2-virustyypin kohdalla erikseen. Aihe opinnaytetyotlle
saatiin Pohjois-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtymaltd (NordLab). Evalu-
ointitestaus suoritettiin  NordLabin Kajaanin laboratorion mikrobiologian osastolla 18-
23.11.2020. Evaluointitestauksessa kaytettiin 61 nenanielusta otettua, syvajaadytettya poti-
lasnaytettd, jotka olivat aiemmin testattu Xpert Xpress FIU/RSV ja Xpert Xpress SARS-CoV-
2 menetelmilla ja toimivat referenssina. Vertailussa kolmantena menetelmana oli QlAstat-
Dx Respiratory SARS-CoV-2 Panel menetelma. Yhteensa analyyseja tehtiin 92 kappaletta.

Evaluointitestaussarja sisalsi 41 positiivista ja 20 negatiivista influenssa A-, influenssa B-,
RSV- ja SARS-CoV-2- naytettad. Evaluointitestaussarjan herkkyys on 85 % ja tarkkuus 100
%. Virustyypeittain influenssa A herkkyys on 90 %, influenssa B herkkyys on 100 %, SARS-
CoV-2 herkkyys on 81,8 % ja RSV herkkyys on 66,6 %. Kaikkien virustyyppien osalta tark-
kuus on 100 %. Evaluointitestaus osoitti uuden GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/IB+RSV
yhdistelmatestin tarkkuuden ja herkkyyden olevan riittava olemaan Kliinisen diagnostiikan
apuvalineena.

Tama NordLabin Kajaanin laboratorion mikrobiologian osastolla suoritettu evaluointitestaus-
sarja on osana uuden GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelméatestipohjan eva-
luointitestausta, jota on suoritettu neljdssa eurooppalaisessa tutkimuslaitoksessa syksyn
2020 ja kevaan 2021 aikana. Taman evaluointitestauksen mygtavaikutuksella yhdistelma-
testi sai CE- merkinnan 30.11.2020 ja kansainvalisen myyntiluvan joulukuussa 2020.

Avainsanat evaluointi, influenssa A/B, PCR, RSV, RT-qPCR, SARS-CoV-2
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SARS-CoV-2 virus is the cause of ongoing pandemic of COVID-19 respiratory illness. Soon
we did notice that the adequate testing is necessary to prevent the virus from spreading.
The tests, based to the RT-gPCR technology, was noticed to be the most reliable to detect
the SARS-CoV-2 virus. At the time COVID-19 disease continue to spread globally, seasonal
respiratory viruses including influenza A-, influenza B- and RS- virus continue to circulate,
also causing acute respiratory diseases. Symptoms caused by all these viruses can be very
similar. It is increasingly important to have tools available to differentiate between SARS-
CoV-2 and other common respiratory viruses, at the same time investigating the clinical
features and impact of co-infections.

The aim of this study was to make evaluation test series to a new GenomEra ®SARS-CoV-
2, Flu A/B +RSV Combination Test Platform. The purpose of this study was to find out if the
new diagnostic platform is accurate enough, that we can use the test in clinical use. Also,
we did want to know how sensitive and specific the new diagnostic platform is and investi-
gate the sensitivity and specificity separately with influenza A-, influenza B-, RS- and SARS-
CoV-2 viruses. We got a subject to this study from Northern Finland Laboratory Center
(NordLab) and performed evaluation tests in NordLab Microbiology Unit Kajaani, November
2020. We used 61 nasopharyngeal patient samples, which were preserved in deep ice. The
reference method was Xpert Xpress FIU/RSV and Xpert Xpress SARS-CoV-2 diagnostic
platform. We also made tests with QlAstat-DX Respiratory SARS-CoV-2 Panel diagnostic
platform, in comparison with the third method.

The results showed that the sensitivity of the hole test series is 85 % and specificity of the
hole test series is 100 %. The sensitivity by the type of viruses is with influenza A 90 %,
influenza B 100 %, SARS-CoV-2 81,8 % and RSV 66,6 %. The specificity of all the virus
types is 100 %. This may indicate that The New GenomEra®SARS-CoV-2, Flu A/B+ RSV
Combination Test Platform is sufficiently sensitive and specific for clinical use.

The evaluation test series, we made in the NordLab Microbiology Unit, Kajaani, was a part
of the evaluation tests series, made in the four European Research Institutes in autumn 2020
and spring 2021. With this evaluation test series GenomEra ®SSARS-CoV-2, Flu A/B + RSV
Combination Test Platform got CE- Marking 30 November 2020 and international marketing
authorization in December 2020.

Keywords evaluation, influenza A/B, PCR, RSV, RT-gPCR, SARS-CoV-
2
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1 Johdanto

Kiinan Wuhanissa eristettiin tammikuussa 2020 uusi beetakoronavirusmuunnos SARS-
CoV-2. Tama COVID-19 nimista hengitystiesairautta aiheuttava virus alkoi levita sielta
joulukuussa 2019. Pian havaittiin viruksen leviavan herkasti ihmisten valisissa kontak-
teissa ja aiheuttavan osalle sairastuneista vakavia hengitystieoireita. Taudin nopean le-
vidmisen vuoksi maailman terveysjarjestd (WHO) julisti COVID-19 taudin pandemiaksi
maaliskuussa 2020. Pian sairastuneiden ja tehohoitoa tarvitsevien maara ylitti monessa
maassa terveydenhoidon kestokyvyn ja kuolleisuus tautiin nousi dramaattisesti. Maail-
manlaajuisesti aloitettiin pohtimaan keinoja pandemian kuriin saamiseksi. Muiden toi-
mien ohella huomattiin, etta riittavan kattava testaus on valttamatonta pandemian hallit-
semiseksi (WHO 2020:2 a).

On useita tekniikoita SARS-CoV-2 viruksen toteamiseksi, joista viruksen nukleiinihappo-
jen tunnistamiseen perustuvat RT-gPCR pohjaiset jarjestelmat todettiin luotettavimmiksi.
(Jawerth 2020: 1-2) COVID-19 taudin rinnalla maailmalla kiertaa kausittaisia hengitystie-
epidemioita aiheuttavia influenssa A-, influenssa B- ja RSV- viruskantoja. Naiden virus-
ten aiheuttamien infektioiden oireet voivat olla samankaltaisia, ja oireettomasta aina va-
kavaan sairastumiseen asti kehittyvia, kuin COVID-19 viruksen aiheuttamat oireet. Klii-
nisen diagnoosin ja hoidon aloittamisen nopeuttamiseksi onkin ollut tarpeellista kehittaa
testijarjestelmia, jotka erottavat kaikkien nadiden virusten esiintymisen naytteessa sa-

malla kerralla.

Kliinisen diagnostiikan laitteita ja testijarjestelmid valmistava Abacus Diagnostica Oy ryh-
tyi vuoden 2020 viimeisella vuosineljanneksella teettamé&én evaluointitestausta kehitta-
mastaan GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelméatestijarjestelmasta. Ky-
seessa on RT-gPCR pohjainen testi, jolla voidaan yhdella kertaa tutkia influenssa A-,
influenssa B-, RS- ja SARS-CoV-2-virusten esiintymista nenanielu- tai sylkindytteesta.
Evaluointitestausta suoritettiin neljassé eurooppalaisessa tutkimuslaitoksessa, seka
Pohjois-Suomen liikelaitoskuntayhtyman (NordLab) mikrobiologian laboratoriossa Ka-
jaanissa. Tassa opinnaytetyossa tarkastellaan NordLabilla tehtyd evaluointitestaussar-
jaa ja analysoidaan sen tuloksia seka verrataan tuloksia osana suurempaa kokonai-

suutta.

Evaluointitestaussarja suoritettiin NordLabin Kajaanin laboratorion mikrobiologian osas-

tolla olevilla kolmella Genomera CDX-analysaattoreilla. Testisarjassa oli 61 aikaisemmin



Xpert Xpress FIU/RSV ja Xpert Xpress SARS-CoV-2 menetelmalla analysoituja potilas-
naytteita. Yhteensa analyyseja suoritettiin 92 kappaletta. Tarkoituksena oli evaluointites-
tauksen avulla mitata, onko Genomera® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelmatesti
riittdvan herkka ja tarkka kliinisen diagnostiikan apuvélineena, mitata testin analyyttista
herkkyytta ja tarkkuutta seka maarittaa yhdistelmatestin tarkkuutta ja herkkyytta jokaisen
viruksen osalta erikseen. Kajaanissa tehty evaluointitestaus oli osana laajempaa evalu-
ointitestauskokonaisuutta, jonka myotd Genomera® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdis-
telmatesti sai CE-IVD merkinnan 30.11.2020 seka kansainvalisen myyntiluvan marras-
kuussa 2020.

2 Hengitystieinfektioita aiheuttavat virukset

Aikaisemmin virukset on erotettu bakteereista pienen kokonsa perusteella, mutta téar-
keimpia eroja on, etta virukset tarvitsevat isantasolun, koska niilla ei ole omaa aineen-
vaihduntaa lisdantydkseen. Monet virukset aiheuttavat tyypillisen taudin, joka on oireiden
perusteilla tunnistettavissa, kuten rokkotaudit, herpes ja myyrdkuume. Useammat viruk-
set aiheuttavat keskenaan samanlaisia tauteja, eiké aiheuttajaa voida paatella kliinisten
oireiden perusteella. Téallaisia ovat muun muassa hengitystieinfektiot, mukaan lukien
COVID-19 taudin aiheuttava koronavirus SARS-CoV-2 seka influenssaa ja ripulia aiheut-
tavat virukset. Virukset voivat aiheuttaa myds sy6paa; esim. papilloomavirus (HPV; koh-
dunkaulan sy6pa), hepatiitti B- ja C-virus (maksasy6pd). Muutamiin virustauteihin kayte-
taén laékehoitoa ja useisiin viruksiin on myos tehokas rokote kaytéssa. (Lumio 2020:1-
3)

Virusten koko vaihtelee suuresti 20-300 nanometrin valilla. Ulkomuodoltaan virukset ovat
usein pyoreita tai sauvamaisen pitkia. Virusten nukleokapsidi on useimmiten symmetri-
nen muodoltaan, koska viruksen kuori rakentuu monista toistuvista proteiinialayksikoista.
Virukset ovat pelkistyneité loisia, joilla on tarvittavia geeneja ja niitd ympardi infektoiva
suojakerros. Virukset muodostuvat nukleonihaposta ja proteiinikuoresta eli kapsidista.
Vaipallisilla viruksilla on lipidikalvo. Virusten perima on deoksiribonukleiinihappoa
(DNA:ta) tai ribonukleiinihappoa (RNA:ta), ja ne kayttavat solujen synteesilaitteistoa li-
saantydkseen ja muodostaakseen infektiokykyisid uusia partikkeleita. Ne sisaltavat vi-
ruksen perintdaineksen siirtden sen edelleen toisiin soluihin. (Saksela — Sdéderlund - Ve-
nermo 2020:479-487.)



Virukset ovat merkittavia taudinaiheuttajia, jotka aiheuttavat vuosittain maailmanlaajuisia
epidemioita. SARS-CoV-2 virus on aiheuttanut pandemian, joka sai maailman terveys-
jarjestoltd (WHO) helmikuussa 2020 nimen COVID-19. Ensimmaisen kerran tama
SARS-virusmuunnos tunnistettiin Kiinan Wuhanissa joulukuussa 2019 (Centers for Di-
sease Control and Prevention 2020:1). COVID-19 viruksen ohella myds influenssa A-,
B- ja RS- (engl. respiratory syndrome) virukset ovat edelleen riesanamme aiheuttaen
kausittaisia hengitystie-epidemioita. Virukset tarvitsevat isantasolun lisaantyakseen,
koska viruksilla ei ole omaa aineenvaihduntaa. Taman vuoksi on ollut téarkea kehittaa
uudenlaisia RT-gPCR (engl. quantitative, real time PCR) pohjaisia yhdistelmaanalyy-
sijarjestelmia, joilla voidaan luotettavasti saada taudin aiheuttanut virustyyppi luotetta-
vasti selville (Jawerth 2020:1-2).

2.1 SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 virukset kuuluvat beetakoronaviruksiin. Koronavirukset kuuluvat Nidovira-
les virusten lahkoon ja Coronaviridae sukuun. Ne ovat vaipallisia, positiivissaikeisia, yk-
sijuosteisia RNA-viruksia. Koronavirukset ovat luokiteltu neljddn paaryhmaan: alpha-,
beeta-, delta- ja gammakoronavirukset. SARS-CoV-2 virus aiheuttaa COVID-19 tautia,
jossa oireet voivat vaihdella lievista hengitystieinfektion oireista hyvinkin vakaviin, kuten
keuhkokuume, akuutti hengitysvaikeusoireyhtyma (engl. acute respiratory distress syn-
drome, ARDS) sek& muut komplikaatiot, jotka voivat johtaa kuolemaan. (THL 2021:1 a).
Kuolleisuuteen vaikuttaa kuitenkin muun muassa ika, sukupuoli seka pitkdaikaissairau-
det. Koronaviruksia esiintyy niin elaimilla kuin ihmisilla. Kymmenista tunnetuista ko-
ronaviruksista seitsemén on havaittu olevan taudinaiheuttamiskykyinen ihmisissa ja
kolme on aiheuttanut vakavia epidemioita: Vuonna 2003 SARS-CoV, vuonna 2012 Mid-
dle East Respiratory Syndrome (MERS) seka vuonna 2020 Kiinan Wuhanista lahtdisin
oleva SARS-CoV-2. Sen perimé on 29891 nukleotidia ja se koodaa 9860 aminohappoa.
(Chan ym. 2020:221-225.)

SARS-CoV-2 virukset leviavat lahikontaktissa tartunnan saaneen henkilon kanssa. Vi-
rukset voivat levitd pienind nestemaisind partikkeleina, kun infektoitunut henkil yskii,
niistdd, puhuu, laulaa tai hengittda raskaasti. Taméa on uusimpien tutkimusten valossa
paaasiallinen tartuntareitti. Virukset voivat levitd myds kosketustartuntana, kun infektoi-
tunut henkil6 yskii, niistda tai koskettelee pintoja tai esineitd. Naiden pintojen koskettelu
ja sen jalkeen suun, nenan tai silmien koskettelu pesemattémin kasin voi aiheuttaa tar-
tunnan. (WHO 2020:1 b.)



SARS-CoV-2 viruksen elinkaari isantasolussa alkaa, kun viruksen piikkoproteiini sitoutuu
solureseptoriin ACE2. Taman jalkeen reseptori sitoutuu viruksen vaipan kanssa, jonka
jalkeen SARS-CoV-2 vapauttaa RNA perimansa isantasoluun. Taman jalkeen genomi-
RNA muuntuu, virusreplikaatiopolyproteiineiksi ppla ja lab, jotka ovat pilkottu pienem-
miksi tuotteiksi virusproteiinin avulla. Polymeraasi tuottaa epéjatkuvalla transkriptiolla
sarjan subgenomista lahetti-RNA:ta, jonka avulla saadaan muodostettua virusproteiinia.
Muodostuneet virusproteiinit ja viruksen genomin RNA kootaan viruksiksi solun en-
doplasmakalvostossa (ER) seka golgin laitteessa. Kalvorakkuloiden (engl. vesicle)
avulla ne kuljetetaan ulos solusta. Solu on muuttunut virustehtaaksi. (Kuvio 1) (Shereen-
Khan-Kazmi-Bashir-Siddique 2020:1-8.)
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Kuvio 1. SARS-CoV-2 viruksen lisaantyminen isantasolussa. (Mukailtu kuviosta Shereen ym.
2020:7.)



Yksi nopeimmista ja tarkimmista menetelmistd COVID-19-viruksen havaitsemiseksi on
reaaliaikainen kaanteiskopiontipolymeraasiketjureaktio (RT-qPCR), joka on laboratorio-
menetelmista yleisimmin kaytetty COVID-19-viruksen havaitsemiseksi (Jawerth 2020:1-
2). Toinen yleisesti kaytetty testausmenetelma on viruksen antigeenien osoittaminen
naytteesta. Euroopan tautiehkaisy- ja valvontakeskus (ECDC) suosittelee antigeenites-
tausta tilanteissa, jossa tulos on hyva saada erityisen nopeasti. Antigeenitestit ovat tyy-
pillisesti herkkyydeltdan heikompia kuin PCR-pohjaiset testit. (THL 2020:1 b).

Kolmas yleisesti kaytetty testausmenetelma on tutkia virusta vastaan muodostuneiden
vasta-aineiden esiintymistd naytteessa (European Centre for Disease Prevention and
Control 2020:1). SARS-CoV-2 viruksen vasta-ainetestit pyrkivat osoittamaan IgG-, IgM-
ja IgA-vasta-aineita viruksen eri proteiineille. N&ama perustuvat entsyymi-immunologi-
seen maaritykseen (EIA). Vasta-aine diagnostiikka voidaan hyddyntdd SARS-CoV-2 vi-
ruksen takautuvassa epidemiologisessa seurannassa, seka harkitusti tapauksissa,
joissa PCR-pohjaiset testit osoittavat negatiivista tulosta ja potilaan taudinkuva viittaa
tartuntaan. (Jaaskelainen-Lappalainen-Kurkela 2021:1-5).

2.2 Influenssa A-, B-, C- ja D-virukset

Tyypin A- ja B- influenssavirukset ovat ihmisten yleisimmat patogeenit. Niilla on paljon
toiminnallisia ja rakenteellisia piirteitéd keskenaan. (Gao ym. 2019:1). Influenssa A- ja B-
virukset levittavat kuumetta aiheuttavaa ja helposti leviavaa infektiosairautta. Influenssa-
virukset kuuluvat ortomyksoviruksiin ja tarkastellessa elektronimikroskoopilla virukset
nakyvat pallomaisina tai soikeina. Influenssa A- ja B- virusten genomit ovat muodostu-
neet yksisaikeisestda RNA:sta (Ziegler-Heikkinen 2010: 472).

Influenssa A- ja B- virukset ovat kahdeksan jaokkeisia, ja se lisda influenssavirusten
muuntelupotentiaalia. Viruksien RNA:n transkriptio ja mRNA:n synteesit tapahtuvat is&n-
tasolun tumassa. Influenssavirukset jaetaan A-, B- ja C- tyyppeihin, joista A- ja B-tyypin
virukset ovat Kliinisesti merkittavimpia. Influenssa A-virukset luokitellaan alatyyppeihin
viruksen pinnan HA- ja NA-proteiiniyhdistelmén perusteella. Naista influenssaepidemi-
oita aiheuttavat influenssa A(H1N1) ja A(H3NZ2) alatyypin virukset. Influenssa A(H1N1)
on vuoden 2009-2010 sikainfluenssa-pandemian jalkeldinen, joka on sen jalkeen aiheut-

tanut lievempid kausi-influenssaepidemioita. (THL 2020:1 c.)



Influenssa B-virukset luokitellaan eri sukulinjoihin ja kantoihin. Influenssa B-epidemiat
ovat keskimaarin lievempia kuin A-tyypin aiheuttamat. Ne ajoittuvat myos usein lahem-
mas kevattd, kuin talvea. Influenssa C-virus aiheuttaa yleensa lievan taudin ihmisille.
Niiden ei tiedeta aiheuttaneen epidemioita ihmisille. Influenssa D-virukset tartuttavat etu-
paassa nautoja. Niiden ei tiedeta tarttuneen tai aiheuttaneen tautia inmisille. (THL 2020:
1d)

Influenssa tarttuu herkasti yskimisen, aivastelun ja puhumisen seurauksena seké kos-
kettelemalla nenaa tai silmia kasillg, jotka ovat kontaminoituneet virusten saastuttamilta
pinnoilta (Boktor - Hafner 2020: 1). Influenssaviruksille on tyypillistd huomattava antigee-
nien vaihtelu. Suuret antigeeni- tyyppimuutokset aiheuttavat kaksi tai kolme kertaa vuo-
sisadassa maailmanlaajuisia pandemioita. Vuosittain esiintyvat pienet muutokset vaati-
vat uusien rokotekoostumusten jatkuvaa kehittamista. (Turkulov - Samardzija - Madle
2000:154-158.)

Influenssan toteaminen tehddan nena-nielulimasta. Influenssaa ja tavallista nuhakuu-
metta on hankala erottaa toisistaan, mutta influenssassa yleisimpia oireita ovat korkea
kuume ja lihaskivut. Influenssavirusten RNA:n transkriptio ja mRNA:n yhdistyminen ta-
pahtuu isdntdsolun tumassa. Influenssan aiheuttaman taudin kuva vaihtelee oireetto-
masta patologiseen saakka. Influenssavirusten itamisaika on yleisimmin 2-3 péaivaa,
mutta se voi kestaa jopa seitseman paivaa. Viruksen lisaantymisaluetta on henkitorven
ja keuhkoputkien varekarvaepiteelien lieridsolut, joista se etenee muualle hengitysteihin,

ja voi edeté sydanlihakseen saakka. (Heikkinen - Julkunen: 2020: 530.)

Influenssa alkaa aikuisilla nopeasti kuumeilulla, joka voi nousta jopa 40 °C:een ja kestaa
useita paivia. Muina oireina esiintyy lihaskipuja, kuivaa yskaéa, kurkkukipua ja huonovoin-
tisuutta. Yleisimpia influenssan komplikaatioita aikuisilla on nenén sivuontelotulehduk-
set, keuhkokuume sekad astman ja keuhkoahtaumataudin pahentuminen. Influenssan
tarkeimpana ehkaisyna on rokotukset, mutta influenssavirusten muuntuvuus vaikeuttaa
l6ytaa tehokasta oikeanlaista rokotetta ja taman vuoksi rokotteiden kokoonpanoa muu-
tetaan vuosittain. (Ziegler - Heikkinen:2010: 481- 483.)

Maailman terveysjarjestd seuraa WHO GISRS-jarjestelman kautta influenssatilannetta
maailmanlaajuisesti seka suosittelee, opastaa ja tukee maailmanlaajuisesti jasenvaltioita

influenssan ennaltaehkaisyssa- ja valvontastrategioiden kehittamisessa (WHO 2018: 1.)



Koronarajoitusten vuoksi influenssa-aktiivisuus on ollut vuonna 2021 pohjoisella pallon-
puoliskolla normaalia vahadisempé&a. Matkustamisen valttaminen, etatydskentely, hygie-
niachjeet, turvavalit ja maskin kaytté on todennakoisesti vahentanyt myos influenssatar-
tuntoja. Tartuntatautirekisteriin on 12.2.2021 mennessa ilmoitettu vain muutamia in-
fluenssa A- ja B-loydoksia. (THL 2021: 1.)

2.3 RS-virus

RS-virus (engl. respiratory syncytial) kuuluu paramyksoviruksiin. RS- viruksesta tunne-
taan kaksi erilaista alatyyppia RSV-A ja RSV-B ja nama jakautuvat edelleen erilaisiin
geneettisiin ryhmiin. RS-virus aiheuttaa infektioita etenkin talvikuukausina, jossa se ha-
keutuu hengitysteiden pintakerroksiin. RS-virus levidd pisaratartuntana ja sairastunut
henkild voi levittaa virusta noin viikon ajan. RS-viruksen itdmisaika on 4-5 paivaa. Hyvalla
kasihygienialla voidaan estéa tarttuvuutta. RSV-tartunnan voi saada monesti ja ensim-

mainen tartunta on yleensa voimakkain.

RS-virus on vastasyntyneiden ja yleensa pienten lasten infektioiden aiheuttaja alahengi-
tysteissa. Se voi myos aiheuttaa epidemioita vanhusten hoitolaitoksissa. RS-virus on
tunnettu jo vuodesta 1956 saakka. RS-virusta esiintyy kaikkialla maailmassa ja se ai-
heuttaa epidemioita vuosittain varsinkin talvikuukausina. Joidenkin tutkimusten mukaan
keuhkoputkentulehdusta sairastavien lasten tehohoidon tarve on suurempi RSV-A virus-
tartunnan yhteydessa, mutta RSV-B viruksestakin on useita vakavaan sairastumiseen
altistavia variantteja. (Laham ym.2017:808-810; THL 2019:1.)

RS-virukset leviavat pisaratartunnan valitykselld. Itdmisaika on neljasta viiteen péaivaan
ja oireet alkavat ylahengitysteista ja virusta voi erittya paranemisen jalkeenkin viela vii-
kon ajan. Keuhkoihin viruksen levidminen kest&déa nuorilla, etenkin vauvoilla muutaman
paivan siitd, kun ensimmaiset oireet ovat alkaneet. RS- virukset leviavat hengitysteiden
epiteelid pitkin jatkaen matkaa vahitellen alaspain keuhkojen suuntaan. Taté virusta ei
voida osoittaa verestd, eika se levia kliinisesti merkitsevasti kuin keuhkokudoksiin. Tie-
tenkin on poikkeustapauksia kuten immuunipuutteiset, joille virus voi olla jopa tappava,
jos se on levinnyt munuaisiin tai sydanlihakseen saakka. RS-virusta vastaan on toden-
nakoisesti saatavilla turvallinen rokote Il&hitulevaisuudessa (Heikkinen-Ojala-Wa-
rs.2016:132; THL 2019: 1.)



3 Polymeraasiketjureaktio

Polymeraasiketjureaktio (engl. polymerase chain reaction, PCR) menetelm&n on kehit-
tanyt Kary Mullis kollegoidensa kanssa 1980-luvulla. Taman myo6ta PCR:sté on tullut hy-
vin houkutteleva tekniikka ihmisen patogeenien havaitsemiseksi. (Khot-Fredricks 2009:
1-7)

PCR-menetelmaa kaytetaan geenien tutkimuskartoituksessa, geenitoimintojen tutkimuk-
sissa seka solujen tunnistamisessa PCR-menetelmaa kaytetddn myos rikosteknologi-
assa. PCR-menetelma on tana paivana korvaamaton tyovaline molekyylibiologeille ja
bioteknologiayrityksille. PCR- menetelmalla on kyky monistaa hyvinkin pienesta maa-
rasta geeniperiméaa. PCR- menetelma pystyy tunnistamaan taudin aiheuttamat organis-
mit paljon aikaisemmin, kuin muut menetelmat, koska se etsii itse organismin DNA:ta,

proteiineja tai sen vaikutusta immuunijarjesteimaamme. (Bio-Rad Laboratories 2021: 1.)

PCR-menetelma on biokemiallinen prosessi, jossa haluttua DNA-juostetta voidaan mo-
nistaa eksponentiaalisesti. PCR-syklin alussa eri menetelmin eristetty templaatti-DNA
katkotaan halutuista kohdin restriktioentsyymeilla. Kaksijuosteinen DNA-ketju denaturoi-
daan yksijuosteiseksi lammittamalla se noin 95 asteeseen. Lampdtilan laskiessa syn-
teettisesti valmistetut alukkeet tarttuvat tietyille paikoille DNA:n vastinjuosteisiin. Niita
tarvitaan sekd DNA juosteen 5 ettd 3° paihin. Prosessi tarvitsee monistettavan temp-
laatti DNA:n tai RNA:n, alukkeet, restriktioentsyymin, nukleotideja, puskuriliuosta, DNA-
polymeraasientsyymin, magnesiumin ja lampoésyklin. Normaalisti PCR sykleja toistetaan
15-40 kappaletta. Muodostunutta DNA:ta voidaan tutkia geelielektroforeesilla. Geeneja
ja geenimuunnoksia voidaan tutkia myos RNA:sta. Yleisesti kaytetty menetelma on ra-
kentaa eristetystd RNA:sta komplementaarista DNA:ta (cDNA). Sita voidaan kayttaa ta-

vallisen DNA:n tavoin PCR-reaktiossa.

Polymeraasiketjureaktio alkaa, kun valittua templaattia (mallijuostetta) kuumentamalla
(94-98 °C) saadaan sen DNA-nauhat erotettua toisistaan. Valitut alukkeet kiinnittyvat ha-
luttuun kohtaan yksijuonteista DNA:ta monistettavalle alueelle 45-72 asteen lampoti-
lassa, ja polymeraasi luo alukkeista alkaen vapaana olevista nukleotideista uuden vas-
tinjuosteen. Pidennysvaiheen jalkeen monistettu kaksijuosteinen-DNA denaturoidaan
uudelleen yksijuosteiseksi ja uusi sykli alkaa. N&ita vaiheita toistamalla monistuminen on
eksponentiaalista. (Kuvio 2) (Haajanen - Pelkonen - Parssinen - Suominen 2010:154-
158.)
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Kuvio 2. Polymeraasiketjureaktion periaate. (Mukailtu kuviosta Haajanen - Pelkonen - Parssinen
- Suominen 2010:157.)

Tyoskentely PCR- menetelmélla vaatii tarkkaa suunnittelua laboratoriossa ja tietoko-
neella. Varsinaisen monistusreaktion ohella on hyva tehda myos kontrollireaktioita, joilla
varmistetaan, ettei reagenssit ole kontaminoituneet ja monistuminen tapahtuu halutulla
tavalla. PCR-menetelmassa templaattina toimii yleisemmin kaksijuosteinen DNA, mutta
l[Ahtdmateriaalina voi olla my6s RNA. Siitd valmistetaan yleenséa yksijuosteinen cDNA
kaanteistranskriptaasilla, jonka jalkeen tulee varsinainen monistusreaktio. Yksi tarkeim-
mista PCR-menetelman vaiheista on alukkeiden suunnittelu. Minké&laisia alukkeita kay-
tetédan, riippuu siitd mita geenisekvensseja halutaan monistaa. PCR-reaktion lampdotila
riippuu alukkeiden pituudesta, nukleotidien koostumuksesta ja niiden pitoisuudesta.

Alukkeiden sitoutumista kuvaa sulamislampdtila, jossa osa alukkeista on kiinnittynyt
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templaattiin ja osa on irrallaan liuoksessa. (Haajanen - Pelkonen - Parssinen - Suominen
2010:154-158.)

4 Reaaliaikainen kaanteiskopiointi - PCR

Reaaliaikainen eli kvantitatiivinen k&&nteiskopiointi- PCR, (RT-gPCR) on yleisimmin kay-
tetty laboratoriomenetelma SARS-CoV- 2-viruksen havaitsemiseksi (q= engl. quantita-
tive). Menetelmana reaaliaikainen RT-qPCR on herkkd, spesifinen ja nopea seka silla
on pieni kontaminaation tai virheiden mahdollisuus, koska koko prosessi suoritetaan sul-
jetussa putkessa. RT-gPCR menetelma on tarkin kaytettavissa olevista menetelmista
COVID-19-viruksen havaitsemiseen. (Jawerth 2020:1-2.) Siinad viruksen yksijuonteinen
ja herkasti hajoava RNA-perima kaanteiskopioidaan komplementaariseksi DNA:Ksi
(cDNA) kaanteiskopiointia kayttaen. Prosessin ensimmainen vaihe on RNA/DNA- hybri-
din synteettinen muodostaminen. Kéanteiskopiointiprosessissa on toiminto, joka hajot-
taa taman jalkeen hybridin RNA-sdikeen. Yksisaikeinen-DNA tdydennetaan kaksijuos-
teiseksi cDNA:ksi kadanteiskopiointimenetelmalla. Ensimmaisen vaiheen kopioinnin on-
nistumisen tehokkuus voi vaikuttaa mythempéaéan kopiointiprosessiin. Kopiointisykleja on
yleensa 25-45 kappaletta. Yleisimmin RT-gPCR tarjoaa ensimmaisen askeleen gPCR

pohjaiselle RNA kaanteiskopioinnille biologisissa naytteissa. (Jawerth 2020: 1-2.)

Tarkasteltaessa PCR-pohjaisten, nukleiinihappojen osoittamiseen perustuvien, nenénie-
lunaytteista tehtavien koronavirustestien tarkkuutta (engl. specificity), se on kaytannossa
sadan prosentin luokkaa. Toisin sanoen testit tunnistavat tarkasti negatiivisiksi naytteet,
joissa virusta ei esiinny. Sen sijaan yksittdinen testauskerta havaitsee koronaviruksen
vain noin kahdesta kolmasosasta tutkittavista positiivisista haytteista, ja testien herkkyys
on 60-80 prosentin luokkaa. Tama johtuu paaosin naytteenottoon liittyvista epavarmuus-
tekijoista, ei niinkddn PCR-menetelmien puutteellisesta herkkyydesta. Testien herkkyys
on parempi, jos nendnielundyte on otettu tartunnan alkuvaiheessa, mutta oireiden ede-
tessé keuhkojen huuhtelunestenéaytteestad (BAL) tehty PCR-pohjainen koronavirustesti

on havaittu jopa 90 % herkaksi (engl. sensititivity). (Hetemé&ki 2020:1-4.)

5 Ct-eli kynnysarvo

RT-gPCR tutkimuksessa mitataan niin sanottua Ct-arvoa eli kynnysarvon maaraa (engl.

Cycle threshold). Se ilmaisee numeroina, kuinka monta PCR-syklia tarvitaan siihen, etta
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eksponentiaalisesti monistuvaa tutkittavaa kohdetta havaitaan nukleiinihappoihin liitetyn
fluorisoivan leiman avulla. RT-gPCR testien kehittyessa positiivisen monistustuloksen
raja-arvo (engl. Limit of detection, LOD) on méaritelty kayttden tunnettuja monistuskoh-
teita. Naista on tehty laimennossarjoja, joita on testattu PCR-menetelmalla. Positiivisen
testituloksen suurin kynnyssykli, jossa PCR-tuotetta alkaa muodostua (Ct-arvo) vaihte-
lee ollen yleisesti noin 38 syklid. Raja-arvo asetetaan normaalisti testin sisaltdéman posi-
tilvisen kontrollin eksponentiaaliseen monistumiskohtaan. Positiivinen tulos on aina raja-
arvon ylapuolella. Jos naytteessé on tutkittavaa nukleiinihappoa, sen maara kaksinker-
taistuu jokaisen PCR-syklin aikana. Tama havaitaan fluorisoivan koettimen avulla. Jos
nayte on negatiivinen, tutkittavan nukleiinihapon monistumista ei tapahdu. Kaikki kau-
palliset RT-gPCR tutkimukset eivat iimoita kayttajalle Ct-arvoa. Kuviossa kolme nakyy
testin raja-arvoa kuvaava viiva (engl. Threshold line) tummana viivana. Sen ylittavasta
monistuskayrésta voidaan alhaalla olevaa asteikkoa hyvéaksikayttden tulkita tarvittujen
Ct-syklien maara. Sininen palkki on kuviossa alue, jossa monistumista ei voida varmen-
taa. (engl. Intermedinate zone.)

On kuitenkin huomioitava, ettei kahden eri testausjarjestelman samasta naytteesta saa-
tujen Ct-arvojen tieteellinen vertailu ole sopivaa. Testin raja-arvoa muuttamalla voidaan
lisata testin sensitiivisyyttd, jolloin spesifisyys vahenee ja painvastoin. (Public Health On-
tario 2020:1-6.)

— e —

Interpretation of Ct values: = Indeterminate zone
23.8 and 33.2 - positives e Ct 38.1to0 39.9

37.0 - high Ct positive

Positive control
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Kuvio 3. Esimerkki RT-gPCR tutkimuksen Ct-arvojen méaarityksesta. Kyseessa on logaritminen
asteikko. (Public Health Ontario 2020:4.)
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SARS-CoV-2 virusten maaraa potilaasta voidaan paatella RT-gPCR analyysin Ct-arvo-
jen perusteella. Mitd suurempi viruspitoisuus potilasndytteessa on, sitd nopeammin vi-
rusten nukleiinihappojen monistumista tapahtuu, ja sitd pienemmilla syklimaarilla niita
havaitaan. Tutkimuksen mukaan vakavaan COVID-19 tautimuotoon sairastuneilla on
yleisesti pienemmét analyysin Ct-arvot kuin taudin lievempé&én muotoon sairastuneilla
(negatiivinen korrelaatio). Matala Ct-arvo (<25) positiivisen testituloksen yhteydessa ker-
too suuremmasta riskista siihen, etta COVID-19 tauti kehittyy vakavaksi. Tehokas viruk-
sen lisdantymista vahentava hoito taudin alkuvaiheessa vahentda taudin tappavuutta.
Myds taudin tartuttavuuden ja testien Ct-arvojen valilla on huomattu olevan vahva yh-
teys. Ct-arvon kasvaessa viruksen tartuttavuus pienenee. Naiden seikkojen vuoksi on
tarpeellista tutkia positiivisten testitulosten yhteydesséa myods analyysin Ct-arvoja. (Yu
ym. 2020:1-4; Singanayagam ym.2020:25-29.)

6 Evaluointi

Evaluointi on systemaattisen hyvaksynnan saaminen jonkin esineen arvolle. (Trochim
2020.) Suomisanakirjan mukaan evaluoinnille on olemassa muun muassa seuraavia sy-

nonyymisanoja: arviointi, hinnoitus, arvon maarittaminen (Suomisanakirja 2021).

Terveydenhuollon ladkinnallisen laitteen tulee tayttaa sita koskevat olennaiset vaatimuk-
set. Terveydenhuollon laite tayttda olennaiset vaatimukset silloin, kun se on suunniteltu,
valmistettu, varustettu ja tutkittu sitd koskevien standardien mukaisesti. Nain tayttyvat
myds vaatimukset CE (IVD) merkinnan myodntamiselle. Kliinisella arvioinnilla (engl. Cli-
nical evaluation) tarkoitetaan valmistajan kliinisten tietojen perusteella tekemaa arvioin-
tia, jolla vahvistetaan, etté terveydenhuollon laitteen ominaisuudet ja suorituskyky ovat
vaatimusten mukaisia laitteen tavanomaisissa kayttdolosuhteissa. Kliininen arviointi si-
saltaa arvion haittavaikutusten ja haitta - hyotysuhteen hyvaksyttavyydesta. Kliininen ar-

viointi on dokumentoitava. (Laki terveydenhuollon laitteista tarvikkeista 2010/629.)

Diagnostisia testijarjestelmid arvioitaessa on yleista maarittaa testin herkkyys eli sensi-
tiivisyys seka tarkkuus eli spesifisyys. Testin herkkyys tarkoittaa positiivisen testituloksen
osuutta kaikista sairaista. Tarkkuus tarkoittaa testin negatiivisten tulosten osuutta kai-
kista terveista. Sensitiivisyyden ja spesifisyyden laskemisessa kaytetaan nelikenttatau-
lukkoa. Sensitiivisyys (herkkyys) =a / (a + b) ja Spesifisyys (tarkkuus) =d/ (c + d). (Uhari
- Nieminen 2014:2) (Kuvio 4).
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testitulos
positiivinen negatiivinen
sairaat a b a+b
referenssi
(totuus)
terveet C d c+d
a+c b+d n

Kuvio 4. Sensitiivisyyden ja spesifisyyden laskemiseen kaytettava nelikenttataulukko. (Uhari-
Nieminen 2014:1.)

On huomattava, etteivat sensitiivisyys ja spesifisyys yksittaisina lukuina anna oikeaa ku-
vaa RT-PCR pohjaisen testin luokittelukyvysta. Testin raja-arvoa muuttamalla voidaan
lisata testin sensitiivisyyttd, jolloin spesifisyys vahenee ja painvastoin. (Public Health On-
tario 2020:6.)

Syyskuussa 2019 julkaistussa tutkimuksessa esitellaan tuloksia Genomera® Flu A/B +
RSV testisarjan evaluoinnista. Evaluointi on suoritettu Poitiersin sairaalassa Ranskassa
talvikaudella 2018-2019 otetuista potilasnaytteista. Evaluoinnissa naytteita oli 299 kap-
paletta, 131 nielunaytettd seka 168 nenanielundytetta. Referenssindytteet on aiemmin
testattu Seegene Allplex® Respiratory panel 1 testijarjestelmalld, Bioradin CFX 96 ana-
lysaattoria kayttden. Genomera® Flu A/B + RSV testin evaluoinnissa influenssa-A sen-
sitiivisyydeksi on saatu 98,4 % ja spesifisyydeksi 99,6 %. Influenssa-B kohdalla sensitii-
visyytta ei ole ilmoitettu ja spesifisyys on 99,7 %. RSV-A naytteiden sensitiivisyys on 96,4
% ja spesifisyys 100 %. RSV-B naytteiden sensitiivisyys on 97,7 % ja spesifisyys 99,6
%. Koko evaluointitestaussarjassa oli yksi vaaré negatiivinen ja viisi vaaraa positiivista
tulosta. (Choquet ym. 2019: 1.)

Genomera® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelméatestin reaktioherkkyyttd on tutkittu
Abacus Diagnostica Oy:n neljdssa eurooppalaisessa tutkimuslaitoksessa teettdmissa
tutkimuksissa. Evaluointitestausta on tehty erilaisilla viljellyilla viruskannoilla, analyysin
spesifisyytta ja ristireaktioita on tutkittu useilla erilaisilla bakteeri- ja viruskannoilla, ana-

lyysin herkkyyttéa hairitsevien kemikaalien ja ladkeaineiden suhteen on tutkittu. Nayttei-
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den sailyvyytta huoneenlammossa COPAN eSwap™- putkissa on myos tutkittu. Kaik-
kien naiden tutkimusten tuloksia on esitelty GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV

Assay Kit-testiohjekirjassa sivuilla 11-15.

Evaluointitestaus tdman opinnaytetydn yhteydessa kasitti vertailevan testisarjan suorit-
tamisen, tulosten analysoinnin seké raportoinnin. Evaluointisuunnitelma sisalsi kohteen,
tavoitteet, nayteaineiston hankkimisen, tyohon osallistuvien henkildiden nimeamisen

seka tavoiteaikataulun.

7 GenomEra ®SARS-CoV-2, Flu A/B+RSV yhdistelmatesti

GenomEra® CDX on Turkulaisen Abacus Diagnostica Oy:n valmistama kliinisen diag-
nostiikan analyysijarjestelma, jolla tutkitaan bakteerien seka virusten nukleiinihappojen
esiintymista naytteissa. Jarjestelman toiminta perustuu reaaliaikaiseen polymeraasiket-
jureaktioon. Mittaaminen perustuu fluoresenssileimattujen DNA- tai RNA-ketjujen mittaa-
miseen fluorometrilla. GenomEra® CDX on molekyylidiagnostiikka — alusta, joka koostuu
integroidusta lammitysjarjestelmasta ja aikaresoluutioisesta fluorometrista. Analysaatto-
ria kaytetaan tietokoneeseen asennetun GenomEra® CDX-laiteohjelmiston avulla. Ana-
lyysien tekeminen perustuu analyysispesifisten, kayttévalmiiden testilastujen kayttoon,
jotka on kehitetty DNA:n tai RNA:n havaitsemiseksi suorissa kliinisissa tai viljellyista nay-
tematriiseissa. Kaikki RNA:n tai DNA:n monistamiseen tarvittavat reagenssit ovat kuivat-

tuna testilastun sisalla.

GenomEra® SARS-Cov-2, Flu A/B + RSV yhdistelmatesti on tarkoitettu nenénielu- tai
sylkindytteille, jotka on keratty nestettd sisaltaviin viruskuljetusputkiin. Testi sisaltda si-
saisen kontrollin, joka on kuivattuna testipakkauksen sisaltdmien SPC-putkien pohjalla.
Naytteiden esikasittely tapahtuu SPC-putkissa, jolloin putken pohjalla oleva siséinen
kontrolli kastuu samalla. Sisdinen kontrolli sisaltda pienia maaria MS2 bakteriofagia mika
matkii analysoitavia viruksia ja sisaltaa erityisen RNA sekvenssin, joka tulee havaita ana-
lyysin aikana. SPC varmistaa, ettéd naytteiden esikasittely suoritetaan ohjeiden mukai-
sesti ja toimii amplifikaatio kontrollina testin mahdollisen inhibition seuraamiseksi. Esika-
sitellyistd naytteista pipetoidaan 35ul testilastulle, joka laitetaan automatisoituun Geno-
mEra® CDX analysaattoriin. Prosessissa tutkittavat RNA- tai DNA-sekvenssit monistu-
vat PCR- sykleissd, jos nayte sisaltaa niitd. Naytteen tulos valmistuu noin 70 minuutin
kuluttua siita, kun lastut on asetettu analysaattoriin ja laitejarjestelma raportoi tulokset

automaattisesti tietokoneelle. (Abacus Diagnostica 2020:1-6.)
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Kuvassa viisi on kolme Genomera CDX analysaattoria, jotka sijaitsevat Nordlabin Kajaa-
nin laboratorion mikrobiologian osastolla. Laitteiden takana mustat virransyottoyksikoét ja

oikealla puolella tietokone. Laitteiden kannessa oikealla luukku, jonka alle nelja testilas-

tua sisaltavat kasetit asetetaan. Laitteiden tydnimet: Jani, Genomera ja Vesa. (Kuvio 5.)

Kuvio 5. Kolme Genomera CDX analysaattoria. Kuva Jani Rytkdnen.

GenomEra® SARS-CoV-2, Flu AB+ RSV yhdistelmatesti on laitevalmistaja Abacus
Diagnostica Oy:n vuonna 2020 kehittdma yhdistelmatestialusta, jolla voidaan analysoida
vakavaa akuuttia hengitystieoireyhtymaa aiheuttavan koronaviruksen SARS-CoV-2:n,
influenssa A:n, Influenssa B:n sekd RSV:n nukleiinihappojen esiintymista naytteessa.
Jarjestelma toimii kayttden reaaliaikaista polymeraasiketjureaktiota virusten nukleiini-
happojen monistamiseen ja havaitsemiseen (RT-gPCR). Analyysin tarvitsemia hengitys-
tienaytteitd voidaan sailyttda laitevalmistajan ohjeiden mukaisesti COPAN eSwap™,
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Universal Transport Medium (UTM) tai fosfaattipuskuroiduissa suolaliuos (PBS) nayte-
putkissa. Abacus Diagnostica suosittelee mieluiten kaytettavaksi COPAN eSwab™ put-

kia naytteiden kerddmiseen ja sailyttamiseen. (Abacus Diagnostica 2020:12.)

Yhdistelmatestin tarkoituksena on olla tukemassa potilaalle tehtavaa kliinista diagnoosia.
Virusten RNA on yleensa eristettavissa ylahengitysteista otetuissa naytteissa infektion
aikana. Se ei kuitenkaan sulje pois muidenkin kuin testattavien virusten tai erilaisten tau-
tia aiheuttavien bakteerien esiintymista naytteessa. Yhdistelmatestin etuna on se, etta
sen avulla voidaan tutkia samalla kertaa influenssa A-, influenssa B-, RSV ja SARS-CoV-
2 virusten esiintymista naytteessa, mik& nopeuttaa potilasdiagnoosin tekemista ja oike-

anlaisen hoidon aloittamista.

GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B+RSV yhdistelméatestissa kaytetaan RT-gPCR mene-
telmaa ja hydrolyysikoettimia tiettyjen virussekvenssien havaitsemiseksi: SARS-CoV-2
RNA-riippuvaista RNA polymeraasia (RdRP), influenssa A-matriisia (M), influenssa B-
hemagglutiinia (HA) ja RSV nukleotidikapseli (N) proteiinin geeneja.

Yhdistelmatestissa kaytetaan siséista laaduntarkkailua. Testin sisdinen kontrolli (engl.
Sample processing control; SPC) on kehitetty tarkkailemaan analyysiprosessia. Nain
varmistetaan, etta naytteiden esikasittely on tehty ohjeiden mukaisesti ja etta naytetta on
pipetoitu ohjeiden mukaan testilastulle. Jos testin siséinen kontrolli (SPC) havaitsee vir-
heitd prosessin vaiheissa se antaa PCR-inhibition vastauksen. Testipakkaukset tulee
sdilyttaa laitevalmistajan ohjeiden mukaisesti +2 - +8 asteessa ja avatut pakkaukset ovat
kaksi viikkoa kayttokelpoisia. Erdakohtaiset LOT-numerot tulee asentaa laitekohtaiseen

ohjelmistojarjestelmaan. (Abacus Diagnostica 2020:4-6.)

7.1 GeneXpert

GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelmétestin referenssind kaytetyt poti-
lasnaytteet olivat analysoitu XpertXpress SARS-CoV-2 tai XpertXpress Flu /RSV tes-
teilla. Testit oli tehty GeneXpert jarjestelmdanalysaattorilla NordLabin Kajaanin labora-
torion mikrobiologian osastolla. Jarjestelma sisaltdd automatisoidun analysaattorin, sii-
hen yhdistetyn tietokoneen ohjelmistoineen seka kyseisiin testeihin valmistetut testipak-
kaukset. Jarjestelmassé naytettd pipetoidaan suoraan kasetille, joka laitetaan analysaat-

toriin. Testin tulokset saadaan 20-60 minuutissa, riippuen tehtavasta analyysistad. Ge-
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neXpert jarjestelma on kvalitatiivinen testi, joka perustuu reaaliaikaiseen PCR-menetel-
maan. Laitevalmistaja Cepheidin testien evaluoinnissa ilmoittama oikeiden positiivisten
tulosten prosenttiosuus (engl. Positive percent agreement) Xpert Xpress SARS-Cov-2
naytteille on 97,8 % (95 % CI:88,4 %-99,6 %) ja oikeiden negatiivisten tulosten prosent-
tiosuus (engl. Negative percent agreement) 95,6 % (95 % Cl 85,2 %-98,8 %). Testi tun-
nistaa SARS-CoV-2 viruksen N2- ja E- geenien nukleiinihappoja. Molemmista saadaan
Ct- arvo. (Cepheid 2020: 1 a.)

Xpert Xpress FIU/RSV testille laitevalmistaja ilmoittaa nenanielunaytteiden oikeiden po-
sitiivisten prosenttiosuudeksi virustyypeittain: influenssa A- 98,1 %, influenssa B- 100 %
ja RSV 98,4 %. Oikeiden negatiivisten prosenttiosuudeksi laitevalmistaja ilmoittaa virus-
tyypeittain: influenssa A-: 98,8 %; influenssa B-: 99,1 % ja RSV 99,3 %. (Cepheid 2020:1
b.)

7.2 QlAstat-Dx Analyzer 1.0- analysaattori

QIlAstat-Dx Analyzer 1.0- analysaattori tunnistaa patogeenien nukleiinihappoja biologi-
sista naytteista reaaliaikaisella PCR-menetelmalla. Tata kaytetd&n yhdesséa QlAstat-Dx-
testikasettien kanssa. Naytetta pipetoidaan 300pl testikasettiin tai vaihtoehtoisesti nay-
tetikku katkaistaan kasetin sisélle. Kasetti sisaltda kaikki nukleiininappojen eristamiseen
ja monistamiseen tarvittavat reagenssit. Laitteen siséinen ohjelmisto tulkitsee monistuk-
sessa havaitut reaaliaikaiset signaalit ja raportoi ne kayttoliittymén valityksella. Laite an-

taa kvalitatiivisen tuloksen. (Qiagen 2019:15.)

QIAstat-Dx Respiratory SARS-CoV-2 Panel-testi havaitsee Sars-CoV-2:n lisaksi 21
muuta patogeenia. Mukana ovat useat Influenssa A- tyypit, influenssa B-, useita ko-
ronavirustyyppeja, useita para-influenssa-virustyyppeja, RS-virus tyypit A ja B, ihmisen
metapneumovirus A ja B, adenovirus, bokavirus, rinovirus ja enterovirus, seké baktee-
reista Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophilia ja Bordetella pertussis. Testi-
kasetti sisaltda sisdisen kontrollin. Kvalitatiivisen tuloksen lisdksi voi naytteen ja sisdisen
kontrollin kayria tarkastella laitteen naytolta. Laite antaa sisaisesta kontrollista ja mah-
dollisista patogeeneistéa Ct-arvon seka paatetapahtuman fluoresenssiarvon (engl.
Endpoint fluorescence.). (Qiagen 2020:42-45.)
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Kajaanin NordLabin mikrobiologian laboratoriossa on kaytossa QIlAstat-DX Analyzer 1.0-
analysaattori. Se sisaltdd yhden kayttémoduulin ja kaksi analyysimoduulia, joten lait-

teella voidaan tehda kaksi analyysia kerrallaan. Analysointi kestaa noin 70 minuuttia.

8 Opinnaytetydn tarkoitus, tavoite ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kerata taustatietoa SARS-CoV-2, influenssa A- ja B-
seka RS-viruksista. Tietoa kerattiin myos virologiasta seka kolmesta naiden virusten tut-
kimiseen kaytettavistd RT-gPCR menetelmédan perustuvasta laitejarjestelméasta. Tavoit-
teena oli evaluointitestauksen avulla maéarittdd GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B +
RSV yhdistelmatestin herkkyytta ja tarkkuutta. Evaluointitestauksen tuloksia kaytettiin
my0s osana yhdistelmétestin laajempaa evaluointitestaussarjaa. Opinnaytetydssa haet-

tiin vastausta seuraaviin kysymyeksiin:

o Onko Genomera SARS-CoV-2, Flu A/B+ RSV yhdistelmatestin analyyttinen herk-

kyys ja tarkkuus riittdva potilasnaytteiden testaamiseen.

¢ Mikéa on uuden yhdistelmatestin analyyttinen herkkyys ja tarkkuus

¢ Mikéa on uuden yhdistelmatestin herkkyys ja tarkkuus virustyypeittain

9 Opinnaytetydn menetelmat

Opinnaytety® suoritettiin kokeellisena tutkimuksena. Evaluointitestaussarjassa kaytettiin
referenssindytteind GeneXpertilla tutkittuja, -80 C lampdétilaan varastoituja potilasnayt-
teitd. Evaluointitestaussarjassa verrattin GeneXpert analysaattorilla tehtyjen Xpert
Xpress Sars-Cov-2- seka Xpert Xpress Flu/ RSV-testien positiivisia sek& negatiivisia tu-
loksia GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelmétestilla saatuihin tuloksiin.
Opinnaytetydn paamaarana oli kyseisen yhdistelmatestin evaluointitestauksen suoritta-
minen ja testien analysointi seka raportointi. Evaluointitestit suoritettiin noudattamalla lai-
tevalmistaja Abacus Diagnostica Oy:n seka NordLabin antamia ohjeita. Varsinainen eva-
luointiin liittyva testien tekeminen suoritettiin NordLabin Kajaanin laboratorion mikrobio-

logian osastolla. olevilla kolmella Genomera CDX analysaattorilla 18-23.11.2020.
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Koska kyseesséa on RT-gPCR-pohjainen testi, tydskentelyn taytyy olla aseptista konta-
minaation valttamiseksi. Naytteiden sulatus ja esikasittely tehtiin biosuojakaapissa ja
analysaattorit sijaitsivat eri huoneessa. Testauksessa kaytettiin pakastettuja, Xpert
Xpress FIU/RSV ja Xpert Xpress SARS-CoV-2 jarjestelmilla aikaisemmin testattuja poti-
lasnaytteitd. Naytteiden analysoinnissa ei kasitelty potilastietoja. Vanhojen potilasnayt-
teiden ilman henkil6tietojen kasittelya tehtava testaus ei vaatinut lupaa naytteita luovut-
taneilta henkilgilta. Abacus Diagnostica Oy toimitti evaluointiin tarvittavat GenomEra®
SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV- testipakkaukset NordLabin Kajaanin laboratorion mikro-
biologian osastolle.

Opinnaytetyon tytelamaohjaajien kanssa sovittiin tehtévien testien maarasta. Testitulok-
set raportoitiin NordLabille ja laitevalmistaja Abacus Diagnostica Oy:lle heidén toimitta-
mansa Excel-tiedoston avulla. Myos Genomera CDX laiteohjelmistoon tallentunut eva-
luointitestien raakadata lahetettiin Abacus Diagnosticalle. Evaluointitestaukseen liitty-
vaan tietojen kirjaamiseen seka analysointiin kaytettiin Excel- seka SPSS- taulukointioh-

jelmaa.

9.1 Aineiston keruumenetelma

Valitut naytteet olivat aikaisemmin GeneXpert- jarjestelmalla testattuja potilasnaytteita.
Kaikki naytteet olivat sailytetty -80 asteen lampdtilassa. Vanhimmat naytteet olivat vuo-
den 2020 tammikuulta. Positiivisiksi naytteiksi valittiin 40 influenssa A-, B-, RSV ja Covid-
19 naytetta, kymmenen kutakin. Positiivisiksi vertailunaytteiksi valittiin 41 influenssa A-,
B-, RSV ja COVID-19 naytettd ja negatiivisiksi vertailunaytteiksi 10 negatiivista SARS-
CoV-2- ja 10 negatiivista FIU/RSV naytetta.

Naytteet olivat nenanielusta pumpulipuikolla otettuja ja sailytysmediumina oli Copan
UTM 3 ml sek& Vacuette virus 3 ml viruskuljetusputket. Influenssa A-, B-, RSV- ja SARS-
CoV-2-nayte otetaan riittavan syvaltéd nenanielusta naytepakkauksessa olevalla pumpu-
lipuikolla. Vacuette virus 3 ml sisaltdd suolafosfaattiliuosta ja nayte otetaan samalla tek-
niikalla kuin UTM-putkiin. Molempien putkien naytetikut siséltavat murtokohdan. Copan
UTM putkissa on bakteereja seka sienid tuhoavia antibiootteja, jotka eivét vaikuta viruk-
siin seka lasihelmia, jotka eivat vaikuta naytteen laatuun, mutta auttavat sekoitusta seka

naytteen irtoamista pumpulipuikosta. Naytetta pipetoitaessa on varottava, ettei lasihel-
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mia tule naytteen joukkoon. Molemmat nayteputket soveltuvat pitkdaikaiseen sailytyk-
seen pakastimessa ja ne voidaan avata ja sulkea useita kertoja. (Copan 2021: 1-5;
Vacuette 2020: 1.)

Uudella GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelmatestilla voidaan analysoida
nenanielu tai sylkinaytteita, jotka on sailytetty nayteputkissa korkeintaan 96 tuntia +2-+8
asteessa. Naytteet tulee kuljettaa +2-+8 asteessa ja pidempiaikaisempaa sailytysta var-

ten pakastaa vahintaan -70 asteeseen. (Abacus Diagnostica 2020: 6.)

9.2 Naytteiden kasittely ja aineiston analysointi

Naytteet numeroitiin tavalla, joiden avulla naytteet olivat helposti tunnistettavissa. Tama
auttoi analyysien tekemista varsinkin uusinta ja varmistussarjojen yhteydessa seka sel-
keytti mydhempaa taulukoiden tutkimista. Positiiviset influenssa A- naytteet identifioitiin
Flu A pos 1-10 tunnuksin. Positiiviset influenssa B-naytteet identifioitiin Flu B pos 1-10
tunnuksin. Positiiviset RS- virusnaytteet identifioitiin Flu RSV pos 1-10 tunnuksin. Posi-
tiiviset COVID-19 naytteet identifioitiin Covid pos 1-11 tunnuksin. Negatiiviset influens-
sanaytteet identifioitiin Flu neg. 1-10 tunnuksin. Negatiiviset COVID-19 naytteet identifi-
oitiin Covid neg. 1-10 tunnuksin.

Naytteiden sulatuksessa, esikasittelyssa ja analysoinnissa pyrittiin mahdollisimman huo-
lelliseen tydskentelyyn. Naytteet kuljetettiin suojapusseissa -80 asteisesta pakkasesta ja
niiden annettiin sulaa biosuojakaapissa tunnin ajan ennen kasittelyd. Sulatetut naytteet
esikasiteltiin ja analysoitiin Abacus GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistel-
matestijarjestelmalla valmistajan ohjeiden mukaisesti. Naytteet sailytettiin tulosten val-
mistumiseen saakka +4C asteisten kylmageelipussien véalissa biosuojakaapissa, jonka

jalkeen nayteputket pakastettiin sailytyspusseissa uudelleen -80 asteeseen.

Naytteiden esikasittelyssa toimittiin aseptisesti kayttdmalla suojaessua, puuterittomia nit-
riilikasineitd seka kirurgisia hengityssuojaimia. Ristikontaminaation valttamiseksi nayt-
teitd kasiteltiin yksi nayteputki kerrallaan ja ty6 tehtiin tarkasti ja jarjestelmallisesti. Ana-
lysointi suoritettiin neljan ndytteen sarjoissa, kolmella Genomera CDX analysaattorilla.
Testien tulokset kirjattiin paivittdin sek& omiin tiedostoihin ettd Abacus Diagnostica Oy:n

jakamaan Excel- tiedostoon.
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Naytteet esikasiteltiin biosuojakaapissa testipakkauksessa mukana tulleen GenomEra
®SARS-CoV-2, Flu A/B +RSV Assay Kit-testiohjekirjan mukaisesti. GenomEra® SARS-
CoV-2, Flu A/B + RSV- testipakkaus sisaltda 40 kappaletta testilastuja,1 ml puskuriam-
pullit, SPC-putket ja uudelleen kaytettavan testilastujen pidikekasetin. Analyysipakkauk-
set tulee sailyttaa +2-+8 asteen lampdtilassa ja avatuissa ndytepusseissa olevat testi-
lastut tulee kayttad 14 vuorokauden sisalla. Naytteiden analysointiin tarvittiin 1-2 ml nay-
teputkille sopiva Biosan TDB-100 lampoblokki, jossa nayteputkien lammittdminen tapah-
tui +90 asteessa 5 minuuttia, sekoittajaa, keskikoon mikropipettia (10-100ul), steriileja
filtterillisia pipetinkarkia, kertakayttoisia puuterittomia suojakasineitd, suojaessu, hengi-
tyssuoja, tietokoneeseen asennettu kyseiselle testille tehty tietokoneohjelmisto sekd Ge-
nomera CDX analysaattori.

Sulatettuja nayteputkia sekoitettiin viisi sekuntia ja niista pipetoitiin 50ul SPC-putkeen.
Yhdeksén uusintandytettd tehtiin myds 100l naytemaaralla. Nayte kosteuttaa myos
SPC-putken sisdltaman kuivatun sisaisen prosessikontrollin. SPC- putkia kuumennettiin
viisi minuuttia 90 asteisella Biosan Bio TDB-100 lampdblokilla, jonka jalkeen niihin lisat-
tiin testipakkauksen sisaltama 1 ml puskuriampulli. Taman jalkeen SPC- putkia sekoitet-
tiin viisi sekuntia. Esikasitellyista naytteista pipetoitiin 35 pl testilastuihin, joita mahtuu
testikasettiin nelja kappaletta. Kasetti tulee asettaa analysaattoriin kolmen minuutin si-
salla lastuille pipetoinnista. Genomera CDX-analysaattorit ja naytteiden esikasittely ta-
pahtuivat erillisissa huoneissa. Suojakaappitydskentely naytteita kasiteltaessa oli asep-
tista. Kaappi desinfioitiin ennen tydskentelyd. Kasettiin asetettujen testilastujen analy-
sointi kestdd noin 70 minuuttia ja tulokset taltioituvat laitteen mukana tulevalle tietoko-
neohjelmalle automaattisesti. Naytekaseteissa ei ole mitéaan henkilétietoja ja niita varten

on laboratoriossa oma jateastia.

Havainnekuviossa nelja naytteiden esikasittely suojakaapissa. Vasemmalla sekoitetun
naytteen pipetointi SPC-putkeen, seuraavana kuumennus ja puskurin lisédminen, seka
sekoitus ja pipetointi naytelastulle. Esikasiteltyja naytteitd voidaan tarvittaessa sailyttaa
kolme tuntia viilennettynéd (+4 °C) SPC-putkessa ennen naytelastulle pipetointia. (Kuvio
4.)
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Kuvio 4. Havainnekuvio naytteiden kéasittelystd laminaarikaapissa. (Abacus Diagnostica
2020:6.)

Naytteet esikasiteltiin biosuojakaapissa. Sen toimintaperiaatteena on alaspain suunnattu
steriili, laminaari-ilmavirtaus, joka varmistaa tyotilan puhtauden ja estaa ristikontaminaa-
tiot seka estaa likaisen huoneilman paasyn tyttasolle. Tytskentelyaukolla oleva sisaan-
pain suuntautuva ilmavirtaus estaa ilman virtaamisen kaapista ulos ja estaa tyontekijan

seka ympariston altistumisen kéasiteltaville aineille. (Laboline 2021:3-8.) (Kuvio 5).

Kuvio 5. Kuva naytteiden esikasittelyssa kaytettavasta biosuojakaapista. Vasemmalta oike-
alle: lampokuoppalevy, jossa 12 SPC putkea, sekoittaja, roska-astia, puskuriampulleja mus-
tassa telineessa, pipetit ja takana kasitellyt nayteputket suojapakkauksessa kylmageelin va-
lissa. Kuva Mikko Hiltunen.
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Evaluointitestaukset tehtiin kolmella NordLabin Kajaanin mikrobiologian osastolla ole-
valla Genomera CDX analysaattorilla. Analysaattoreiden tyénimet olivat Jani, Genomera
ja Vesa. Testaukseen liittyvat naytteiden esikasittelyt tehtiin 12 naytteen sarjoissa, jolloin
testauksessa kaytettiin kaikkia kolmea kaytettavissa olevaa analysaattoria. Kukin analy-
saattori pystyy tekeméan nelja analyysia kerrallaan. Analyysiohjelma antaa kvalitatiivi-
sen tuloksen. Plus merkki (+) ja punainen "POSITIVE” teksti virustyypin kohdalla ilmoit-
taa kyseisen kohteen loytymisestéa naytteesta. Miinusmerkki (-) ja vihrea teksti "NEGA-
TIVE” kyseisen virustyypin jalkeen tuloksessa ilmoittaa, ettei kyseista virustyyppia 16ydy
naytteesta. Keltainen " teksti virustyypin kohdalla ilmoittaa, etta tulos on
raja-arvon alapuolella mutta amplifikaatiokayra on vahvasti ei-lineaarinen. Virusta ei voi
ilmoittaa I0ytyvan naytteesta luotettavasti. On mahdollista, ettei kopioitavaa virusta ole
riittdvasti naytteessa tai naytteessa olevat inhibiittorit (suom. estajat) ovat heikentaneet
reaktiota.

PCR-inhibition tulos merkitsee, ettei yhtddn kohdesekvenssia, eikd myoskaan nayte-
kontrollia ole tunnistettu. Syyna voi olla reaktiossa oleva liian iso naytemaara tai nayt-
teessa olevat inhibiittorit, jotka estavat reaktiota. Failed-tulos ilmoittaa, etta nayte ei ole
analyysikelpoinen tai testikortin kuivakemikaalit ovat vialliset. Kaikissa kolmessa testitu-
loksessa Borderline, PCR-Inhibition ja Failed, nayte taytyy analysoida uudelleen. Run
Failed tulos ilmoittaa mahdollisesta analyysilaitteen toimintahairiésta. (Abacus Diagnos-
tica. 2020:8-9.)

Laadullisen tuloksen liséksi jokaisen analyysin yhteydessa ilmoitetaan kaksi numerollista
arvoa. Ne ilmoitetaan testiraportissa yhden desimaalin tarkkuudella ja erotetaan tosis-
taan kauttaviivalla. (esimerkiksi 2.0/14.5). Ra-arvo (engl. Amplification ratio) ilmoitetaan
ensimmaisena (esimerkissa 2.0). Sita kaytetdan arvioitaessa PCR-reaktion voimak-
kuutta. Tyypillisesti, riippuen kaytettavasta fluoresoivasta leimasta Ra-arvo on positiivi-
sissa testituloksissa 2.0 ja 100 valilla. Tavallisimmin arvo on alle 10 ja nousee sen yli
vain kaytettdessa tiettyja fluoresoivia leimoja (Terbium ja Europium) influenssa B- tai
SARS-CoV-2 positiivisten tulosten yhteydessa. Negatiivisen testituloksen arvo on lahella
arvoa 1.0. Analyysin laadullinen arvo negatiivinen, borderline tai positiivinen maaritetaan
analyysiohjelmassa Ra-arvon, lot- spesifisen raja-arvon ja vahvistuskayran muodon pe-
rusteella. Positiivisen testituloksen Ra-arvo on tyypillisesti 1.2 ja 2.0 valilla. Se ei kuiten-
kaan yksin vahvista positiivista tulosta. Jos vahvistusarvo on alle raja-arvon, mutta ana-
lyysikayra on vahvasti ei-lineaarinen, tulos on borderline. Toisaalta vaikka Ra-arvo on yli

testin raja-arvon, voi tulos olla negatiivinen, jos testikayra on vahvasti lineaarinen.
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Ra-arvoa ei voi kayttaa maarallisena indikaattorina. Se ilmoittaa lahinna, kuinka voimak-
kaasti RT-qPCR reaktio on havainnut tutkittavan viruksen. Tahan arvoon vaikuttaa mo-
nia muitakin tekijoitd. Toisena numeerisena arvona on kynnysarvo (engl. Cycle
threshold) eli Ct-arvo. Se ilmoittaa sen PCR-syklien maaran, joka tarvitaan tutkittavan
kohteen havaitsemiseen naytteessd. Genomera CDX analysaattorilla tehtyjen analyy-
sien raportoidut Ct-arvot ovat aina 9 ja 45 valilla ja lasketaan vain positiivisista tuloksista.

Muissa tapauksissa arvo on 0.0. (Abacus Diagnostica 2020:10.)

10 Evaluointitestaussarjan tulokset

Evaluointitestaussarja kasitti 61 aikaisemmin GeneXpert- jarjestelmalla analysoitua po-
tilasnaytettd seka uusintana GenomeEralla tehtyna varmistussarjana 22 testia, joista osa
tehtiin kahdella eri ndytemaaralla (50 ja 100ul). Kuusi naytetta analysoitiin vertailuna kol-
manteen menetelmaan QIlAstat-DX Respiratory SARS-CoV-2 Panel-menetelmalld, seka
kolme naytettd uudelleen GeneXpert Xpress Flu/ RSV- jarjestelmalla. Yhteensa analyy-

seja tehtiin 92 kappaletta.

Varsinaisen 61 naytteen testituloksena saatiin 29 oikeaa positiivista tulosta, 18 oikeaa
negatiivista tulosta, viisi PCR-inhibition tulosta (Flu neg 1 ja 5, Covid neg 4 ja 8, seka
RSV pos 10) ja yhdeksan virheellist negatiivista tulosta (Flu A pos 3 ja 6, RSV pos 3,5,
ja 6, Covid pos 1,3,8 ja 10). Borderline-, varsinaisia failed- tai vaaria positiivisia tuloksia
ei saatu koko evaluointitestaussarjan aikana. Vaakapalkkidiagrammi analyysituloksista
ennen uusintasarjojen tekemista. Kuviossa failed tulokset tarkoittavat PCR-inhibition tu-

losta (Kuvio 6).
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Kuvio 6. Tulokset 61 naytteen analysoinnin jalkeen.

Naytteista kolme analysoitiin uudelleen Xpert Xpress FIU/RSV testilla: Flu A pos 3 ja 6
joista uudella yhdistelmatestilla oli saatu negatiiviset tulokset, sekd RSV pos 10 josta
yhdistelmatesti antoi uusinnan jalkeenkin PCR-Inhibition tuloksen. Kaikissa néissa kol-
messa uusinnassa GeneXpert antoi positiivisen tuloksen. Vertailuna kolmanteen mene-
telmaan tehtiin kuusi analyysia QIlAstat Respiratory SARS-CoV Panel-testilla: Flu A pos
6, RSV pos 3, 5, ja 6 seka Covid pos 3. Naista se antoi kahdessa poikkeavan negatiivi-
sen tuloksen verrattuna GeneXpertilla tehtyihin analyyseihin (Flu A- pos 6 ja Covid- pos
3). Genomeralla tehtiin 61 varsinaisesta ndytteesta uusintana 22 varmistustestin sarja.
Viidesta alkuperaisesséd PCR-inhibition tuloksen antaneesta Genomera analyysista uu-
sittiin nelja pipetoimalla SPC-putkiin 50ul naytetta ja yksi (RSV pos 10) uusittiin kaksi
kertaa pipetoimalla sek&d 50pl ettéa 100pl naytetta.

Kaikki analyysit, joista Genomera antoi vaaran negatiivisen tuloksen verrattuna aikai-
semmin GeneXpertilld tehtyihin analyyseihin (Flu A pos 3 ja 6, RSV pos 3,5 ja 6 sek&
Covid pos 1,3 ja 8) uusittiin sek& 50 ettd 100 mikrolitran naytemaaralla. Uusintana tehdyn

varmistussarjan tekeminen kahdella erilaisella naytemaaralla oli perusteltua, koska Nor-
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dLabin ohjeen mukaan GenomEra® SARS-CoV-2 menetelmalla tehtavat nenénielunayt-
teet analysoidaan 100ul naytemaaralla. Nain voitiin verrata, tuleeko samasta naytteesta
erilaisella naytemaaralla analysoitaessa poikkeavia tuloksia. Myds Abacus Diagnostica

Oy halusi dataa mahdollisesta ndyteméaaran vaikutuksesta testituloksiin.

GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelmatestilla saadut tulokset kymme-
nesta positiivisesta Xpert Xpress FIu/RSV analyysista. Naytteet olivat influenssa A-posi-
tilvisia. Xpert Xpress FIu/RSV testi iimoittaa Ct-arvot influenssa Al ja A2 viruksista. Ge-
nomeralla tehtyjen testien tuloksena oli kahdeksan oikeaa positiivista ja kaksi vaaraa
negatiivista tulosta. Vaarat negatiiviset tulokset uusittiin seka 50l ettd 100l naytemaa-
rilld. Uusintatesteisséd Flu A pos 3 naytteistd saatiin positiivinen testitulos molemmilla
naytemaarilla ja Flu A pos 6 naytteen tulos oli uusintatestaustenkin jalkeenkin negatiivi-
nen. Samat testitulokset saatiin molemmilla ndytemaarilla. Taulukkojen uusintasarak-
keissa on esitetty ensin Ra- ja Ct-arvot 50pl ja toisena 100l naytemaaria kaytettaessa.
Flu A pos 6 analysoitiin kolmannella menetelmélla QlAstat SARS-CoV-2 Panel testilla,
tulos vaara negatiivinen (Taulukkol).

Taulukko 1.  Positiivisten influenssa A-naytteiden Genomera ja QIAStat testitulokset.

Nayte GeneXpert Ct | GenomEra tu- | Uusinta (Ra/Ct) | QlAstat tulos/
Al/A2 los (Ra/Ct) Ct

Flu A pos 1 24 [24.7 Pos (3.6/31.8)

Flu A pos 2 25.4 /27.9 Pos (1.8/32.5)

Flu A pos 3 29.3/ 31 Neg (1.0/0.0) Pos (1.9/33.7)
(2.4/32.3)

Flu A pos 4 14.5/16.4 Pos (4.6/25.8)

Flu A pos 5 34.4/36.1 Pos (2.6/33.6)

Flu A pos 6 32.9/35.4 Neg 1.0/0.0) Neg (1.0/0.0) | Neg/ 0
(1.0/0.0)

Flu A pos 7 29.1/30.2 Pos (2.2/34.1)

Flu A pos 8 29/30.7 Pos (3.5/33.2)

Flu A pos 9 27.6 /30 Pos (1.5/35.4)

Flu A pos 10 20.6/22.4 Pos (4.6/25.9)
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Genomera antoi oikeat positiiviset testitulokset kaikista kymmenesta positiivisesta in-

fluenssa B-naytteesta. Naytteet on analysoitu aikaisemmin Xpert Xpress FIU/RSV jarjes-
telmalla. (Taulukko 2).

Taulukko 2.  Positiivisten influenssa B-naytteiden Genomera testitulokset.
Nayte GeneXpert Ct | GenomEra tu-
tyyppi B los (Ra/Ct)

Flu B pos 1 25.1 Pos (6.0/32.5)
Flu B pos 2 255 Pos (26.9/32.2)
Flu B pos 3 235 Pos (32.8/27.8)
Flu B pos 4 18.6 Pos (24.6/27)
Flu B pos 5 24.5 Pos (9.5/34.2)
Flu B pos 6 155 Pos (30.1/28.1)
Flu B pos 7 17.2 Pos (38.5/28.9)
Flu B pos 8 215 Pos (25.3/31.6)
Flu B pos 9 25.2 Pos (18.2/31.9)
Flu B pos 10 33.1 Pos (12/36.1)

Testitulokset kymmenesta positiivisesta RS-virusnaytteestad. Naytteet on aikaisemmin

analysoitu Xpert Xpress FIu/RSV jarjestelmalla. Genomeralla saatiin testitulokseksi en-

simmaisessa testisarjassa kuusi oikeaa positiivista tulosta ja kolme vaaraa negatiivista

tulosta. RSV 10 naytteestd saatiin uusinnan jalkeenkin PCR-inhibition tulos. Koska

emme saaneet kyseisesta naytteesta laadullista tulosta, se jatettiin pois myéhemmista

vertailuista. Naytteet RSV pos 3, RSV pos 5 ja RSV pos 6, joista tuli vaarat negatiiviset

testitulokset uusittiin sek& 50- ettd 100-mikrolitran naytemaarilla. Naiden kolmen nayt-

teen testitulos pysyi vaarana negatiivisena riippumatta esikasittelyssa kaytetysta nayte-

maarasta. Vertailuna kolmanteen menetelmaan RSV pos 10 nadyte analysoitiin QIAstat-

DX Respiratory SARS-CoV-2 Panel jarjestelmalla. Tuloksena oikea positiivinen tulos Ct-
arvolla 26,9 (Taulukko 3).
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Taulukko 3.  Positiivisten RSV-naytteiden Genomera ja QIAStat testitulokset.

Nayte GeneXpert GenomEra tulos | Uusinta (Ra/Ct) | QlAstat tulos/ Ct
Ct (Ra/Ct)

RSV pos1 | 21.9 Pos (3.3/27)
RSV pos 2 | 21.8 Pos (3.8/26.8)
RSV pos 3 | 23.8 Neg (1.0/0.0) Neg (1.0/0.0) Pos/ 25,3
RSV pos 4 | 18.6 Pos (3.4/27)
RSV pos 5 | 28.2 Neg (1.0/0.0) Neg (1.0/0.0) Pos/ 29,7
RSV pos 6 | 29.9 Neg (1.0/0.0) Neg (1.0/0.0) Pos/ 33,3
RSV pos 7 | 19.6 Pos (2.9/29.3)
RSV pos 8 | 21.6 Pos (3.4/28)
RSV pos 9 | 21.2 Pos (3.9/26.1)
RSV pos | 27.1 PCR INHIBITION PCR INHIBI- | Pos/ 26,9
10 TION

Testitulokset kymmenesta aikaisemmin Xpert Xpress SARS-CoV-2 jarjestelmélla teh-

dysta positiivisesta SARS-CoV-2 naytteestd. GeneXpert jarjestelma tunnistaa SARS-

CoV-2 viruksen geenien E- ja N2-nukleiinihappoja seka antaa Ct-arvot molemmista. En-

simmaisessa testisarjassa Genomeralla saatiin vaarat negatiiviset testitulokset Covid

pos 1, Covid pos 3, Covid pos 8 ja Covid pos 10 naytteista. Naytteet, joista saatiin vaarat

negatiiviset testitulokset, uusittiin sekd 50ul ettd 10 pl ndytemaarilla. Tulos oli molemmilla

naytemaarilla sama. Uusintana tehdyssa varmistussarjassa saatiin Covid pos 1 ja Covid

pos 8 naytteista oikeat positiiviset testitulokset. Vertailuna kolmanteen menetelmaan Co-

vid pos 3 uusittiin QIAStat-DX Respiratory SARS-CoV-2 Panel menetelmaélla, joka antoi

kyseisesta ndytteesta vaaran negatiivisen tuloksen (Taulukko 4)
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Taulukko 4. SARS-CoV-2 positiivisten naytteiden Genomera ja QIAStat testitulokset
N GeneXpert Ct- GenomEra tulos , QlAstat tulos
Nayte tyyppi E ja N2 (Ra/Ct) Uusinta (Ra/Ct)
. Pos (25.4/36.1)
. . N 1.0/0.
Covid pos 1 28.2 /30.8 eg (1.0/0.0) (6.7/37.9)
Covid pos 2 23.7/25.9 Pos (51.4/31.8)
; Neg (1.2/0.0) Neg
Covid pos 3 0/40.2 Neg (1.4/0.0) (1.4/0.0)
Covid pos4 17.8/19.3 Pos (51.4/26.4)
Covid pos 5 14.7/17.2 Pos (67.5/24.6)
Covid pos 6 24/ 25.9 Pos (58.2/34.1)
Covid pos 7 29.1/32.4 Pos (17.4/35.8)
. Pos (18.6/37.7)
24.6 /26. N 1.3/0.
Covid pos 8 6 /26.6 eg (1.3/0.0) (48.2/35.3)
Covid pos 9 23.5/25.7 Pos (45/35.0)
Covid pos 10 17.7/19.2 Neg (1.4/0.0)
Covid pos 11 22.9/35.2 Pos 59/31.0

Evaluointitestaussarjassa kaytettiin kymmenta aikaisemmin Xpert Xpress FIU/RSV jar-

jestelmalla testattua negatiivista potilasnaytetta seka kymmentéa aikaisemmin Xpert

Xpress SARS-CoV-2 jarjestelmalld testattua negatiivista potilasnaytetta. Tavoitteena oli

naiden testausten my6ta mitata uuden GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yh-

distelmatestipohjan tarkkuutta eli spesifisyytta.

Testattaessa kymmenta negatiivista influenssanaytetta yhdistelmétesti antoi ensimmai-

sessd evaluointitestaussarjassa positiivisen tuloksen kahdeksasta naytteestd kymme-

nestd. Kahdesta naytteesta: Flu neg 1 ja Flu neg 5 saatiin PCR-inhibition tulos. Nama

naytteet uusittiin testiohjeen mukaan ja myds niista saatiin oikeat negatiiviset testitulok-

set (Taulukko 5).



Taulukko 5.  FIU/RSV negatiivisten naytteiden Genomera testitulokset.
Nayte Gene?(pert tu- GenomeEra tu- GenomEra uu-

0s los sinta

Flu neg 1 Neg PCR-INHIB. Neg

Flu neg 2 Neg Neg

Flu neg 3 Neg Neg

Flu neg 4 Neg Neg

Flu neg 5 Neg PCR-INHIB. Neg

Flu neg 6 Neg Neg

Flu neg 7 Neg Neg

Flu neg 8 Neg Neg

Flu neg 9 Neg Neg

Flu neg 10 Neg Neg
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Genomera antoi oikeat negatiiviset testitulokset kaikista kymmenesta negatiivisesta
SARS-CoV-2 naytteesta (Taulukko 6).

Taulukko 6. SARS-CoV-2 negatiivisten naytteiden Genomera testitulokset.
Nayte GeneXpert tu- | GenomEra tu- | GenomEra uu-
los los sinta
Covid neg 1 Neg Neg
Covid neg 2 Neg Neg
Covid neg 3 Neg Neg
Covid neg 4 Neg PCR-INHIBI- Neg
TION
Covid neg 5 Neg Neg
Covid neg 6 Neg Neg
Covid neg 7 Neg Neg
Covid neg 8 Neg PCR-INHIBI- Neg
TION
Covid neg 9 Neg Neg
Covid neg 10 Neg Neg
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GenomeEralla uudelleen analysoidut vaarat negatiiviset testitulokset. Vaaria positiivisia
tuloksia ei koko testaussarjassa saatu. Flu A pos 3 ja Covid pos 1 ja 8 naytteista saatiin
uusintasarjassa oikeat positiiviset tulokset. Muiden naytteiden tulokset olivat uusinta
analysoinnin jalkeenkin negatiivisia riippumatta 50 ul tai 100 pl ndytemaarasta (Taulukko
7).

Taulukko 7. Genomeralla saadut vaarét negatiiviset tulokset ja niiden uusinta seka varmistus-
sarja. Xpertilla seka QlAstatilla.

Nayte Geno- GeneXpert Ct | Varmistussarja Ct | Genomera uu-
mEra arvo(t) arvo(t) sinta
tulos Ra/Ct arvot
Flu A pos 3 | Neg 29.3/23.1 Xpert 29.8/29.6 Pos (1.9/33.7)
Flu A pos 6 | Neg 32.9/354 Xpert 33.8/35.2 Neg
RSV pos 3 Neg 23.8/ QlAstat 25.3 Neg
RSV pos 5 Neg 28.2/ QlAstat 29.7 Neg
RSV pos 6 Neg 29.9/ QlAstat 33.3 Neg
Covid pos 1 | Neg 28.2/30.8 Pos (25.4/36.1)
Covid pos 3 | Neg 0.0/40.2 QlAstat 0,0 (Neg) Neg
Covid pos 8 | Neg 24.6/26.6 Pos (18.6/37.7)
Covid pos | Neg 17.7/19.2 Neg
10

Taman evaluointitestaussarjan referenssina oli Xpert Xpress FIU/RSV ja Xpert Xpress
SARS-CoV-2 testeilla potilasnaytteistd aikaisemmin saadut tulokset. Taulukkoon kah-
deksaan on merkitty testisarjassa Genomeralla saadut oikeat positiiviset tulokset 31(34*)
seka vaarat negatiiviset tulokset (9). Koko testikokonaisuuden herkkyydeksi tuli 77,5 %
(85 %*) ja tarkkuudeksi 100 %.

Taulukko 8.  Nelikenttdanalyysi evaluointitestaussarjasta.

GenomeEra pos GenomEra neg
GeneXpert po- Yht.40 positiivista
sitiivinen 31(34%) 9
GeneXpert ne- Yht. 20 negatiivista
gatiivinen 0 20
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Nelikenttdaanalyysi kymmenesté influenssa A positiivisesta naytteesta tehdyista analyy-
seistd. Tulokseksi saatiin kahdeksan oikeaa positiivista tulosta ja kaksi vaaraa negatii-
vista tulosta. Varmistussarjassa Flu A pos 1 naytteesta saatiin positiivinen tulos. Sensi-
tiivisyys 80 % (90 %?*) ja spesifisyys 100 % (Taulukko 9).

Taulukko 9. Influenssa A positiivisten naytteiden nelikenttaanalyysi.

GenomEra pos GenomEra neg

GeneXpert pos 8(9%) 2

GeneXpert neg 0 0

*Tulokset vaarien negatiivisten testitulosten uusimisen jalkeen.

Nelikenttaanalyysi kymmenesta positiivisesta influenssa B naytteesta. Yhdistelmaana-
lyysi tunnisti viruksen kaikista kymmenesté naytteestd, joten testien sensitiivisyys oli 100
% (Taulukko 10).

Taulukko 10. Influenssa B positiivisten naytteiden nelikenttaanalyysi.

GenomkEra Flu B pos

GenomEra Flu B neg

GeneXpert Flu B pos

10

0

0

GeneXpert Flu B neg 0

Kymmenesta positiivisesta RSV-naytteesta tulokseksi saatiin kuusi positiivista, kolme
vaaraa negatiivista ja yksi PCR-inhibition tulos (ei vertailussa). Yhdistelmatestin herk-
kyys 66,6 % (Taulukko 11).

Taulukko 11. RSV positiivisten naytteiden nelikenttdanalyysi

GenomEra RSV pos

GenomEra RSV neg

GeneXpert RSV
pos

6

3

GeneXpert RSV
neg
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Nelikenttaanalyysi 10 positiivisestd SARS-CoV-2 naytteestd. Tuloksena seitseman po-
sitiivista ja kolme vaaraa negatiivista tulosta. Uusintana tehdyssa varmistussarjassa kah-
den vaaran negatiivisen testin tulos muuttui positiiviseksi, (Covid pos 1 ja 8) Testien sen-
sitiivisyys 70 % (90 %*) (Taulukko 12).

Taulukko 12. SARS-CoV-2 positiivisten naytteiden nelikenttaanalyysi.

GenomEra CoV pos GenomEra Cov neg

GeneXpert CoV pos 7(9%) 4(2%)

GeneXpert CoV neg 0 0

*Vadarien negatiivisten uusimisen jalkeen.

Nelikenttaanalyysi negatiivisista aikaisemmin GeneXpert FIU/RSV testijarjestelmalla tes-
tatuista influenssanaytteista. Kaksi naytettd uusittin PCR-inhibition tuloksen vuoksi.
Tarkkuus 100 % (Taulukko 13).

Taulukko 13. Negatiivisten influenssanéytteiden nelikenttéanalyysi.

GenomeEra Flu pos GenomEra Flu neg

GeneXpert Flu /RSV pos 0 0

GeneXpert FIU/RSV neg 0 10

Nelikenttaanalyysi kymmenesta negatiivisesta SARS-CoV-2 naytteesta. Yhdistelmatesti

antoi negatiivisen tuloksen kaikista kymmenesta naytteesta. Tarkkuus 100 %.

Taulukko 14. Negatiivisten SARS-CoV-2 naytteiden nelikenttdanalyysi.

GenomEra SARS-CoV-2

GenomEra SARS-CoV-2

neg

pos neg
GeneXpert SARS-CoV-2 0 0
pos
GeneXpert SARS-CoV-2 0 10




34

Yhteenveto Genomera® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelmatestilla tehdyista ana-
lyyseistd. Suluissa tulokset, kun otetaan huomioon Flu pos 3, Covid pos 1 ja Covid pos
8 naytteista uusintana tehdyssa varmistussarjassa saadut oikeat positiiviset testitulokset
(Taulukko 15).

Taulukko 15. Yhteenveto evaluointitestaussarjan tuloksista.

Tutkit-

tava Vvi-| n oP ON VP VN OP% ON%
rus

'A”f'“enssa 10 8 10 0 2(1%) | 80(90%) | 100
'E?””enssa 10 10 10 0 0 100 100
RSV 10 6 10 0 3 66.6 100
SARS-

i 11 7(9%) 10 0 4(1%) | 63.6(81.8%) 100

*Tulokset vaarien negatiivisten testitulosten uusimisen jalkeen.

n=naytemaara; OP=oikeat positiiviset; ON=oikeat negatiiviset; VP=virheelliset positiiviset;
VN=virheelliset negatiiviset; OP%=oikeiden positiivisten prosenttiosuus; ON%=oikeiden ne-
gatiivisten prosenttiosuus.

Influenssa A- virusten positiivisia naytteita testattaessa yhdistelmatestin herkkyys oli
80(90%) prosenttia ja tarkkuus 100 %. Influenssa B- positiivisen naytteita testattaessa
herkkyys ja tarkkuus oli 100 %. RS-positiivisia naytteita testattaessa herkkyys oli 66,6
prosenttia ja tarkkuus 100 %. SARS-CoV-2 positiivisia naytteita testattaessa herkkyys
oli 63,6 % (81,2 %*) ja tarkkuus 100 %. Koko 61 naytteen testisarjan herkkyydeksi tuli
77,5 % (85 %*) ja tarkkuudeksi 100 %. Yhtaan vaaraa positiivista tulosta ei saatu koko

evaluointitestaussarjassa.

*Tulokset vaarien negatiivisten testitulosten uusimisen jalkeen.

11 Pohdinta

Tassa opinnaytetydssa suoritettiin uuden GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yh-

distelméatestin evaluointitestausta. Tavoitteena oli selvittdad, onko uusi yhdistelmatesti riit-
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tavan luotettava analyysien tekemiseen kliinisen tutkimuksen apuvélineend. Paamaa-
rana oli mitata yhdistelmatestin analyyttista herkkyytta ja tarkkuutta seka selvittda yhdis-
telmatestin herkkyyttd ja tarkkuutta jokaisen virustyypin osalta erikseen. Opinnaytety®
tehtiin Pohjois-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtymalle (NordLab) yh-
teistydssa kliinisen diagnostiikan laitejarjestelmia valmistavan Abacus Diagnostica Oy.n

kanssa.

Evaluointitestauksessa kaytettiin kuuttakymmenta yhté -80 asteeseen pakastettua poti-
lasnaytettd. Vanhimmat testatut naytteet olivat tammikuulta 2020 ja tuoreimmat naytteet
olivat kaksi paivaa vanhoja. Varsinainen evaluointitestaus tehtiin 18-23.11.2020 NordLa-
bin Kajaanin laboratorion mikrobiologian osastolla olevilla kolmella Genomera CDX ana-
lysaattorilla. Referenssiné olevat naytteet olivat aiemmin testattu Xpert Xpress FIU/RSV
ja Xpert Xpress SARS-CoV-2 jarjestelmilla. Mukana oli yhteensa 41 positiivista potilas-
naytettd: Yksitoista SARS-CoV-2-naytetta, kymmenen influenssa A-naytettd, kymmenen
influenssa B-naytettd seka kymmenen RSV-naytettd. Negatiivisina vertailunayttein ol
kymmenen negatiivista Xpert Xpress FIuU/RSV menetelmalld testattua sek& kymmenen

negatiivista Xpert Xpress SARS-CoV-2 menetelmalla testattua potilasnaytetta.

Naytteet esikasiteltiin biosuojakaapissa, joka sijaitsi eri huoneessa, kuin analysaattorit.
Tyoskentely oli aseptista ja siind noudatettiin tydohjeen mukaista menetelmaa seka tyo-
jarjestysta. Testitulokset kirjattiin ylos Excel - taulukoihin ja testijarjestelmén valmistaja
Abacus Diagnostica Oy sai ne kayttddnséa osana heidan teettamaansa laajempaa yhdis-
telmatestin evaluointia, jossa testattiin yhteensa 308 naytettd. Abacus Diagnostica Oy:lle
toimitettiin myds testeistd Genomera CDX laiteohjelmistolle tallentunut raakadata. Var-
sinainen naytetulosten analysointi ja kuvaajien tekeminen suoritettiin IBM SPSS Statis-

tic-25 ohjelman avulla.

11.1 Tulosten tarkastelu

Testisarjassa saatiin seuraavanlaisia tuloksia herkkyydelle ja tarkkuudelle: Influenssa A-
positiivisten naytteiden osalta yhdistelmatestin herkkyys on 80 % (90 %*). Influenssa B-
positiivisten naytteiden herkkyydeksi 100 %, RSV- positiivisten naytteiden osalta herk-
kyys on 66,6 % ja SARS-CoV-2 positiivisten naytteiden osalta herkkyys on 63,6 % (81,8
%*). Kaikkien virustyyppien osalta yhdistelmatestin tarkkuus on 100 %. Koko evaluointi-

testaussarjan herkkyydeksi tuli 77,5 % (85 %%*) Suluissa on tulokset yhdeksan vaaran
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negatiivisen tuloksen uusintana tehdyn varmistuksen jalkeen. Koko testisarjan herkkyy-
deksi tuli 77,5 % (85 %*) Suluissa on tulokset yhdeksan vaaran negatiivisen tuloksen

uusintana tehdyn varmistussarjan jalkeen.

GenomEra®SARS-CoV-2, Flu A/B +RSV yhdistelmatestin valmistajan Abacus Diagnos-
tica Oy:n omien tutkimusten perusteella syynéa vaariin negatiivisiin tuloksiin voi olla muun

muassa seuraavia syita:

e Pakastinsailytys ja sulatus heikentavat viruksia ja osa viruksista saattaa téassa
yhteydessa hajota, jolloin RNA on vapaana ymparoivassa nenanielumatriisissa,
joka siséltaa runsaasti RNaaseja. Nama voivat tehokkaasti tuhota vapaana ole-
van virus-RNA:n jo lyhyessé ajassa. Nayte pyritdédn pitdmaan suoraan PCR-yh-
teensopivana ja esikasittely yksinkertaisena. Talloin pakastuksen seurauksena
hajonnut néyte on alttimpi heikentymiselle ilman suojaavia reagensseja.

o RSV on selvasti analyyttiselta herkkyydeltaan epaherkempi kuin yhdistelmatestin
muiden analyyttinen herkkyys, kuten GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV
yhdistelmatestin testipakkauksen tuoteselosteesta voi todeta. (Abacus Diagnos-
tica 2020:11.) Tama on ollut tietoinen kompromissivalinta testin kehityksen yh-
teydessa. Monianalyyttinen kehitys on haastavaa, ja erityisen haastavaa tes-
tialustoille, joissa ei tehda konsentroivaa naytteenkasittelya. Talléin itse PCR-

reagenssit on optimoitava erityisen herkiksi.

e Koronarajoitusten vuoksi kuluneen talven influenssakausi on jadnyt olematto-
maksi verrattuna aikaisempiin vuosiin. Myds influenssarokotusten suosio on vai-
kuttanut tdhan kehitykseen. Taman vuoksi uuden yhdistelmatestin suorituskyky-
tutkimusta tuoreilla naytteilla on ollut liki mahdotonta tehda influenssan ja RSV:n

osalta.

Kaikkein paras herkkyys yhdistelmatestilla oli influenssa B- viruksen osalta, jonka se
tunnisti kaikista kymmenesta positiivisesta naytteestd, herkkyys 100 %. Seuraavaksi
herkin se oli influenssa A- viruksen osalta, jonka se tunnisti yhdeksasta positiivisesta
naytteesta kymmenesta, herkkyys 90 %. Kolmanneksi herkin yhdistelmatesti oli SARS-
CoV-2 virus positiivisten naytteiden osalta, jonka se tunnisti yhdeksasta naytteesta yh-

destatoista, herkkyys 81,8 % ja kaikkein heikoimmin yhdistelmatesti tunnisti RSV positii-
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viset naytteet, joista oikea positiivinen tulos tuli varmistamisen jalkeenkin kuudesta nayt-
teestd yhdeksasta ja jonka herkkyydeksi tuli vaarien negatiivisten tulosten varmistami-

sen jalkeenkin 66,6 %.

Kun otetaan huomioon, ettd evaluointitestauksessa kaytetyt naytteet olivat pakastettuja,
voidaan testin herkkyytta pitaa riittavan hyvana (85 %) seké tarkkuutta erinomaisena
(100 %). Pohdintaan jaa se millaiseksi tulos olisi muodostunut, jos kaytettavissa olisi ollut
tuoreita, pakastamattomia potilasndytteitd. Jos vertaa saatuja tuloksia talvikaudella
2018-2019 Poitiersin sairaalassa Ranskassa tehtyyn GenomEra Flu A/B + RSV testin
evaluointitestaukseen, jonka sensitiivisyys jokaisella virustyypilla on vahintaan yli 96 %
ja spesifisyys jokaisella virustyypilla vahintddn 98 %, voi olettaa uuden yhdistelmétestin
herkkyyden tuoreilla, pakastamattomilla naytteilla olevan huomattavasti parempi kuin pa-
kastetuilla.

11.2 Luotettavuus

Naytteiden huolellisesta esikasittelysta ja pipetoinnista huolimatta ei voida sulkea pois
inhimillisen virheen mahdollisuutta. Pienikin ilmakupla pipetoitaessa lastulle 35pul esika-
siteltya naytetta voi hairita testin lopputulosta. TAman takia katsottiin tarpeelliseksi var-
mistaa paitsi kaikki testit, joista ei saatu laadullista tulosta, myoés kaikki vaarat negatiiviset

tulokset varmistettiin.

Naytteiden sulatuksessa, esikasittelyssa ja analysoinnissa tavoiteltin mahdollisimman
huolellista tytskentelyd. Naytteet kuljetettiin suojapusseissa -80 asteisesta pakastimesta
ja niiden annettiin sulaa suojakaapissa tunnin ajan ennen esikasittelyd. Naytteiden esi-
kasittelyssa toimittiin aseptisesti desinfioimalla suojakaappi ennen naytteiden kasittelya,
kayttamalla suojaessua, puuterittomia nitriilikasineitd seka kirurgista hengityssuojaa.
Ristikontaminaation syntymisen estédmiseksi naytteita kasiteltiin yhté nayteputkea kerral-
laan ja tekemalla tyd tarkasti ohjeiden mukaisesti. Analysointi tehtiin neljan naytteen sar-
joissa ja kolmella NordLabin Kajaanin mikrobiologian laboratoriossa kaytdsséa olevilla

Genomera CDX analysaattorilla.
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11.3 Opinnaytetydn eettisten ndkokohtien tarkastelu

Etiikalla tarkoitetaan, etta tutkimus on luotettava ja tulosten uskottavuus edellyttéa, etta
tutkimuksessa noudatetaan hyvaa tieteellista kaytantéa. Tutkimus oli vastuullista ja nou-
datimme hyvaa tutkimusetiikkaa. Hyvan tieteellisen kaytannén mukaisesti tutkimuksen
tulee olla huolellista, tarkkaa seka menetelmien toistettavia. Toistettavuus on tulosten
yhtapitavyytta, kun naytteiden maaritykset on tehty samoissa olosuhteissa ja samoista
naytteista. (Hagg 2016:31.)

Bioanalyytikko kasittelee kaikkea biologista naytemateriaalia naytteen luovuttajan yksi-
tyisyytta ja oikeuksia kunnioittaen (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry:2017.) Tutkimuksessa
kaytimme vanhoja potilasnaytteita. Emme kéasitelleet niissa olevia henkildtietoja. Nor-
maalisti vanhojen potilasnaytteiden kayttd tutkimuksissa ei vaadi suostumuksen hake-
mista potilailta. (Tenk 2020:2-7.)

Noudatimme tata tutkimusta tehtdessa hyvaa tieteellista kaytantéd. Olimme perehtyneet
opinnaytetytn aiheeseen, sekéa kokosimme teoriatietoa aiheeseen liittyen. Olimme tu-
tustuneet opinnaytetydn tutkimuseettisiin ohjeisiin seké henkildtietojen kasittelyyn ja tie-
tosuojaperiaatteisiin (Arene 2020). Pyrimme kaytannon tutkimuksessa mahdollisimman
huolelliseen tydskentelyyn. Saimme NordLabilta, Metropolia Ammattikorkeakoululta
sekd Abacus Diagnosticalta ohjeita evaluointitestaussarjan suorittamista- seka rapor-
tointia varten. Saimme NordLabilta, Metropolia Ammattikorkeakoululta sekd Abacus

Diagnostica Oy:Ita ohjeita evaluointitestaussarjan suorittamista- seka raportointia varten.

Taman opinnaytetytn tekovaiheessa seka valmiin tyén tarkastamisessa kaytimme Tur-
nitin-plagioinnin tarkistamisohjelmaa. Se osoittaa, ettd tutkimuksellisena tyona teke-
mamme opinnéytetyoté ei ole kopioitu toisesta materiaalista. Se auttaa osoittamaan te-
kemamme tyon olevan luotettavaa ja tuottamamme materiaalin olevan omaa teke-
maamme. Turnitin- prosentti muodostui suurimmalta osin Metropolia Ammattikorkeakou-

lun valmiista opinnaytetyon pohjasta seka lahdeluettelosta.

NordLabin johtava laakari hyvaksyi ja allekirjoitti tutkimuslupahakemuksen 16.11.2020.
Lupa vanhojen potilasnaytteiden kaytt6on evaluoinnissa saatiin Kainuun sosiaali- ja ter-

veydenhuollon kuntayhtyman (Kainuun sote) johtavalta laakarilta.
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11.4 Johtopaatokset

Kajaanin NordLabin mikrobiologian laboratoriossa suoritettu evaluointitestaus on ollut
osana kliinisen diagnostiikan laite- ja analyysijarjestelmi& valmistavan Abacus Diagnos-
tica Oy:n teettamaa laajempaa Genomera® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelma-
testin evaluointia, jota on tehty neljassa eri tutkimuslaitoksessa Euroopassa vuoden
2020 viimeisesta vuosineljanneksesta alkaen. Evaluointitestaussarja on ollut osana suu-
rempaa kaikkiaan 308 analyysin sarjaa. Naistd 100 on testattu tuoreilla pakastamatto-
milla potilasnaytteilla ja 208 pakastetuilla potilasnaytteilla. Naita tuloksia tarkasteltaessa
voidaan huomata Kajaanissa tehdyn evaluointitestaussarjan olevan hyvin linjassa osana
GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelmatestin koko evaluointitestaussar-
jassa pakastetuista naytteista saatuja tuloksia. Laajempi evaluointikokonaisuus on jat-
kunut eurooppalaisissa tutkimuslaitoksissa kevaaseen 2021 saakka (Abacus Diagnos-
tica 2020:11-13).

Vertailuna kolmanteen menetelmaan Flu A pos 6, RSV pos 3,5,6 ja 10 seka Covid pos
3 naytteet uusittiin QlAstat-Dx Respiratory SARS-CoV-2 Panel- jarjestelmalla. Kaikista
neljastd RSV-pos naytteesta saatiin oikeat positiiviset tulokset, ja niiden Ct-arvot olivat
valilla 25,3-33,3.Flu A pos 6 sekad Covid pos 3 naytteistd QlAstatilla saatiin vaarat nega-
tiiviset tulokset. Genomeralla tehdyn varmistussarjan tuloksena oli vaarat negatiiviset tu-
lokset RSV pos 3,5 ja 6 naytteista sekd 50pl ettd 100ul naytemaarilla. RSV pos 10 nayt-

teestad ei Genomeralla saatu laadullista tulosta ja se jatettiin pois vertailuista.

Kun tarkastellaan Kajaanissa testeissa saatujen vaarien negatiivisten tulosten listaa, voi
huomata kyseisten testien GeneXpertilld saatujen Ct-arvojen olevan suurimmaksi osaksi
niin sanottuja heikkoja positiivisia tuloksia eli kyseisten tutkimusten PCR-syklien maara

on suhteellisen suuri (>25).

Vaarat negatiiviset tulokset antaneille naytteille tehtiin uusinta-analyysit 50pl ja 100pl
naytemaarilla. Flu A pos 3, Covid pos 1 ja 8 vaarista negatiivisista tuloksista tuli varmis-
tussarjassa oikeat positiiviset tulokset naytemaarista riippumatta. Muiden varmistussar-
jassa uusittujen vaarien negatiivisten varmistussarjan tulos pysyi vaarana negatiivisena
riippumatta, oliko ne uusittu 50ul tai 100pl naytemaaralla (Flu A pos 6, Covid pos 3,10 ja
RSV pos 3,5 ja 6).
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11.5 Tutkimuksen hyotyja

NordLabin Kajaanin mikrobiologian laboratoriossa suoritettu evaluointitestaus oli osana
suurempaa neljassa eurooppalaisessa tutkimuslaitoksessa tehtyd GenomEra® SARS-
CoV-2, FLU A/B + RSV yhdistelmatestin laajempaa evaluointia. Taméan avulla uusi yh-
distelmatesti sai CE-merkinnan 30.11.2020 ja kansainvalisen myyntiluvan joulukuussa
2020. Taman myotd Genomera CDX- jarjestelmélla voidaan tutkia laboratorioissa in-
fluenssa A-, influenssa B-, RSV ja SARS-CoV-2 virustyyppien esiintymista naytteessa
yhdella testilla. Tama nopeuttaa potilaalle tehtavan kliinisen diagnoosin tekemista seka

oikeanlaisen hoidon nopeaa aloittamista.

11.6 Jatkotutkimuksia

Abacus Diagnostica Oy:n mukaan GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistel-
matestille tullaan pohtimaan jatkoevaluointeja edelleen ensi kesalla 2021. Testin herk-
kyyttd halutaan parantaa edelleen erityisesti RSV:n osalta. Abacus Diagnostica on ke-
hittdnyt myds maaliskuussa 2021 tutkimuskayttéon tulevan uuden RT-qgPCR pohjaisen
RUO-SARS-CoV-2 + VOC- testin. Talla testilla voidaan tehdad SARS-CoV-2 viruksen epi-
demiologista tutkimusta ja maarittaa virusvarianttien genomin vaihtelua. Testi ilmoittaa
SARS-CoV-2 viruksen RdRP-geenin esiintymisen naytteessa, joka on erityinen piirre
kaikissa SARS-CoV-2 viruksen RNA-juosteissa Taman lisdksi RUO SARS-CoV-2 +VOC
testi erottaa tarkasti piikkiproteiini 69/70 ja ORFla 3675-3677 virusmuunnokset, joista
on useita eri virusvariantteja. Ensimmaista kertaa virusmuunnokset eristettiin Englan-
nissa (B.1.1.7), Etela-Afrikassa (B.1.351) ja Brasiliassa (P.1). (Abacus Diagnostica
2021:1.)

Naiden tulevien GenomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSV yhdistelmatestin mahdollis-
ten jatkoevaluointien ja nyt tutkimuskaytdssa olevan RUO-SARS-CoV-2 + VOC variant-
titestin evaluoinnissa voisi olla mielenkiintoisia opinnaytetyén aiheita bioanalyytikko -
opiskelijoille. Jos kiinnostusta riittdd, kannattaa olla aktiivinen ja ottaa yhteyttd Abacus
Diagnostica Oy yhtioon ja Genomera CDX jarjestelmaé kayttavaan laboratorioon, seka

kysya mahdollisuutta osallistua evaluointitestaukseen, niin kuin mekin teimme.



41

11.7 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetydssamme jasensimme NordLabilta saamamme aiheen sisallon, jonka jal-
keen laadimme suunnitelman tydn toteuttamista varten. Suunnitelman valmistumisen ja
hyvaksymisen jalkeen evaluointiin liittyvat testaukset analysoitiin NordLabin Kajaanin
mikrobiologian laboratoriossa ja niista kirjoitettiin kokeellisena tutkimuksena suoritettu
opinnaytetytraportti. Ryhmatyona tehty opinnaytetydprosessi edellytti aikataulujen hal-
lintaa, tydn organisointia, tyfajan ja aikataulun hallintaa seka yhtenevdisten tavoiteta-
sojen asettamista. Osasimme my0s joustaa molempien elamantilanteiden mydéta tarvit-
taessa ja molempien vastuullinen asenne tyéta kohtaan mahdollisti tydmaaran tasaisen

jakamisen ja tyon edistymiseen tahtadvan tydnjaon.

Opinnaytetydmme tavoitteena oli suorittaa laadukasta evaluointitestausta seka sen
my6ta kirjoitetun raportin myoté osoittaa ammattitaitoamme ja osaamistamme bioanalyy-
tikkoina. Perehdyimme influenssa A-, influenssa B-, RS- ja SARS-CoV-2-viruksista teh-
tyihin tutkimuksiin sek& naiden virusten aiheuttamiin infektioihin. Tutustuimme myos
PCR-, RT-PCR ja RT-gPCR- pohjaisten tutkimusten periaatteisiin ja toteuttamiseen.
Teimme evaluointiin liittyvia analyysitestejd GenomEra®SARS-CoV-2, Flu A/B+RSV yh-
distelméatestin lisdksi GeneXpert® Xpert Xpress FIU/RSV, GeneXpert® Xpert Xpress
SARS-CoV-2 seka QlAstat-DX® SARS-CoV-2 Respiratory Panel jarjestelmilla. Tiedon-
haussa kaytimme lahteina oppikirjoja, tieteellisia tutkimuksia ja artikkeleita, kayttéohje-
kirjoja seka sahkoisia dokumentteja. Tutkimuksellisena tyona tehtya opinnaytetyéta var-
ten teimme vastuullista evaluointitestausta noudattamalla ohjeita ja hyvaa tutkimusetiik-
kaa. Kirjasimme saamamme tulokset valittomasti ylos. Tekemamme testaukset ovat hel-
posti toistettavia. Emme tinkineet missaan vaiheessa tydmme laadusta ja teimme tulos-
ten vertailun hyvaksyttyjen normien mukaisesti. Koimme tahan opinnaytetydhon liittyvan
evaluointitestaussarjan tekemisen, tulosten dokumentoinnin ja tulkinnan olevan tarkea
osa ammatillista kehitystdmme. Saimme tehd& tutkimusta hyvin ajankohtaisesta ai-

heesta.

Tama NordLabin Kajaanin mikrobiologian laboratoriossa tehty evaluointitestaussarja oli
osana laajempaa Genomera®SARS-CoV-2, Flu A/B+RSV yhdistelmatestin evaluointia,
jota tehtiin neljassa eurooppalaisessa tutkimuslaitoksessa syksyn 2020 ja kevaan 2021
aikana. TAma NordLabin Kajaanin mikrobiologian laboratoriossa tehty evaluointitestaus-

sarja oli osana laajempaa Genomera®SARS-CoV-2, Flu A/B+RSV yhdistelmatestin eva-
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luointia, jota tehtiin neljassa eurooppalaisessa tutkimuslaitoksessa syksyn 2020 ja ke-
vaan 2021 aikana. Tama myoétavaikutti siihen, ettd GenomEra® SARS-CoV-2, Flu
A/B+RSV yhdistelmatesti sai CE-IVD merkinnan 30.11.2020, seka kansainvélisen myyn-
tiluvan joulukuussa 2020. Tama myo6tavaikutti siihen, ettd GenomEra® SARS-CoV-2,
Flu A/B+RSV yhdistelmatesti sai CE-merkinnan 30.11.2020, seka kansainvalisen myyn-
tiluvan joulukuussa 2020. Pystyimme tdman opinnaytetytn mydéta hydédyntamaan ja ke-
hittdm&an ammatillista osaamistamme seka koimme olevamme pieneltd osaltamme
hyoddyksi COVID-19 taudin aiheuttaman pandemian kuriin saattamiseksi.
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1 INTEMDED WY 3E AND INTENDED U2ER

The GepamEsr SARS-Cov-2, Flu AR + REV Assay Kit is a rapid i Wi dagrostic (WD) test for smultanecus quakisative detecion and
differentiation of severe aoule respiratory syndrome comnavirus-2 (SARS-Cov=2), influenea A, influenea B, and respiratory synicytial vines
[REEV) nudleic scds. The assay uliizes mulliphss reak-ime mverse ranseiplass polymensss chain reaction ([ET:PCR) o amality viral RNA an
the GepomErnr COX system fram upper respiralory swab samples caollecled into Copan giagb, Uriversal Transpart Medium {UTM} or
pheephate buffe red saline (PES) from individuals suspected of respimatary viml infection consistent with symptoms of SARS-Cav-2, influenza
A influsnes B ar RSV inlecSan.

GraRmRs SARS-CoV-2, Flu AR + REY Assay Kit s ntended to aid in the dagrasis of SARS-Col-2, influenza AB, and RSV infections in
humans when ws=ed in conjunction with clinical evalustion, laboratony findings, and epidemicalogical nformadon. Posithe resuls indicae the
presance of viral target RNA in the sample. RNA& = generally detectabls in upper respirabary spedmens dunng infeclion. Bosires e s ane
indicative of active infaction, and do not rule out {co-jinfections from bactera or other sinses not detected by the est, The sqeal dedected
miaty not be the definite cause of dsease. Clinical comelation with patient bisteey and ather diagnostic infermation is necessary o determine
patient infaction staus.

Megative resulis da not precude SARS-CaV-2, influerza &, mfluenca B andior RSY infection and should not be used as the sale bass for
dianrnsis, freatrment, or other patient management decisions. Megabive results must be cambined with clinical abssréalions, patient histong
and epidemiclogical infarmatian.

Thea intarded place of uss = a labaratory not necessarily having a specialist in malecubar bickgy but rather persenned who routinely pedaom
asys ardd analyses in the field of £.9. micrebiology, virclogy, or clinical diagnostics. GepaomEm SARS-Col-2, Flu AB + REV testis inlended
1o ber ueerd in @ laboratory emvirenment by lsborstary personned, £.9. laboratory technicians acoustomed o normal laboratary methods such
@ pipetting, vortex miing and using haating blocks.

2 SUMMARY AMD EXPLANATION

SMRE-Cov-2 is the cause of the ongaing pandemic of COWVID-19 respiratory Slness that bas been designated & public health emerpency of
inbarnatianal concern by $e Werld Health Organization (WHO ) As COVID-19 cantinues $a spresd globally posing & major publc health
threast, seasanal respirabory viruses induding nfluenza A, icfluenza B, and REY continue o dreuate, alse causing acube respiratory dissass.
Clinical manifestations of the dissases can be similar, ranging fom asymptomatic or mild illness in a majority of ndividuals ta mane severe
and lfe-threatening dissgss .« Mo efactive reatment has pet bean established Sor COVID-19 and ssvere morbidity and  martality has bean
reporied i the elderdy and patients with underying diseases » Thansfone, it is crucial io ke able to dfierentiabe between SARS-Col-2 and
pther common respratony virusss, and ako imvestigate the clinical feabures and impact of co-infections.-

Sinoe the sansitivity of different rapid disgniostic tests (ROTs ) compared o RT-PCR from respirabary specime ns appears o be highly variable,
and data on ROTs' periormance in cinical settings is =@l limited, WHO recommends that suspecied active 3ARS-CalV-2 infections should be
tested with nuceic a0d amplification lest such s RT-PCOR whereser possible Insespician of influenza infection, WHO stales that mokscular
amzays should be used in conjunction with clinical and epidemiclogical irdormation as a primary dagnostic methad to screen o viral RMNA
from respiraloey specimens of symptamatic pagents -« In case of RV, highly sensitive RT-PCR methods are espedally recommended for
testing older children, adolescents and adults as antigen tests present sdequate sensitiity only far infants and young children.-

Wersion 1.0CE WD, 3080-11
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3 PRINCIPLE OF THE PROCEDURE

Geppmbrg COX is a moleoular diagnastics analyzer consisting af an imegrated thermal oycler and a ime-resobved flucrometer. The

Instn mment is aperabed via the Gappmke COX Saftwans.

The Instrument is used 1o run analyte-spedfic, ready-lo-use GapamEee Test Chips that have been developed for the detection of specifie
owcdeic: acid sequence|=) in different direct dirical or cullured samples matices. A reagents required for pedarming e bomogenesoes
amplifiation and detection steps are readily contaired nodoy farm in the Test Chips.

The Graupig SARE-Colv-2, Flu AYB + REV Assay Kit uelizes reaktime RT-PCR and hiydralysis probes to detect unigue sequences regions of
SARSE-CoV-2 RMNA-depandent RMA palymerase (BgRE], influenza A matrix (M), influenza B hermagplutinin (HA), and RSV nudescapsid (W)
proten genes.

The sy akeo cantains a sample processing control which & included in the Gepgpbgr SPC Tube. The control ensures that the sample
pepaeation is performed acoonding o instructions and functions as an amplification control fo monilor assay inhibison. The contral coesaires
srmal amount of M32 bacteropbage which mimics the analyte viruses and contains & specific RNA sequencs which is detected during the
assay run. In the beginning of the aulomated assay nn, the Test Chips are imeversibly sealed in the Instrument % mimimize the nsk of crese
cantamination. The target sequences are amplified and detected § presant. The assay sequence takes appracimately 70 miness sod ends
with the reporting of resulss.

4 MATERIAL § PROVIDED
The GrpamkG SARS-CoV-2, Flu A/B + REV assay kil conlains:

. 200400100 GapamEer SARS-Col-2, Flu AB + RSV Test Chips
20400100 Gaprmkes 1 ml Buffer Ampouk:

. 204001 00x GapamEse SPC Tubes

' Re-usable chip halder

] MATERIAL 8 REGUIRED BUT NOT PROVIDED

#  Trareport media and swabs for gagor'orophanngesl specimeans 2.9,
o Copan Catabog Mo 4B2CE. Conical tube filled with 1 mL gGacab™ Liguid Amiss medium packasged with ane lexible qipin_
blylrer flocked swab, sterle
o Copan Catalog Ma. 380C. Conical tube filed with 1mL UTM™ meadium packaged with ane flexible mpiogn ELQDSwHS_
aterie

o Copan Cataleg Mo, 3050, Conical tube filled with 3 mL UTM™ medium packaged with one Saexible qmickin feRemeab 2

[N
Thermal Black far 2 mL conical battam fubes Bigsag Bio TDS-100 Do not uee other thermal blocke!

*
+  Geagobm CDX System (Instrument and Software), Abaces Disgoosiiza, Order Mo, COX-10-020
*  Vorex, &9 Sdentific Industies, Inc. Vares Genie 2, Catalog No. GSE0E
+  Micropipette [middke-range induding 35 L), .. Sartorivs gl ipge pioetie 10100 gL, Catalog Mo, 728050
+  Sterie filter-blocked tips, .5 Therme Fisher Scientific ART-100, Catalog Mo, 2068
* Disposable gloves, powderiess
® GO softwars version 1.3.34 ar above
+  Optical filber package for S-plex update, Abaous Qiagoessics, Order Mo, COK-10-039
a  Mets! Already instsled in GeaomEss COX nstruments shipped in 2020 and later.
B WARNING 3 AND PRECAUTIONS

+ Do not nun ather than GeoomEgs viral teshe within the same assay run. Other sssays ane not compatible.

+  Wear prateciiée clothing and dispasable gloves while handling the kit and the samgplas.

+  Handle the infectious samples in accordance with safe microbialogical labaratory procedures. Follow safety procedures sat by
your institution Tor working with chemicals and handing biokgical specimens.

* D ot use ke kit afber the eapiration dale.

* Dicr ot wsse the Test Chips if their fol pouch is tam upon arival, desiccant is nat present or & braken inside the chip poudh, dried
reggents ane defached, or the barcode ar labal is missing.

+  Donotuse the Gapomfo 1 mi Buller Ampaues i the liguid is not clear, the lubes haee leaked, or the caps are broken ar open
Lo arrreal.

+  Donotuse the GapomBry SPC Tubes if the caps are broken or open upon arival.

+  Reagents are not inerchangeable between kobs.

* D ot ramsave the desiceant from opened Test Chip pouchas.

* To avoid erass-cantammnatian by amplfication products, never open or piencs used Test Chips.

* The dried reagants star? to dissobée as soan as the samples have baen nserted to the Test Chips. The assay run shawld be started
immediately [within 3 minutes) from the addition of the sample.

+  Donot use calcium alginale swabs, as they may cantain substances that inhibit PCR testing.

* Sigma Yimeks trareport medium (Medical Wire & Equipmen, England) is inoompatioke and should no? be used.

# Al ranspant madia contsnng denabuning agents such as quanidine-based magents ame incompatible and should not be used.

Werskan 1.0 CE VD, 206011
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+  Other than validated sample types or tansport media can have adverse eflects anassay pedarmance and should not be used. »
The effect of interfering substances has anly been evaluated for thoss listed within the: labeling. Inerference by substances
ather than thase described can lead o ermoneous results.

o Cros=s-resclivity with respirstory st organisme otber than thase describad herein can lead b ermensous resuls.

*  The reporbed Cf vadues should nat be used ba determine the vimal loads or infectivity of the samples. See Limitations secion 123,
Clinical samgles are helerogeneous and comblined effects af individual clinical samples and potentially interfering substances can
be urprediciable,

. In co-irdections with tea or more target analytes and when ans of the aget analyles s expected 1o be prasent at a high lavel, the
detection of anather tangest presant at law levels can be impaired. See Limitations section 12.2

T STORAGE, STABILITY AND HANDLING
The storage temparature of the kit from &2 @ #8 "C. Bae the package far the expiration date. Store apaned pouches closed at
temperatune from +2 1o #8 "0 up to 14 days. Do not remave the desiccant from the pouch,

@0

“ersion 1.0CE NI, 202011
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i DIRECTIONS FOR USE

B4 Speciman collection and preparation
The samples used with the sy comprise of respirstory swab samples which have besn collected inlo compatiole ranspan media, i
the s pecimen recaived in Sample collection fube by woreaing for 5 seconds.

Mole: 2-3 miL transpart media tubss can be used but 1 mL tubes are mane recommendable o ensune optimal sensitivity.
Samiple preparation:

50 pl 35 pl

[l

1. Vortes the ariginal sample for 2. Closs the sample tube and 3. Empty the contenie of the 1 4. Moeber she sample for &
5 seconds. Pipetie 50 o of the besd the sample for & mintes at ml Buller Ampoule  into the seconds, pipette 35 pl of the

specimen inda the batbam of the 90°C. sample tubse, sample b the Test Chip and
GenomEm SPC tube o star the assay.

rabydrate  the dried sample Avold pipetting poecipitstas
processing contnal. which may form during the
Avold pipstfing mucne and heating step.

solid secretions.

Mole: Prepare all specimens for the assay run befiore pipetting to Test Chips. To un the sssay, conlinoe to section B3,

B2 storage of specimans
Specimens should be transporied on ios snd sioeesd o €2 b 8 °C. Far kang bem storaoge sperime ns meay be frocan st -70 °C or calder.

Copan UTM™ specdrmens: Sioee in refrigerator (42 °C b +8 °C) up ba 48 hours.

Copan gSwah™ specimens: Siore in refrigeratar (+2 °C o +8 "C) up o 48 hours.
PBSE specimens: Siore in refigerator (#2 °C o +8 "C) up o 48 haurs.

Heat-treated specimens: Starmpe is nat recommended.
Mode: Prior analysis, share specimens in original sample collection fube.
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23 Teet procedurs
Prepare all samples for the same assay nan as nstructed abave before starting any of $ie sbeps below. Ensure that the Instrament is in
stmndhy [{he indicaios LED Eght on the tap cover of the Instrument is gresn and the ‘Run assays " butban is visile). Also, ersure that fhe st
code of #ie kit has been downloaded to the Saftware, Please sea furhier instructians in the GapomBe, OO User Manual.
Thas arreww on the chip indicates the correct apening. The drisd reagants can be ssan within the reaction chamber. The second chamber je
an expansion chamber for accommadating yagour pressune created duning the PCR heating-codling cycles and is nat fo be filed.

1. Pipette 35 pL of the prepaned sample per Test Chip. Use one dhip per sample. [ necessary, use Dummey chips ta il in

emply pasitions in the chip halder.
2 Chase the lids of the Test Chips ard the §d of the chip halder.
3 Start the assay run with 4 chips by pressing the "Run assays. . bution in the GeoomBcs COK Software.

Impaortant nofes:

Carafully avold forming bubbdes whille pipetting. insert the Slled pipetbe tip into the samale opening af the Test Chip in an wpbght poesinn
and ensune that the tip is firmly in place in the opening. Use a pipetie that ranges balow the target volume of 35 gl 2.9, down fo 10 L. If $he
pipette stil easily produces bubbles, use the reverse pipetting lechnigue. In case af visible bubbles in the reaction chamber _diseard the chip
and start again with a rew one.

Mote the order of the chips In the chip holder! The positions are numbered based on the direction the chips ame moved within the_
|nstrment. The numbering is shown on the chip balder. Carefully chack that the raming of samples is in aooardance with their pasition in
the chip holder. Lsa the sample-I0 sheet for fecking the samples.

Start the analysls within 3 minubes fom adding the sampls into the first Tes? Chip. The dried reagents star io dissalve immediabely affer
ol with liguid.

5 INTERPRETATION OF RESULTS
31 Result Inferpratation by the GaRnomEL COX software

Resuks are automatically reported i approsimately 70 minutes and ane given both in sritten and numencal foems.

« A plus sign (+] in frant of the result and & red golayg, indicate that the obitained resull was poatiive, and the tange? seouenee Wan
Tound in the sampla.

« A minus sign (-] in font of the result and & green gk indicabe that the cbtained result was negative, and the tanget
saquence WaS not found in the samgle.

A question mark () in front of the result and an orangs gglayr indicate that the obtaired result was 2 Dordernling resull. The
presance of the target ssouence CANNOE e rellsbly darlved, and the resul? = Inconcluslve.

The passible resull intempretation altematives of the GapomEm, SARS-CaV-2, Flu A + REV lest are Ested in Table 1. Please note that fhe
Geppamkm COX Saftware autormatically caloulafes and reports the resuls. Mumerical result valises ame saplained in secian 0

Tabks 1. Result Interpratation with ihe GRROMELS SARS-COV-2, Flu A8 + RSV test.

Ragult type AR E-Cov-2 Influsnza A Influenza B REV 5PC
o = PORTIVE { = POHTVE / = POETIVE / = PONTIVE /

Rcsl.itm-nhlml_u.:n with - MEBATIVE HEBATIVE § - NEGATIVE | - HEGATIVE / [y

at beast one positive resull | 5 sosoesLINE: 7 EORDERLINE 7 EORDERLINE 7 BORDERLINE

Result combinatian with - REB&TIVE ¢ - HEGATIVE | - HEGATIVE | - MEGATIVE /

[t pritive pesits 7 BEORDEALINE 7 EORDEALINE 7 BEORDEALINE 7 BORDEALINE NGRS

I PCR INHIBITION: Mot detected Mol detected Mot detected Pot detecied Mot desected

I FAILEDx Faied Failed Faied Faied Failed

Fur failed e result Mo ragut e result i result My rasul

T MiA, ot applicakie reguired

4 A boedading resul is rmparied if the amplification ratio (frst part af e resull valie) is balow the cul-o8 imil but the amalification curve is
strongly nondinear, indicating possible tarpat specific amplificatian.

! PCR inkilbition result is reportaed # none of she arpat sequenoas nar the SPC s delecied.

* Failed result i reported if the sample is not compatible with the system or the dry chemisy of the Test Chip fails.

* Run failed is rat a result interpretation per se bacause no results are awailable for any of the Test Chips in the assay un. The entine un
can fail only in case of a malfunction of the instrument. Insuch cases, please contact Tedhnical Support.
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5.2 Result valua — amplification rafio [Ra) and threshald cycle |Ci)

In addition o e qualitative result, a tso-part quantitative result vaslue is calculated for each analyte. Both pars of the result value s
eeported with ane decimal socuracy and ssparated by & forward slash charsoter (7). Example of & result value for & single analybe:
52026

821 Amplificacen rAdo

Amplification ratio is the signal rabio af the st and first messuremeant points af the real-lims PCR. Lean be med o astimaste e
amplification efficiency af fie PCR reaction and is reparted a= the first part of the result valee (5.2 in the example abave).

Typically, depending on the luamescence [abed used, a positive sample produces Ra values from 2.0 up o 10000 (values significantly abave
10 are passitle anly with Tetbium and Evropium labek; in this case SARS-Col-2 and influenza B analytes], wheraas negative samples ane
dose o 1.0, The achual qualiative result (NEGBORPOS) s debemined by the softwane with a combination of the amplification ratia,
& kat-specilic cut-off limit and & shape analysis of the amplification curee.

A cut-off value is a lot-specific lmit which is determined for sach amplicon during production and qualkty control. Cut-offs are bl bebwesn
1.2 and 2.0. Howewer, cut-0f walues do not solely deserming the result. If the ampification ratio s below the cut-off but the_amplification curve
is strongly nen-inear, & borderdice result s reported. An amplification ratio sbove the cut-off can produce a cegative eesil if the amplification
curve is strongly linsar.

MOTE: Reported amglification ratio i mot to be used a2 8 quantitative Indleator of the viral laad in the sample: i@ merely reflects bow
afficienily the targed was amglified. This is abways affected by a varety of unknown factors.

822 Threshoid cycle

Threshald cycke & repared as the seoond part af the result valee (32,6 in the exsmple above) and can be used o estimate at which PCR
cydde target ampification beging o be detectable. Raporied Ct values are shbvays in the range of 9.0 ta 44.0 and are caloulated only e
positiue resulbs and reporied @ 0.0 in all the other cases.

MOTE: Zame PCR instruments repart bigh Ct values for negative rmsulbs. Howeser, unspecific amplification is aliminated in GapomEm-
wiral Assays and therefare amplification curves for negative samples are typically flat and thers is no measningtul Ct value o repor

MOTE: Low Ct values (balow 35) ingether with low Ra valies (below 3.0) are an indication aof slowly rising PCR curve. Sudh cures are
arrasinnally encourtered and are pedectly vald.

9.3 Troubleshooting gulde for Borderine, PCR Inhlbition, &ssay falled and Run falled results

Bordarine result

Bordeding result is reparied i the result value is below the cut-off Bnit but the amplification cune i= strongly narelinear. In this case, the
puosarnre af e trget cannot be reliably dersed, and the result is incondusiee. [t is ikely that thers were ot enough viral RNA copies in_the
reaction. However, inhibitons in the specimen may also impair the amplification reaction resuling in a borderine resull. Please star again
by preparing & naw sampls from tha original speciman.

PCR inhibition

Mone of the tarpel sequances nor the sample proces=ing contral were detected. I is Boaly that there wene oo much of original sample n_the
reaction ar the sample contained an excessive amount of inhibitors which impaired the amplification reaction. Please atart again by
naparing 3 new sample from the criginal apecimen.

Mole: Unheated specimens resull in PCR inhibition. Alss heat-reated specimens which have been stored can result in PCR inhibition.
Eailed
The sample s nat compatisle with the system or the dry chemistry af the Test Chip has failed. Typically, the messuned luoresoenos siqeel

s mworeded or falen balow acceptance imiss. |tis Bkely that the sample wars missing, or the amount of original s=ample wiss oo high. Failed
resull may also be encountensd if the sample containg high amounts of bload. In case of Failed resull, start again by preparing 4_new

pamiple from the original spacimen.

Run failed

In case af a malfunction in the GroomBes, COX system, the entire run will be failed, and no results will be available. In such a rare coases
the sy tern will display the reason for the maBunctiaon and insfructions on how 1o proceed. Cortact Technical Support.

“irskom 1 0 CE WD, 2021011



Liite 1
9 (19

EMGLIZH

5.4 Export of results to Laboratory Information System [LIS)
For the comprebensiee description of the Gepppig LIS suppart, please refer to the GpoonEes User Manual.
LIS reports are exported as e files in which one line of tea? represents one Test Chip. Each line containg 18 data fields, separated by o
user configurable LIS-separaior character (symibal | in the axample below).
|"Eampla 17|)"20ZL02Z-05"| 201801477 27003" |"1"| "SARE-Ca¥-2" |'M1mﬂ Wm BE"|

"REVT |74 Positive”|"= Nagativa™|"- Hoegativa" |- Hags g M -l 1 G
"E.2/30.37 1710007 171,100 171040 0" | HOCPAEE T | T | Tt |

"EEVT 7 - Hagatiwa" |"+ Roalitiva™|"- Hegativa"|™- Hads :
=1.1/0.0"|"E0.9/2ZE.57 | "1.0/0. 07| " 1. 0F0. 07| " " | “HICPAEE" | == | " "]

The GeEpppbm SARS-Col-2, Flu AB + RSV assay spedfic LIS repart fiekds ane listed in Table 2.
Tabde 2. LI % report flalds.

Flald # | Flald name Flaid walusa Fiald # | Flald name Flgid waluga
| Sample name L ackded bext 14 Anahyte #1 short result POS I BOR I NES
2 Run number T AMD DM 15 Mnakyte ¥2 short result POE T BOR I NEG
3 Instrurment seral number ELE L 16 Mnakyte #3 short resalt POETBOR ! NEG
4 LOT riumiber AT 17 Mnakyte 84 short result POSTBOR T NEG
5 Chig pasition 1420374 18 Anakyte #1 numeric resulk Raili
L] Mnabyie #1 name SARE-CaV-2 18 Mnahyte ¥2 numeric resul | RaiCy
. Anakye #2 name . Influerza A . 20 . Anakyte #3 numeric resul | RaiCt
i Mnabyie #3 name Influeeniza B 21 MAnakyte ¥4 numeric resul | RaiCy
] Mnakyie #4 name R5Y 22 .l"'.nul',.‘.\e #1 QT result
ket H-QCPASE § +-0CFAIL
1o | (Eeubisemeetionp! | See Table 21 r:‘:*"lff_m resi H-CCPASS | «-O0FAIL
11 [ Ebrguis et ey innd P2 Sew Table 1 24 Anahie #3 OC resull
s BN HAREEMEE | 1EEL
| AR

RatCt = amplificabon ratio § Freshald -'.',.ﬂl.- [ wation 0}

w
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10 GQUALITY CONTROL (QC)

101 Sample processing control | SPC)

SPC i desipned to monitor the assay performance, SPC ensures that the sample preparatian is pedfarmed acconding to nstructions aod
alen furctions 3% an intemal amplificatian cantrel ba manitar assay ichibition and reagent integrity for sach spedmen. PCR ichibition paeolt e
reported if none of $he larget sequencas nar SPC have been delscied.

10:2 External quality aseessmant [EQ4)

It is specificaly recommended that wsars of this assay kit participate regulady Doecereal quality assessment programs for moleoular
diagnostic testing of SARE-Col-2, influerza A andlar REY. Recommended praviders for such programs are £.9.:

Liskraiality Bittps:itaww. labguality fif

\pstapel eV hitps: e instard oy dal

Mole! QCMD sample malices of respirstony panels are incompatible with the direct sample preparation method of GepamEg,
SARS-CaV-2, Flu AJB + REV bast. SCMD EQA panels will require separate nuckic acd extractian.

103 Control sampilas

The runring of control samgles in each assay run or &t specific intervals is not required. PosiSve and negative controls can, howeser, be_
wwin anytime. Fallow the laborstony palicy regarding the recommended frequency of OO runs.

Contral samples can be identfied using +/- QC checkboses after starting an assay run. Canfrol samples can be ncluded in a caresnSanl
assay run ar mun separaiely, The use of commercially avalable reference strains for extemal OO is recommended but well chacscssrized
pusitive and negative samples ane also suitables to be wed a5 controls.

“Wisrskan 1.0 CE VD, 202011
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" PERFORMANCE CHARACTERISTICS

1A Clnlcal performance

Granadm SARE-Col'-2, Flu AB + REV Assay Kil was evaluated a2 four institlutions acrass Europe during Od/2020. Depending an the sie
shudy spedmens consisted of fresh and frazen respiratory swab samples colecied in Copan g&egaboor UTM or phosphate buffersd saline
(PES) fram patients with signs and sympbams of respratory infection. Referencs bast methods (pimary and confimalory, respeciivaly)
were; custom irchouse RT-PCR assays =, QlietabDx Respiratory SARS-Cov-2 Panel (Site 1), Seegene Mplea™ oo 2019 Assay |
$ppect Xpress SARS-Col-2 and FlwREY assays | gobgsr SARS-Cov-2 1 Abbo? Beglime SARE-Calv-2, LDT inhouse assay acoarding 1o
Corman ef al. 2019 {Site 2], Zaegene Mlpleg™ 2019-nCaV F SARS-CoV-2 { RY Essential Assay, VIASURE SARS- CoV-2/ Flu A, Fu B &
REY Real Time PCR Detection Kit perfarmed an BO MAX™ systemn (Sie 3), Npere Speess SARS-CoV-2, Qiglet Dx Respiralony SARS-
Cov-2 Panel {Zbe 4] Resulls of the cinical perfformance evaluation ame pressnbed in Tables 3=5

NOTE: Canfrmatary lesting has not yet bean performed ai Sites 2 and 3.

Tahla 3. Owvarall performance of GANQMELE. 34R3-Cov-2, Flu AT - RSV &seay Kit on prospective and retrozpective clinical

EpAt AN,
Zpeciman typg Tarne] b T TH F R PPETE HEA %
) (C1 951
SARS-Cov-2 100 87 33 o 10 .._-.+_E_‘-,-'=..|.¢_._. 100
[E5.4=100]
INILE G a8 (A} 1 oy w u p 100
) ] [96.3=100)
Frazh Infiuerea B 00 7] 00 o 7] 00
[R-LER Sl LN T )
REV 10 o 100 o o 104
[R-LER Sl LN T )
SARS-CoV-2 208 26 181 i] 1 v %ﬂ_;’ - 100
[9E.0=100]
Infiseraza A 208 [ 158 1] 3 2B 100
' {37 4-100)
Frozen Infsenza B IV i 181 o 7] L e
(96 . 0=1040])
Ly t=11 L1 =1 103 w “ ra.e=urn)
100
(57 .B=100)
TP = True Pasitive; TH = True Negative; FP 5 Falsn:rﬁh'%' i = EH g N!gul'ﬁﬁﬁﬂﬂﬁﬁ"gw ht Agresmeant; NPA = Begative
Parcent Agresment WGEH” Sample matrlx
Ct valusag) Ct valuaja)
228954 3R89 LITRA (3 el
262 28.7 UTH (3 oL}
KEFE RS 204 399 VITHA 7 el ¢

i " Falpimebatlve | 3722 | 95,49 .

[l i W TIPS 31 RIS . ELS
Z21196813 K K| - UTH (3 ol
FETIT4 i ARE.Coved | NETETE T . =
ZA0dRad SARS-Cay-2 35313645 : POE
FEAEAL i ARECaves | -/ 97 {3 ¢ 47 AR . [=T]
ZMEETS Flu & 335/345 - UTH i3 rml )
F511R3T i MRSy | SO0R) 29 % * =)
ZS11628 SARS-Cav-Z 3149/ 3168 - PES
F1RANAL BEW 4% 8 . LITEA (7 el ©
L1045 i Flu & i d34 0363 - LT (3 enl )
FINEOAT [T 96 6 ) 90 3 . §ITHA 7 el ¢
ZI0AIDE : Flu & : 349/350 - LR (3 epl)
FEHT AES-Coho 52 E2 A% 1R : EGS
[EIEREF i SARS-Calf-2 i S1.66/ 326 - PES
£5274T1 SARG-Cay-3 36103625 - PLS

AR i ARS-Cover | A% 9F; [ 349 [ LITE

* Corimmatnry besting hos il ot been perfomed
A tatal of 3048 specdmens were gpalysad af which a valid resull was abtained in 300 cases while eight spacimens resubed in PCR inhibitian. 80,

{f the inhibitory samples weane spcoasshuly resolved by re-analysis on first attermpt. For one of these samples, the result was discoepont with
the reference method [GepamBoy R3V NEG, referenca: RSV POS] Inhibiion rate was 2.6 3. Mo barderdine ar failed results weee
eacryinimred
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Table 5. GANOMES], 3AR-Cov-2, Flu AJE + RV Azeay KIf performance on differant ssmpile collection media.

coll (F-TRFE 1| I'H 1 ry rp e HP& - %
madlium (C195)
AR 44 1 & o L%}
| =L 100
&7 GE=100]
Infle nra # 45 1] 43 1] o 100
(TRt
BAwED TrALE e O FE] ] K] ] i) 00
(TRt
REV 43 o a3 il o 100
(TRt
SRR IO L oo a¢ o u 1Y) LU =LAy 1080
i [86.4=100)
Influenza & L o 86 o o 100
[ NI Pl
FB3 TnfLe s O [T ] [T ] o 100
[ Bl LV ]
E a6 o L] i} o 100
[0 Bl L
SARS-Co\-2 100 3] 177 i} 1 [ 100
e Ea
197 89=100]
Infle nra # 189 41 164 1] 4 g1.1 100
e BT
197 8=100]
UM Influenza B ES] 6 28 1] & el 100
[T
(87.1=100)
REV 189 41 154 o 4 .,.-u.%‘-':!r._p. 100
(97 8=100)

112 Analytical sanaltivity (Limit of Dataction)

Anaatytical sermitivity of the GenomEr SARS-Cal-2, Flu AB + RSV fosay Kitwas evaluated with viral genomic RNA (hmplifune pooducts of
Wigel Granada, Spain) spiked nto poaled negative clinical sampls malrices | Copan g@ygak, UTM and phosphate bulfered saline (2. PBS)
Samples used for preparing pooled matrices were ariginally collected with nasophanmpeal (MP) swabs. The limit of delection (Lol s
defined as the lowest RN& concentration per sample shich could be reproducibly distinguished from negative samales with %5 3% confidence.
Faur replicates per each diubon were goabegad to determine Lal) estimates, which were subssoguently canfirmed by besting a_total of 20
replicabes. Copan gageh is e most recommended sample colection and presenvation medum 1o be used with QapamBEg SAES-Col'-2
Flu &E + RSY Assay Kit. Table 6 represents the goglysed ooncenirations and the aoquired resuls during the delermination of Lol The
following viral straing were used in LgH studies

. SARE-CoV-23pain®D-FISABI0-Virea 0172020

. AfParthd E2000 (HIMNZ)

= AiCalifoenian 72009 (H1N1)

= BiBrisbansBOI00E [Viclons)

s REV-A (sirain ATCC VR-26)

s REV-E {strain 9320)
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Tabke &. Determination of LoD for differsnt sampls matrices for GenomEra SARS-Cov-2, Flu AT - RSV Assay Kit

Target analyfs coplasimL I Ragult
original spacimen {piplics e prpsilive]
RCRTY :

SLEE ZERT 5 15730
cfveren WG| m7aa i 10 )
el arcn b LRI FEFTT e P

Lrf grnry F i [FIF] i LTl 15730
RS i [FETE] i A A
ESY.A i [FETE] i Ay A

LITRA

SLEE ZERT i 5 i 1520
cfveren b WG| m7aa i 10 )
el arcn b LRI FEFTT e 1pmn

Irifisenea B i 17143 i 30 2090
BELLG [FITE] &Y 1550
BEilE EE K L ' wl e it |

BB

SLEE ZERT - 5 - A
cfverea WG | m7aa - 10 )
ol sren b JHARMY B 14475 B o0 1570

Lo gz Bl i [T - Tl 1550
BELLG - [FITE] - &Y 15730
REEUR i 114756 i ) A

1.3 Analytical reactvity (Inclueivity)

i SINCD strain coverage analysis of the oligonudeotide sequences far SARS-Col-2 [k 2697 048) was perormed against all aeaibable
serenees of the camesponding targe! organems in the GanBank Nucleatide Database as of November 26, 303, In case of SARS- Cov'-
2, results shawed that none af the anrget sequences contained mare than a single mismatch with a single primer ar prabe, Ce the vast
majority of tarpet sequences wera 100 3% homolagical with all the primens and prabes. Mone of the mismatches are predicted o hoes o
negative impact on the assay performance

In addition, the following SARS-CaV=2 strans were ested 1 Wi and detecied camectly

+ SARS-CoV-2mumanihUSAIC 02020
* SMRE-Cov-2 Wuhan-Hu-1/2012

Comprehensive strain coverage Tor influenza &, influenza B and RSV was confirmed by i1 5000 analysis. In addition (o the siraing used oo
Lab studies, the folowing influenza and REV straing wena bested 7 @80 for strain coverage and detacted cormactly:

AdSingapareGl0d (H1N1)

AN IR0E (H1M1)

APRIEN (HANT)
AThiringen/S201 7 (HIN2)
AlHang Kongd&01/14 [HEM2)
ABrishiane T (HIMNZ)

Alfiat Mamd1 194/2004 » Puerto Rica/B/1834 [HEN1)
AR 15

ADEIEITTIA019

ASDEIE202 0

B/ Flonda02i06 {Victariadireage|
B/l ysiad2B08/2004 (Vicloria)
B/Flonda02iE {Yamagata)
BDE 2016

B/DEIEST201 B

B/DEIESEH 3

REVA Lang strain

RE3via H2015 |solale 43

REVE 32015 |solale 42

FF & 4 B W

*

F F B & 4 B & K B B & &
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114 Analytical spacificity (Excluzivity)

A T SNCD cross-reactivity anabysis was canducied by soreening all Gapamks SARS-CaV-Z, Flu AR + REV primer and probe sequences
individually agains: the sequences of the organisms listed in Table 2 of WHO document Instructions for Submission Reguirements: In vitro
diagnostics (WDs) Detecting SARS-Cov-2 Muclsc Acid=. Al ooss-reactivity hits resulting in potential amplificasion wene i

assessnd Hits io HLGY-5ARS and bal coronaving ssquenpes sane amitied as there ame numerous bits with = B0% homalogy. S, theee
as seweral mismatchas within primar and probe sequences which should hamper the amplification of thess aff-targed viruses complateky
Croes-reactivity hits ta ather remaining organismes are listed in Table 7. The hits weee considered amplifiable if primens cross-reacting with
aparsite non-targel strands, or at least ane pimer and a probe cross-neacting with the same non-targed strand, anneal within 1000 bases
fram sach odher on the non-target sequence. 17 SWEO resulls sugpest that no such cases axist that more than a single primer or poobe sould
cross-react with a same non-argel sequence. In conclusion, § SWG0 cross-reactivity analysis indicates that there & a limited oumber  of
aligonucieatide Hi% 1o non-larget saquences with = 5% homalogy, and al of those are non-amplifiabla.

Table 7. Summary of in siiico croes-reactivity analysls results for the ollgonuclectides used In GapomErs 4R 5-Cov-2, Flu A/ +
R Assay KIE. Mobe that anky the hits with = 80% homalogy are presented. See the complebe list of pathogens from YWHO

ol e
Organiam GenBank faxid Oligonuciaatideis) Homology %
[MCEI Mucleatide BLAST)
Eaclius snihracls 1302 BBE-FWD BS
Canaida sMicaRs S4TH Elgy-REV BS5=100
Laghonelz chend FR0ES {445) Elud-FWND B2
PEaudomonas BErughnosa E=H Elfy-FWD B2=04
SHEni0conCiS DISUmanes 1313 Eluf-REV B5=40

In addifan, analylical specificty of GapanEs SARS-Cov-2, Flu AB + REV MAssay Kit was evalusted at the evaluation Sibe 1 by lessng
winnses which may be cammonly enoounbened in respiratary specimens. Referenos method threshald cycle (C) value mnge is presenied fre
agch patbogen [multiphs samples goalemd). Mone of the lested virpsess caused cross-reactivity (Table 7)

Table 8. Potantially cross-reacting microorganiems teeted with the SAR 3-CoV-2, Flu &/B + RSV Assay KIE.
Organiem Referance method CE values J concen n . Result (for all larget anakyies)
Caranavirus Z20E H.B4=37 88 . Megheg/Napidag
Coranavirus HEUT 17.58-22.76 Meg/MNegihepNag
Caranavirus NLED M) E3=23 38 Meg/heg/NapNag
Coronavirus OC43 30.19-26.85 Meg/MeghepNag
SARE-Co (RN 100 and 10 copiesiml MagiMagihanNag
MERS-eyf (RMA] 25 BB coplesiml MeghegNepNag
Rhirsrvinis 19.71=21.19 Megheg/NapMag
Aderioving 2.02=2218 Mag/hegNapNag
Enterowirus DAE (R 7.1 = 10 copiesimL heghegNaptag

7 palad al evaluation Bl 1 during serfomance evaluations of GEpGHER) SARE-Coh-2 Assay 1 which ullzes ihe same: BFE, o gormadpaides for BARS-Cov-2

dinkerinn

“ B, sampie o [pelaggl Coronasins pand Juns'luly 020, goalysRd n-house

RN from yeged (Granada. Spaind, ok, n-holss

11.5 Interfering substances

Potentially interferng substances which may be pressnt in respirstory sample matices wene tested diring the analytical shides of
GenpmEra SARS-Col-2 and GapnmE Flu AR + REV Assay Kits. Reagent compasition af these aesay kits am identical when compenad i
GenpmER SARS-Cov-2, Flu AR + REV Assay Kit exoept for the oligonuclecide compasition. Thus, it is expecied that the polentisl
inerfrranee af fhe lested substanoes will be similar. Mobe howeser, that clinical samples ane heterogensous and combined effects o indiddus
dlinical samples and potentialy interfering substances can be unpredictable

Potentially interfering substances wens added into negative and spiked low positive (2 « Lol sample matrcss and tested a5 oponemal somples
Mone af the enda- ar exogeneous substances had negative eflects an e ampification of the target analyle nor the sample prcescng
canfral. However, muwdn may bave negative effects an assay performance if its concenfratian in the samak is greater than 35 % fwiv].
Comenen abaratery disinfectarts were also screensd for inhibitory eflects lsaprogyl alcobol was the only substance which bad &

discernible imerfering efect by indudng & faled resul due to sbromally low signal levels. All she substances and their tested
canceniralions are presenied in Table 9,
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Table 3. Potentially Intarfering substances tasted with the GapomErs 4R 5-Cov-2 Aszay Kit

Endegangous substances substance commerctal frads name | Active Ingrediant Teatad concentration in

franeportmediam——
Aldrich Cad. Mo M17?3 Purified mucin protein 1.5=2.5 % [wiv)

= deiep, P ! I Si...-"-\._ o B
| B Fiarnan) W‘ = Bleod (human) FET ]

Exopensous substances

Masal corticostenid Barmnass 50 upidose Bedomethasons 5 % (i)

Masal corticostensid Elispoass 50 pgidose Fluticasone 5 % {wiv)

Throat lazrenge, oral snesthetic and

anakgesic Babucin, Benzacane 5 mgimlL

funti-viral drug Tamifiu Osaltamivir 7.5 mgimL

dAnlibiotic, nasal aintment Bactroban nasal 2 % Mugirzcin 10 mg'miL

Bata-adrenergic bronchadilator Senielioe, Dk Salbutamal 10 mgimil

Mamal adrenengic recephor aganist Wicks Sines Oxyrmetazoline 5 % (i)
. Laboratory disinfectants . .

Ethanal Elag A2 Ethanal FEITR

Hypachlorite [T Sodium hypochiaonte 0.01 %% [wte)

Mvseptic disinfectant Meo-ArEeRs Isaprapyl akoahol 1.5 % (wh)

1E Reproducibliity

Repraduciilty of the FapomEn SARS-CaV-2, Flu AR + REY Assay Wit was evaluated at three sites, one being an in-house sie. lds ol
sample panels consisting of a low positive cinical sample per each target anak®e, and ane negative cinical sample were ested at all three

sites aver & days. Positive samples wene prepaned by diluting inacivated B4 Ticpl SARS-CoV-2 (Zapiomati WSA) shock into Copan sSasb,
Megative sample wias g3aah, Samples included in the reproducibility study and the results of the study ame presented in Table 10

Talka 10. Sampdes and resulis of the reproducibiity sfudy.

St 1 5lfa 2 In-houwsza

Samples # of correct results | # of correct resultes | # of correct results Toital

per replicates per replicates per replicates
SARE-Cov-2 Low pasitive (2 x Lol &5 &5 &5 18186
Flu A Low positive (2 1 Lgh) &5 &5 &5 18156
Flu B Low positive [2 1 gl &5 &5 &5 1815
RS Low positive {2 « Lghl) [ &5 )] 1815
Mapative sample 8BS 5i5 5i5 1515

(5PC pasitive] (SPC positive) (SPC positive) (SPC positive)

nr sampla etabillty

Sample stabiities were studisd during the pedarmance evaluations of GroomEs SARS-CoV-2 and GapomBs, Flu AR + REV Assay Kits
Same sample matrices and sam ples types ane akso used with GeppmBr SARE-Col-2, Flu AB + REV Assay Kit and thus sample siabiities
arm ppected o be the same. For safety, only shorest stabilities are daimed.
All original untreated samples should be stored redfrigerated (#2 °C 1o +8 “C) and tested within 48 h aher collection. 1 is expected the haat-
treated samples with free RRA in solution are not stable. Thus, storage of heat-reated samples is not recommeanded.

Wersion 1.0CE WD, 3080-11
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12 LIMITATIONZ OF THE TEET

121 Inhibltore in clinical samples

The Grosnka SARE-Cav-2, Flu AG + REY assay has besn developed for the detection of viral RMA from respiratory swab specimens.
The amaunt af inhikiton: in clinical samgles can be highly variables. 12 is important that only the instructed samiple walume = used for sample
peeparation. When the sample prepara$on is pedormed sccording to the instructions, PCR inhibition is rarely encountered. Hawever, £ PR
inhibition or assay failure s delected, folow the nstructions given in section 9.3,

122 Compatitive Imbarferance

In coeinfactions with faa ar mone tanget aralyles and when one af the target analytes is sxpaectsd (o be pressant at & bigh beeed, the detecfion of
anathar target present & low levels could be impared. Accarding to compatitive interference studies performed with the GeoomEo SARS.
CoV-2, Flu &S + RSV Assay Kil, there is @ risk of a false negative resull for the tanget analyle present inkow kvels in such cases.

123 Ofher limitations

It should be noted that the evolution and mutations of vkl species is extremely rapid and aberant sequence vadants resulting in unspesfe
ar hampered rucleic acd amplfication may cause decrease 0 aEsay pedormance.

Eron in folowing the assay procedure may lead to false negative results.

Impraper collection, storage ar ransport af specimens or assay kits many bead o fakse negative ar posithee resuls.

Megative results do nat precude the peasibility of indection and shauld not be used 5% only baeis far treatment or other patien! mansaeement
decisicns, Improper callection, starags or ranspant of spedmens or assay kits mary lead ta false negative or positive resulis.

M compatent health care prafessional should inferpred assay msulbs n conjunction with the pasent's medical history, clinical signs and
symnpinme, and the results of ather diagnostic tests.

Wiral RMNA, of the snalyte may persist in samgles indepandent of the viabilty of the virus. Detection of viral RRA af the analyte in samples
drwss fat imiply that the cormespanding vins is infectious or that they are the cause of dinical symploms.

There i a risk of false negaties values dus o the pressnos of sequence variants in the virl target of the assay, procedursl oo
amplifisation inhigitoes inospecdmens, or irsceguate numbens of organiem for amplification

Positive resulks should be interpreted in conjunction with ofer laboratory findings and dinical sigrs or symploms. Positive results do ROT
ik out ather nan-tanget analyle causes of indection. Megative resubs da mat exclude other types of viral ar bacterial irfection. Co-plerfinns
with multiple viral, bacterial, or ather agents are also possibile.

False negative results may accur if a spacimen is improperty collseied Sanspaded, or handed. Falss negalive results may occur &
inadsrpste pumbens af wirus ane present in the specimen.

The Ra'Ct {amplfication ratio  threshald cycle) combination is a simple parameferzation af an smpification curea. Whils the curve el can
be used o estimate the efficiency [Ra) and tme of onset (Cty of the amplfication, thase variables may nat be of dirical significance in
practice and comgarison between amplfication curves of different methods i= difficult

13 INSTRUCTION & FOR DI PO BAL
Dispase of irfectiows waste in acoordance with the lsboratary regulations. Do nat open, pieroe ar grind used Tes: Chips.
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lvD In witro disgnostic medical device

This Product incomporates technologies (Dyes, Quenchars, MGB| sublicenssd by Kansks Egpgeniec 5 4. exclusively Tor diagnestic
purpases, Furiher information on purchasing licenses may be obtained by contacting icensing@eurogentec.cam.
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