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SARS-CoV-2 on uusi koronavirus, joka on aiheuttanut maailmanlaajuisen pande-
mian lahdettyaan leviamaan Wuhanin kaupungista Kiinasta loppuvuonna 2019.
Virus on laheista sukua epidemioita 2000-luvulla aiheuttaneille SARS- ja MERS-
koronavirukselle. Sen aiheuttamaa hengitystiesairautta kutsutaan nimella CO-
VID-19. Pandemian torjunnassa ja hallinnassa keskeista on nopeiden ja luotetta-
vien diagnostisten menetelmien kayttaminen. gRT-PCR-menetelmat ovat valikoi-
tuneet kaytetyimmaksi menetelmaksi naiden kriteerien saavuttamiseksi COVID-
19-taudin diagnostiikassa.

Opinnaytetyon tarkoitus oli esitella kootusti COVID-19-taudin qRT-PCR-diagnos-
tiikkaa, epidemiologiaa ja SARS-CoV-2-viruksen rakennetta seka tehda kirjalli-
suuskatsaus viruksen osoittamiseen tarkoitettujen qRT-PCR-menetelmien omi-
naisuuksien vertailemiseksi. Tyon tavoitteena oli vertailla menetelmien eroja Kir-
jallisuuskatsauksen ja meta-analyysin avulla. Opinnaytetyon aihe saatiin Fimlab
Laboratoriot Oy:n mikrobiologian laboratoriosta.

Kirjallisuuskatsauksen tulokset osoittivat, ettda qRT-PCR-menetelmat ovat herk-
kia ja tarkkoja SARS-CoV-2-viruksen osoittamiseksi, mutta naytemateriaalilla ja
naytteen kasittelylla on vaikutusta menetelman herkkyyteen etenkin vahan virus-
materiaalia sisaltavien naytteiden kohdalla. Diagnostisten menetelmien vertailua
toisiinsa vaikeuttaa kultaisen standardin menetelman puuttuminen, minka vuoksi
on suotavaa kayttaa erilaisia laskennallisia yhdistelmastandardeja. Haasteita me-
netelmien vertailemiseen luovat lisaksi analyyseissa kaytettavien naytemateriaa-
lien ja tyGtapojen eroavaisuudet. Edella mainituista seikoista huolimatta tydmme
tukee kasitysta siita, ettd qRT-PCR-menetelmat ovat luotettavia COVID-19-tau-
din diagnostiikassa.
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SARS-CoV-2 is a novel coronavirus which has caused a worldwide pandemic
after it started to spread from the city of Wuhan in China, late 2019. The virus is
closely related to the SARS- and MERS-coronaviruses which have caused epi-
demics in the 2000’s. It causes a respiratory illness called COVID-19. Having fast
and reliable diagnostic assays available is crucial in preventing and containing a
pandemic. To answer these goals qRT-PCR-assays have been selected as the
primary method for diagnosing COVID-19.

The purpose of this study is to present an overview on epidemiology and structure
of SARS-CoV-2, and to perform a systematic review and meta-analysis of qRT-
PCR assays used in the diagnostics of COVID-19. The aim of the study is to
compare the analytical differences in these assays.

The results of our systematic review show that qRT-PCR assays have high sen-
sitivity and specificity in detecting SARS-CoV-2. We also found that the sample
material and its handling affect the sensitivity of the assay, especially when ana-
lysing low viral load samples. The lack of a gold standard makes it difficult to
compare different assays with each other, therefore it is recommended to use a
computational composite standard as a reference method. In addition, the differ-
ences in the used sample materials and working methods create challenges in
comparing the performance of different assays. Despite the aforementioned ob-
servations our study corroborates the notion that gRT-PCR assays are a highly
dependable method in the diagnosis of COVID-19.

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, diagnostics, qRT-PCR assay
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1 JOHDANTO

Vuonna 2019 puhjenneen COVID-19-pandemian taustalla on ennestaan tunte-
maton koronavirus, jolle annettiin nimi SARS-CoV-2 (severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2). Pandemian laajetessa diagnostisille ratkaisuille on kas-
vava kysynta, johon useat toimijat pyrkivat vastaamaan. Taudin diagnosoinnissa
on kaytetty olemassa olevia, nukleiinihappojen osoitukseen perustuvia PCR-rat-
kaisuja ja apuna on ollut aikaisemmat muista koronaviruksista tehdyt tutkimukset.
Virusgenomin sekvenssien tultua julki alkoivat useat eri tutkimuslaitokset kehitta-
maan viruksen tunnistamiseksi alukkeita ja koettimia (naista kaytamme yhteisni-
mitysta "diagnostinen menetelma" tai pelkka "menetelma"). Maailman terveysjar-
jestd WHO on julkaissut verkkosivuillaan 7 eri molekyylidiagnostista menetelmaa,
jotka ovat yleisesti kaytdssa viruksen diagnostiikassa eri puolilla maailmaa. (Cor-

man ym. 2020.)

Nykyaikainen virusdiagnostiikka perustuu viruksen genomin tai sen osien tunnis-
tamiseen hengitysteistd otetusta naytteestd monistamalla sitd PCR-menetel-
malla ja tunnistamalla monistetut juosteet fluorometrisesti. Koronavirus on RNA-
virus, jonka diagnostiikassa kaytetaan tyypillisesti reaaliaikaista kaanteistran-
skriptiopolymeraasiketjureaktiota (QRT-PCR). Diagnostiikka on pitkalle automati-
soitua: esimerkiksi viruksen eristaminen ja qRT-PCR tapahtuu yleensa automa-

tisoidusti. (Corman ym. 2020.)

Opinnaytety0ossa avaamme aluksi SARS-CoV-2-viruksen epidemiologiaa, takso-
nomiaa ja rakennetta seka COVID-19-taudin diagnostiikkaa. Kasittelemme muun
muassa naytteenottoa, naytemateriaaleja, PCR-analytiikkaa seka taudin diag-
nostiikan virhelahteita ja terminologiaa. Tydomme tarkoitus on toteuttaa kirjalli-
suuskatsaus ja meta-analyysi COVID-19-taudin diagnostisten menetelmien omi-
naisuuksista ja tavoitteena tehda vertailu eri menetelmien diagnostisten ominai-

suuksien eroista, keskittyen menetelmien tarkkuuksiin ja herkkyyksiin.



2 SARS-CoV-2-VIRUS

21 Epidemiologia

COVID-19-taudin levidaminen alkoi joulukuussa 2019 Kiinassa Wuhanin kaupun-
gissa, todennakdisesti viruksen siirryttya inmisiin villieldintuotteita myyvalla torilla.
Tautiin varhain sairastuneiden ihmisten naytteista I0ydettiin koronaviruksia tutki-
vassa Wuhanin virologisessa instituutissa koronavirusta, jonka todettiin uuden
sukupolven sekvensointimenetelmaa ja PCR:a kayttamalla omaavan 79,6 % ge-
neettisen yhtenevyyden vuosina 2002-2004 epidemioita aiheuttaneen SARS-
CoV:n kanssa. Loytyneen uuden koronaviruksen ja SARS-CoV:n kahdentumista
koodaavien periman alueiden, replikaatiodomeenien, samankaltaisuuksien
vuoksi virusten arvioitiin kuuluvan samaan sukuun. Suurin periman samankaltai-
suus havaittiin hevosenkenkalepakosta I6ydetyn koronaviruslajin kanssa, jonka
perusteella viruksen arvioitiin olevan peraisin lepakoista. (Zhou ym. 2020.) Maa-
liskuun 2020 alkuun mennessa tauti oli levinnyt 114 maahan ja Maailman ter-
veysjarjestd WHO julisti COVID-19-taudin olevan pandemia (World Health Or-
ganization 2020).

Marraskuun 2021 alkuun mennessa maailmanlaajuisesti on ilmoitettu lahes 250
miljoonaa laboratoriovarmennettua SARS-CoV-2-tartuntaa ja COVID-19-tautiin
on kuollut yli viisi miljoonaa ihmista (World Health Organization 2021). Tauti voi
aiheuttaa laajan kirjon erilaisia oireita, joista yleisimpia ovat kuume, yska, hen-
genahdistus ja vasymys. Muita yleisia oireita ovat paakipu, haju- ja makuaistin
heikkeneminen, tukkoisuus, lihassaryt, vuotava nena ja kurkkukipu. (European
Centre for Disease Prevention and Control 2021a.) Myds oksentelun, ripulin ja
vatsakipujen kaltaisia ruoansulatuselimiston oireita voi esiintyd. Vakavammissa
tapauksissa potilaalle voi kehittya keuhkokuume tai akuutti hengitysvajausoireyh-

tyma, mista voi seurata monielinvaurio ja jopa kuolema. (Ciotti ym. 2020, 216.)

SARS-CoV-2-virus levidaa ihmisesta toiseen paaasiallisesti iimateitse pisara- tai
aerosolitartuntana seka kosketustartuntana. Etaisyys viruksen kantajaan ja ta-
man laheisyydessa vietetty aika ovat tarkeita tekijoita tartunnan todennakdisyy-

delle. Muihin ihmisiin etaisyyden pitamisen lisaksi viruksen leviamista voidaan
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ehkaista hyvalla kasihygienialla ja kayttamalla hengityssuojaimia. Tartunnan ta-
pahtuessa viruksen piikkiproteiini sitoutuu isantasolun ACEZ2-pintareseptoriin
(angiotensiinikonvertaasi-entsyymi 2), mika johtaa viruksen kulkeutumiseen isan-
tasolun sisaan. Tartunnan alkuvaiheissa virus lisaantyy etenkin ylahengitysteissa
suu- ja nenanielussa ja taudin edetessa virusta alkaa esiintya myos alahengitys-
teissa. (Meyerowitz, Richterman, Gandhi & Sax 2020.)

Taudin itamisajan arvioidaan olevan keskimaarin 5—-6 vuorokautta, mutta se voi
vaihdella kahden ja neljantoista paivan valilla. Viruksen erittyessa se voidaan ha-
vaita RT-PCR-testeilla, mutta erittyminen ei tarkoita, etta potilas olisi tartuttava,
silla erittymista tapahtuu myos taudin oireettomassa muodossa tai ennen oirei-
den ilmaantumista. Toisaalta RT-PCR-testien on todettu tuottavan positiivisia tu-
loksia potilailta, joiden diagnoosin saamisesta on kulunut jopa kuukausia. Virus-
kuorma on korkeimmillaan joitain paivia ennen oireiden ilmaantumista, ja se on
erityisen korkea vakavaa tautimuotoa sairastavilla ja ikdantyneillda. (European

Centre for Disease Prevention and Control 2021b.)

2.2 Taksonomia

Kansainvalisen virusluokituskomitean ICTV:n (International Committee on Ta-
xonomy of Viruses) koronaviruksia tutkiva tydryhma on tehnyt linjauksen SARS-
CoV-2-viruksen tieteellisesta luokittelusta ja nimeamisesta. Nykyaikainen virus-
ten luokittelu tapahtuu sekvensoimalla viruksen periman osa, joka on kykeneva
monistumaan itsenaisesti isantasolussa. Nimeaminen perustuu tyypillisesti viruk-
sen aiheuttamaan tautiin, sen vaikutuskohtaan elimistdssa, isantalajiin tai maan-
tieteelliseen esiintyvyyteen. SARS-CoV-2 kuuluu Nidovirales-lahkoon, koronavi-
rusten heimoon ja beetakoronavirusten sukuun, ja se on 39. luokiteltu koronavi-
ruslaji. (Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy
of Viruses 2020.)

SARS-CoV-2 on seitsemas ihmisia tartuttava koronavirus. Alfakoronavirukset
HCoV-229E ja HCoV-NL63 seka beetakoronavirukset HCoV-OC43 ja HCoV-

HKU1 ovat yleisia ihmisten koronaviruksia ja aiheuttavat lievaoireisia tauteja.
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Beetakoronavirukset SARS-CoV ja MERS-CoV ovat aiheuttaneet tauteja, joihin

on liittynyt suhteellisen korkea kuolleisuus. (Chen ym. 2020.)

SARS-CoV levisi 29 maahan vuosina 2002-2003 ja sen aiheuttamia kuolemia
raportoitiin 774. Valtaosa tautitapauksista oli Etela-Kiinasta, lisaksi tauti levisi
Hong Kongissa, Singaporessa, Vietnamissa, Taiwanissa ja Kanadassa, muissa
maissa esiintyi lahinna yksittaisia tautitapauksia. (Hui, Chan, Wu & Ng 2004.)
MERS-CoV lahti leviamaan Saudi-Arabiasta vuonna 2012 ja on aiheuttanut 10y-
tymisensa jalkeen paikallisia epidemioita viidella mantereella 27 maassa. Se on
aiheuttanut 845 kuolemaa noin 35 % kuolleisuudella. MERS-CoV on levinnyt
paaosin Lahi-Idan alueella, 84 % tautitapauksista on raportoitu Saudi-Arabiasta.
Korean tasavallassa on raportoitu Iahes 200 tapausta, Lahi-ldan ulkopuolella tau-
tia on esiintynyt vain yksittaisia tapauksia. (World Health Organization 2019.)

Epidemiologisen tutkimuksen tueksi on olemassa avoimia tietokantoja, joihin tut-
kijat eri puolilta maailmaa voivat tallentaa tutkimustuloksiaan toisten tutkijoiden
kaytettavaksi. Esimerkiksi virusten kehittymisen ja leviamisen tutkimisen tueksi
perustettu GISAID-tietokanta (Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data)
kokoaa sekvensoituja genomeja seka kliinista, epidemiologista ja maantieteel-
listd tutkimustietoa mm. SARS-CoV-2-viruksesta. GISAID-tietokantaa yllapitaa
Saksan liittovaltion ymparisto- ja ruokaministerio ja sen hallinnoinnista vastaa
monikansallinen tieteentekijoiden yhteisé. Datan perusteella voidaan tuottaa ti-
lastoja ja visuaalisia esityksia viruksen evoluution ja leviamisen havainnollista-
miseksi. Tallaisista palveluista mainittakoon esimerkkeina yhdysvaltalaisen Fred
Hutchinson -syopatutkimuskeskuksen ja Baselin yliopiston tutkijoiden yhteis-
tydssa toteuttama Nextstrain-projekti sekd muun muassa Edinburghin, Oxfordin,
ja Cambridgen tutkijoiden yhteistydssa luoma pangolin-tydkalu. GISAID-tietokan-
taan on 8.11.2021 mennessa tallennettu 1ahes viisi miljoonaa SARS-CoV-2-vi-
ruksen perimaa. (GISAID 2021; Nextstrain 2021; O'Toole ym. 2021.)

2.3 Rakenne

SARS-CoV-2 on ei-segmentoitu yksijuosteinen positiivissaikeinen RNA-virus.

Sen rakenne on esitetty kuviossa 1. Silla on juosteen 5’-paassa nukleotidisuojus



10

ja 3’-paassa metyloitunut hantaosa. Sen ulkohalkaisija on 80—160 nm ja genomin
pituus on noin 30 000 nukleotidia. Kaksi virionin paakomponenttia, genominen
RNA ja sita ymparoiva proteiinikuori (kapsidi) muodostavat nukleokapsidin, jota
ymparoi viruksen uloin kerros, proteiinirakenteita sisaltava kaksoiskerroksinen
fosfolipidikalvo eli vaippa. Perima koodaa neljaa rakenteellista proteiinia: piikki-
(S, spike), kalvo- (M, membrane), vaippa- (E, envelope) ja kapsidiproteiini (N,

nucleocapsid). (Hosseini ym. 2020.)

— Piikkiproteiini (S)

— Kalvoproteiini (M)

- _——— Genominen RNA

Kapsidiproteiini (N)

& — — Vaippaproteiini (E)

—— Lipidivaippa

KUVIO 1. SARS-CoV-2-viruksen rakenne (Jalandra ym. 2020, muokattu)

Piikkiproteiini on suurikokoinen, trimeerimainen glykoproteiini, joka rakentuu kah-
desta toiminnallisesta osasta. S1-alayksikko on paljaana virionin pinnalla ja sisal-
taa reseptoria sitovan domeenin, minka sitoutuminen isantasolun pintareseptoriin
mahdollistaa viruksen kulkeutumisen isantasolun sisaan. S2-domeeni sisaltaa vi-
ruksen ja isantasolun kalvojen yhdistymisen mahdollistavan fuusiopeptidiosan.
Piikkiproteiini kykenee sitoutumaan isantasolun solukalvon pinnan angiotensii-
nikonvertaasi 2 -entsyymin kanssa, mika johtaa virionin ja solun kalvojen fuusioi-

tumiseen ja viruksen kulkeutumiseen isantasolun sisaan. (V’kovski ym. 2020.)

E- ja M-proteiinit ovat piikkiproteiinia pienempia, vaipan lapaisevia rakennekom-
ponentteja. E-proteiini on koronaviruksen pienikokoisin rakenneproteiini, kool-
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taan 76—109 aminohapon pituinen. Se koostuu lyhyesta, hydrofiilisesta 7-12 ami-
nohapon muodostamasta N-paasta (aminopaa), 25 aminohapon muodostamasta
hydrofobisesta transmembraanidomeenista ja pitkasta hydrofiilisesta C-kar-
boksyyliterminuksesta, joka muodostaa suurimman osan E-proteiinista. Keskei-
sin viruksen muotoa maarittava komponentti on M-proteiini. Se koostuu kar-
boksyyliterminaalista, kolmesta hydrofobisesta transmembraanidomeenista ja ly-
hyesta, virionin ulkopinnalle ulottuvasta aminohappoterminuksesta. (Hosseini
ym. 2020; Aldaais ym. 2021.)

Koronaviruksen N-proteiinin paaasiallinen tehtava on viruksen perimaaineksen
pakkaaminen pitkaksi ribonukleoproteiinikompleksiksi. Lisaksi se suojaa geno-
mia, tukee virionin rakennetta kiinnittymalla muihin rakenneproteiineihin ja osal-
listuu viruksen replikaatioprosessiin. N-proteiini rakentuu kahdesta RNA:han kiin-
nittyvasta domeenista ja niita erottavasta toiminnallisesta osasta, joka muun mu-
assa saatelee RNA:han sitoutumista ja osallistuu solusignalointiin. (McBride, Van
Zyl & Fielding 2014.)

2.4 Genomi

SARS-CoV-2-viruksen genomi koostuu yhdesta noin 30 kiloemaksen (kb) pitui-

sesta RNA-juosteesta (kuvio 2).

266 ORF1a 13,468 ORF1b 21,563 29674 .

iRibosomaalinen
:lukukehys :
(19,621-20,658);
(16,237-18,043)  Endoribo-  :
Helikaasi nukleaasi i

(28,274-29,533)
3CL-proteaasi :

(10,055-10,977)

(4,955-5,900) (26,523-27,191)

i (2624526,472)

RNA-replikaasi,
RdRP

i
(13,442-16,236) _ il =
|

EM N
Piikki (S)
(21,563-25,384)

KUVIO 2. SARS-CoV-2-viruksen genomin rakenne (Xiu ym. 2020, muokattu)
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RNA:n §’-paassa on kaksi avointa lukukehysta, ORF1a ja ORF1Db, jotka kasittavat
noin kaksi kolmannesta koko genomista. ORF1a ja ORF1b koodaavat 16 ei-ra-
kenteellista proteiinia, muun muassa replikaatioon tarvittavia proteiineja. 3'-
paassa on lyhyempia lukukehyksia, joissa sijaitsee rakenneproteiineja koodaavat
periman osat. (Chen ym. 2020.) Genomin rakenne on jarjestyksessa: 5’ — ei-koo-
daava alue (UTR) — pitka avoin lukukehys (replikaatiokompleksi ORF1ab) — ra-
kenneproteiinia S koodaava alue — ei-rakenteellista proteiinia ORF3a koodaava
alue — rakenneproteiinia E koodaava alue — rakenneproteiinia M koodaava alue
— ei-rakenteellisia proteiineja ORF6, ORF7a, ORF7b ja ORF8 koodaava alue —
rakenneproteiinia N koodaava alue — ei-rakenteellista proteiinia ORF10 koo-

daava alue — ei-koodaava alue (UTR) — 3’ (Hosseini ym. 2020).
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3 COVID-19-TAUDIN qRT-PCR-DIAGNOSTIIKKA

3.1 Preanalytiikka

COVID-19-taudin mikrobiologisten tutkimusten ensisijaiseksi naytteeksi suositel-
laan nenanielusta otettavaa tikkunaytetta. Jos se ei esimerkiksi verenvuototaipu-
muksen vuoksi tai muusta syysta ole mahdollista, voidaan ottaa my0os nielunayte.
Nenanielunaytteeksi pyritdan saamaan epiteelisolukkoa, hankaamalla naytteen-
ottotikkua nenanielun takaosan limakalvoilla. (Savolainen-Kopra & Melin 2020.)
Nayte kuljetetaan tutkivaan laboratorioon kuljetusnestetts, kuten Copan UTM®,
sisaltavassa putkessa, joka pakataan salpapussiin tai imutyynyn kanssa kierre-
korkilliseen kuljetuskoteloon. Kuljetus suositellaan tehtavan kylmakuljetuksena.
(Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2021.) Laboratoriopalveluita tuottava Fimlab
Laboratoriot Oy ohjeistaa ottamaan naytteen nenasta tai viimesijaisesti nielusta,

mikali nenanielunaytteenotto ei ole mahdollista (Fimlab Laboratoriot Oy 2021).

Eri diagnostiikkapalveluja tarjoavien laboratorioalan yritysten ja sairaanhoitopii-
rien antamat naytteenotto-ohjeet nenanielunaytteen ottamiseksi poikkeavat hie-
man toisistaan. [ta-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyma ohjeis-
taa aluksi mittaamaan potilaan sierain-korvanipukka-etaisyyden, ja nayte pyri-
taan ottamaan mitan mukaiselta syvyydelta. Aikuisilla tama mitta on yleensa noin
12—15 cm, mutta aina yli 10 cm. Nayte otetaan hankaamalla nylonnukkatikulla
nenanielun limakalvoa kiertoliikkeella, jotta tikkuun tarttuisi limakalvon soluja.
Tikku katkaistaan virusnaytteiden kuljetukseen tarkoitettuun Copan UTM-RT-put-
keen tai keittosuolaa sisaltavaan kierrekorkilliseen putkeen. (Itd-Suomen labora-
toriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyma 2020.) Fimlab Laboratoriot Oy:n ohjeen
mukaan nenanielunayte otetaan aikuisilla noin 10—12 cm syvyydesta taipuisa- tai
jaykkavartisella nukkatikulla, jonka harjaosaa pyoritetdan Vacuette 2 ml Virus sta-
bilizaton -putken sisareunoihin nestepinnan alapuolella, jonka jalkeen tikku pois-
tetaan putkesta. Naytemateriaalina voi olla myds esimerkiksi imulimanayte, ys-

kos- tai bronkoalveolaarinen huuhtelunayte. (Fimlab Laboratoriot oy 2021.)
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Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen ohjeistuksen mukaan COVID-19-taudin nayt-
teenotossa tulee suojautua tavanomaisten varotoimien mukaisesti. Tama tarkoit-
taa suojautumista eriteroiskeilta: suojakasineiden, suojatakin tai hihallisen suoja-
esiliinan, kirurgisen suu-nenasuojuksen seka suojalasien tai visiirimaskin kaytta-
mista. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2020; Terveyden ja hyvinvoinnin laitos
2021.)

3.2 PCR-analytiikka

Polymeraasiketjureaktio (PCR) on yksi molekyylibiologian perusmenetelmista.
Se on in vitro -menetelma, joka perustuu pienen maaran etsittavaa DNA:ta mo-
nistamiseen tuhat- tai miljoonakertaiseksi. Monistusprosessissa naytetta inkuboi-
daan monia kertoja perakkain kolmessa eri lampdtilassa: denaturointivaiheessa
kaksijuosteinen DNA avautuu yksijuosteiseksi lampdtilan ollessa korkea, alukkei-
den litymisvaiheessa lampdtilaa lasketaan ja komplementaariset sekvenssit si-
toutuvat toisiinsa — tata vaihetta kaytetaan alukkeiden kiinnittdmiseen kohdesek-
vensseihin — ja ekstensiovaiheessa lampdtilaa nostetaan, jolloin polymeraasi-
entsyymi kykenee syntetisoimaan alukkeiden valille DNA-juosteen. (Walker &
Rapley 2008, 29; Life Technologies 2012, 3—4.) PCR-sykli on esitelty kuviossa 3.

Denaturointi

]

LI

1

=

Kaksijuosteisesta yksijuosteiseksi

% | Annealing-vaihe
1 PCR-sykli T
——

——
— —

X r
[Polymeraasientsyymi pidentas sekvensseji | [ Alukkeet sitoutuvat kohdesekvensseihin

’ Ekstensio, pidennysvaihe |
1

KUVIO 3. PCR-syklin vaiheet: denaturointi, annealing-vaihe ja ekstensio (Walker
& Rapley 2008, 31, muokattu)
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Jokaisessa syklissa syntetisoitu uusi DNA-juoste toimii templaattina seuraavissa
sykleissa. Siten PCR-reaktio monistaa alkuperaista kohdesekvenssia ja synteti-
soituja juosteita eksponentiaalisesti, kunnes reaktio on kulunut ajallisesti loppuun
tai siind kaytettavat reagenssit ovat kuluneet loppuun. (Walker & Rapley 2008,
30-31.) Eksponentiaalinen monistuminen on esitetty kuviossa 4.
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KUVIO 4. Eksponentiaalinen monistuminen PCR-reaktiossa (Behlke 2019, 2,

muokattu)

PCR-reaktiossa tarvittavat reagenssit sisaltavat oligonukleotidialukkeita, polyme-
raasi-entsyymia, dNTP-molekyyleja ja magnesiumioneja. Alukkeet ovat komple-
mentaarisia etsittdvan nukleiinihapposekvenssin 5'- ja 3’-paille ja rajaavat siten
naytteesta etsittavan periman osan reaktiossa monistettavaksi kohdesekvens-
siksi. Polymeraasientsyymi syntetisoi DNA-juostetta, eli pidentaa kohdesekvens-
siin sitoutunutta aluketta liittamalla siihen vapaita dNTP-molekyyleja. PCR-reak-
tion vaiheita toistamalla syntetisoitujen DNA-jaksojen maara kasvaa lahes eks-
ponentiaalisesti. (Walker & Rapley 2008, 30.)
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3.3 gRT-PCR

Reaaliaikaisella PCR-reaktiolla voidaan mitata muodostuvan DNA:n maaraa jo-
kaisen reaktiosyklin jalkeen fluoresoivaa merkkiainetta kayttamalla. Mittauksen
avulla voidaan arvioida alkuperaisessa naytteessa olleen tietyn nukleiinihap-
posekvenssin maaraa. (Life Technologies 2012, 3.) Tallaisesta mittauksesta kay-
tetdan myds nimea qPCR, mika viittaa tutkimuksen kvantitatiivisuuteen (quanti-
tative). Laitteistoon kuuluu PCR:n mahdollistavan lampdtilayksikon lisaksi opti-
nen mittalaite, joka havaitsee reaktiossa muodostuvat fluoresenssisignaalit. Fluo-
resoiva merkkiaine sitoutuu spesifisti monistettavaan sekvenssiin, jolloin fluore-
senssin maara kasvaa reaktion edetessa. Jokaisella PCR-syklilla mitatun fluore-
senssin maara tallentuu laitteen muistiin ja piirtyy reaktiokuvaajaksi. (Bio-Rad

n.d.) gPCR-reaktion fluoresenssikuvaaja on havainnollistettu kuviossa 5.

< Eksponentiaalisen —»l4— —p

03 manistumisen vaihe E| eksponen

y  tiaalinen vaihe,
monistuminen

| loppuu

Syklin |
kynnysarvo |

Fluoresenssi

Kynnysraja

—— — — — — — — — — — — —

Sykli

KUVIO 5. PCR-reaktion kulku (Bio-Rad n.d., muokattu)

PCR-tekniikkaa voidaan kayttdaa myos, kun lahtdmateriaalina on DNA:n sijaan
RNA. RNA:sta syntetisoidaan komplementaarista DNA:ta kaanteiskopioijaent-
syymin (reverse transcriptase) avulla, jonka jalkeen PCR-reaktio voi jatkua kuten
kuvattu kappaleessa 3.2. (Walker & Rapley 2008, 154.) gRT-PCR voidaan siis
kaantaa tarkoittamaan kvantitatiivista kaanteistranskriptio-polymeraasiketjureak-

tiota.
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3.4 \Virhelahteet

PCR-testin virheellinen tulos tarkoittaa vaaran negatiivisen tai vaaran positiivisen
testituloksen saamista. Vaara negatiivinen tulos tarkoittaa, etta todellisuudessa
tautia sairastava henkild saa testista negatiivisen tuloksen, ja vaara positiivinen
antaa terveelle henkildlle positiivisen tuloksen. Vaara negatiivinen testitulos voi
johtua esimerkiksi vaarin ajoitetusta naytteenotosta tai naytteenotossa, sailytyk-
sessa, kuljetuksessa tai kasittelyssa tapahtuneesta virheesta. (Prinzi 2020.)

Ylahengitysteista tehtava naytteenotto tulisi ajoittaa mieluiten taudinkuvan alku-
vaiheille, silla silloin viruskuorma on naytteenottokohdassa korkeimmillaan. Mita
myohemmin oireiden alkamisesta nayte otetaan, sita vahemman virusta esiintyy
naytteenottokohdassa ja todennakdisempaa on vaaran negatiivisen testituloksen
saaminen. Naytteen hajoaminen lisda vaaran negatiivisen todennakodisyytta,
minka estamiseksi nayte tulee kuljettaa virusnaytteiden kuljettamiseen tarkoite-
tussa kuljetusnesteessa ja -putkessa ja sailyttaa jaakaappilampoétilassa tai pi-

dempiaikaisesti pakastettuna. (Prinzi 2020.)

Vaara positiivinen testitulos voi olla seurausta kontaminaatiosta tai ristireaktiosta.
Kontaminaatio voi tapahtua naytetta ottaessa, RNA:n eristysvaiheessa, PCR-
tuotteen kasittelyvaiheessa tai tutkimusvalineistda valmistavassa laboratoriossa.
Mikali naytetta sisaltava kuljetusneste tai PCR-ajossa kaytettava, naytetta sisal-
tava neste aerosolisoituu tai muutoin leviaa ymparistoonsa, muodostuu riski nayt-
teiden valiselle ristikontaminaatiolle. Ristireaktio tarkoittaa muiden DNA- tai RNA-
|lahteiden valista reaktiota, joka johtaa monistumiseen RT-PCR-testissa. (Mayers
& Baker 2020.)

3.5 Diagnostisia ominaisuuksia kuvaavat termit

Herkkyydella ja tarkkuudella kuvataan analyyttisten menetelmien ominaisuuksia
ja laboratoriotutkimusten kliinista kayttokelpoisuutta. Herkkyys kuvaa tutkimuk-
sessa saatujen positiivisten tulosten osuutta kaikista varmuudella positiivisiksi tie-

detyista potilaista. Tarkkuudella kuvataan saatujen negatiivisten tulosten osuutta
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kaikista varmuudella negatiivisiksi tiedetyista potilaista. Herkka menetelma antaa
positiivisen tuloksen kaikille sairaille potilaille ja tarkka vastaavasti negatiivisen

tuloksen kaikille terveille potilaille. (Marshall, Lapsley & Day 2017.)

Kun maaritelldadan uuden menetelman diagnostisia ominaisuuksia, sen suoritus-
kykya verrataan referenssimenetelmaan. Referenssimenetelma on tiedemaail-
man parhaana pitdma menetelma tutkittavan analyytin havaitsemiseksi. Se voi
olla jokin yksittainen tutkimus tai menetelma, tai yhdistelma eri menetelmia tai
tekniikoita. Joissain tapauksissa referenssimenetelmaa voidaan kayttaa vain osit-
tain, tai sellaista ei kyetd muodostamaan ollenkaan. (Center for Devices and Ra-
diological Health 2003, 6-7.)

Uuden menetelman suorituskykya ei ole valttamatta mahdollista verrata mihin-
kaan olemassa olevaan referenssimenetelmaan. Talldin suositellaan kaytetta-
vaksi termeja positiivinen prosenttiosuus (positive percent agreement, PPA)
herkkyydesta puhuttaessa ja negatiivinen prosenttiosuus (negative percent ag-
reement, NPA) tarkkuudesta puhuttaessa. Ne lasketaan samoilla laskentakaa-
voilla, kuin herkkyys ja tarkkuus, mutta terminologialla korostetaan niiden olevan
vertautuvuuksia tutkittavan menetelman ja ei-referenssimenetelmana kaytetyn

standardin tulosten valilla. Kaavat ovat

TP TP
Herkkyys: sensitiivisyys = 100% x (TP-l-—FN) tai PPA = (TP-i-—FN)
s _ TN . (TN
Tarkkuus: spesifisyys = 100% x (TN+FP) tai NPA = (TN+FP), (1)

jossa TP on oikeiden positiivisten, TN oikeiden negatiivisten, FP vaarien positii-
visten ja FN vaarien negatiivisten testitulosten lukumaara. (Center for Devices
and Radiological Health 2003, 11.)

Yksinkertainen ja kaytetty metodi referenssin luomiseksi tilanteessa, jossa vir-
heeton referenssimenetelma (kultainen standardi) puuttuu, on yhdistetyn vertai-
lustandardin (composite reference standard, CRS) kayttaminen. Menetelmalla
muodostetaan usean epataydellisen testin tuloksista niin sanottu valereferenssi.

Yhdistetty vertailustandardi voidaan muodostaa “yksikin positiivinen” -saanndn
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kautta, jolloin yhdenkin standardissa kaytetyn testin antama positiivinen maarit-
taa tutkitun naytteen positiiviseksi, tai "kaikki positiivisia” -saanndlla, jolloin jokai-
sen standardin testin tulee antaa positiivinen tulos, jotta nayte katsotaan positii-
viseksi. Mikali kaytettavia referenssitesteja on useita, voidaan kayttaa myos toi-
senlaisia saantoja, kuten positiiviseksi laskeminen kun vahintaan kaksi menetel-

maa antaa naytteelle positiivisen tuloksen. (Tang, Hemyari & Canchola 2015.)
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4 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA TUTKIMUSONGELMAT

Opinnaytetyon tarkoituksena on koota tutkimustietoon perustuvaa tietoa COVID-
19-taudin diagnostiikasta, epidemiologiasta ja SARS-CoV-2-viruksen taksonomi-
asta ja rakenteesta seka tehda kirjallisuuskatsaus COVID-19-taudin diagnostii-
kassa kaytettyjen menetelmien diagnostisista ominaisuuksista. Lisaksi esitte-
lemme diagnostisten menetelmien vertailemisessa huomioitavia seikkoja, kuten
sopivan referenssimenetelman valintaa seka potilasryhmien ja naytetyyppien ra-
jausta. Opinnaytetydn alkuperainen aihe saatiin Fimlab Laboratoriot Oy:lta sai-

raalamikrobiologi Bruno Luukiselta.

Tutkimusongelmia ovat:

1. Minkalaisia SARS-CoV-2-viruksen tunnistamisessa kaytettyjen qRT-PCR-
menetelmien herkkyydet ja tarkkuudet ovat?
2. Mitka seikat vaikuttavat naiden menetelmien herkkyyteen ja tarkkuuteen?

3. Kuinka menetelmien diagnostista suorituskykya on tutkittu?

TyoOn tavoitteena on tehda systemaattisen kirjallisuuskatsauksen ja meta-analyy-
sin kautta vertailu taudin diagnostiikassa kaytettyjen menetelmien diagnostisten
ominaisuuksien eroista. Kirjallisuuskatsaus kohdistuu tutkimuksiin, joissa on ver-
tailtu COVID-19-taudin analytiikassa kaytettavia kaupallisia ja in-house qRT-
PCR-menetelmia vertailustandardiin tai referenssimenetelmaan. Jatimme vertai-
lusta pois muut diagnostiset menetelmat rajataksemme aihealuetta ja mahdollis-
taaksemme tulosten yhdenmukaisen vertailun. gRT-PCR-menetelman herkkyy-
teen ja tarkkuuteen vaikuttaa useat eri seikat, joita pyrimme havainnollistamaan
meta-analyysin tulosten ja pohdinnan kautta. Tydmme voi toimia retrospektiivina
COVID-19-pandemiassa kaytetysta diagnostiikasta, jonka liséksi sita on mahdol-
lista kayttda oppimateriaalina RNA-virusten diagnostiikkaa kasittelevissa opin-

noissa.
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5 KIRJALLISUUSKATSAUKSEN JA META-ANALYYSIN TOTEUTUS

Systemaattinen kirjallisuuskatsaus pyrkii systemaattisesti tietoa etsien kokoa-
maan oleellisen aikaisemman tutkimustiedon yhteen. Menetelman pohjana on
tarkasti maaritelty tutkimuskysymys, johon etsitdan vastauksia aikaisempia tutki-
mustuloksia yhdistelemalla. Systemaattinen kirjallisuuskatsaus toteutetaan valit-
semalla ja noudattamalla tarkkoja menettelytapoja ja aineiston hakuperiaatteita.
(Stolt, Axelin & Suhonen 2016, 14.)

Systemaattista kirjallisuuskatsausta seuraa usein alkuperaisten tutkimusten tu-
losten kasittely meta-analyysin keinoin. Meta-analyysi yhdistaa tilastollisesti kir-
jallisuuskatsauksen alkuperaistutkimusten kvantitatiiviset tulokset tai tulosten vai-
kutukset luotettavuuteen ja objektiivisuuteen pyrkien. Meta-analyysin kayton
edellytyksena on 16ytaa systemaattisen kirjallisuuskatsauksen kautta riittava
maara rinnakkain vertailukelpoisia tutkimuksia. (Salminen 2011, 9-10; Stolt ym.
2016, 14-17.)

Diagnostisten testien tarkkuutta tarkastelevat kirjallisuuskatsaukset kasittelevat
tutkimuksia, joissa on verrattu yhden tai useamman testin tarkkuutta referenssi-
menetelmaan, arvioitu testin suorituskykya, tehty vertailua eri testien tarkkuuk-
sien valilla ja tunnistettu testien tarkkuuksiin vaikuttavia tekijoita. Kirjallisuuskat-
saus tulee raportoida niin, etta siita kay riittdvan hyvin ilmi kaytettyjen metodien
laatu seka tulosten paikkansapitavyys ja sovellettavuus. (Mclnnes ym. 2018.)
Systemaattisen kirjallisuuskatsauksen alkuperaistutkimusten laadun arviointi li-
saa luotettavuutta ja tukee katsauksen tulosten ja vaikutusten voimakkuuden tul-
kintaa. Laadun arvioinnissa tarkastellaan alkuperaistutkimusten tuottaman tiedon
luotettavuutta, tulosten tulkintaa ja kliinistd merkitysta. (Kontio & Johansson
2007, 101.)

Kirjallisuuskatsauksien raportoinnin tueksi on luotu suosituksia, kuten PRISMA
(Preferred Reporting Iltems for Systematic Reviews and Meta-Analyses), joka
maarittelee vaatimukset diagnostisten testien tarkkuutta kasittelevien kirjallisuus-
katsauksien sisalldlle ja QUADAS-tydkalu diagnostisten testien tarkkuutta tutki-

vien systemaattisten kirjallisuuskatsausten laadun arvioinnin tueksi (Whiting ym.
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2011; Mclnnes ym. 2018). Tyossamme suoritamme systemaattisen kirjallisuus-
katsauksen ja meta-analyysin noudattaen PRISMA-DTA-ohjeistusta tyon sisallon
maarittamiseksi ja QUADAS-2-tydkalua kirjallisuuskatsauksen alkuperaistutki-

musten laadun arvioimiseksi.

5.1 Aineiston keraaminen

Ennen Kkirjallisuuskatsauksen suorittamista tutustuimme aineistohakuun ja ai-
heesta tehtyihin tutkimuksiin tekemalla kokeiluhakuja Google Scholar -tietokan-
nasta ja kokeilemalla erilaisten hakusanojen ja -lausekkeiden toimivuutta Ovid-
ja Scopus-tietokannoissa. Kayttamamme tietokannat, hakulausekkeet ja kaytetyt
rajaukset on esitelty taulukossa 1. Lisaksi teimme haun suomenkielisilla hakuter-
meilla Ovid- ja Scopus-tietokannoissa seka Tampereen korkeakouluyhteison Kir-
jaston hakupalvelu Andorissa, mutta haut eivat tuottaneet yhtdan suomenkielista
hakutulosta. Varsinaiset aineistohaut tehtiin Ovid- ja Scopus-tietokantoihin
22.4.2021.

TAULUKKO 1. Hakulausekkeet ja rajaukset

Tietokanta Hakulauseke Rajaukset
Ovid ("sars-cov-2" or "covid-19") and pcr | Aikaikkuna: 2020-2021

and swab and sensitivity and specificity

and (compar* or evaluat®)
Scopus sars-cov-2” OR “covid-19” AND *pcr | Aikaikkuna: 2020-2021
AND swab AND sensitivity AND speci- | Julkaisun taso: vain julkaistut tut-

ficity AND (compar* OR evaluat*) kimusartikkelit tai -raportit.

Kirjallisuuskatsaukseen sisallytettaville alkuperaistutkimuksille tulee maarittaa
ennen valittavien tutkimusten valintaa tarkat, kirjallisuuskatsauksen tutkimusky-
symyksiin perustuvat sisaanottokriteerit (Stolt & Routasalo 2007, 59). Taulukossa
2 esitellaan kriteerit, joiden perusteella valitsimme kirjallisuuskatsaukseemme hy-

vaksyttavat tutkimukset.
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TAULUKKO 2: Aineistolle asetetut kriteerit

Kriteeri Hyvaksymisperuste

Tutkittava ominaisuus | Diagnostiset ominaisuudet, vahintdan herkkyys ja tarkkuus

Naytemateriaali Vahintaan osa naytteista otettu nenanielusta

Referenssimenetelma | Jokin valittu kultainen standardi tai laskennallinen referens-

simenetelma

Tutkittava kohde Kokonainen menetelma, ei esimerkiksi kitista irrallaan oleva

yksittainen sekvenssi

Tutkimusjoukko Naytteiden menetelmakohtainen n oltava vahintadan 50

Menetelman testaus Analyysi on tehtava valmistajan ohjeiden mukaisesti

Menetelman kehittdja | Joko pelkastaan kaupallisia menetelmia, tai seka kaupallisia

etta in house -menetelmia

Yhdistettavyys Tulosten tulee olla selkeasti yhdistettavissa tutkittuun mene-

telmaan

Tietokannoista tehtavien hakujen tulokset kasiteltin Mendeley desktop -ohjel-
malla. Ohjelmalla tehtiin duplikaattien poisto automaattisesti ja kasin. Duplikaat-
tien poiston jalkeen luimme tutkimusten otsikot ja otsikkojen perusteella hyl-
kasimme tydhomme kuulumattomat tutkimukset. Taman jalkeen luimme jaljelle
jaaneiden tutkimusten abstraktit, joiden perusteella valitsimme tutkimukset koko
tekstin lukuun. Viimeisena luimme jaljelle jatetyt tutkimukset kokonaan, minka pe-
rusteella valitsimme aineistohakumme tulokset ja meta-analyysiin valittavat tutki-

mukset.

5.2 Tutkimusten valinta

Aineistohaut Ovid-tietokantaan tuotti 579 hakutulosta ja Scopus-tietokantaan 498
tulosta, yhteensa 1077 tulosta. Tulokset tulostettiin Scopusista samalle tiedos-
tolle .bib-tiedostomuodossa. Ovidista tulokset tulostettiin 6 .ris-tiedostona, joissa
kussakin oli enintdan 100 tulosta. Hakutulokset siirrettiin Mendeley-desktop -oh-
jelmaan, joka teki tiedostojen aukaisuvaiheessa automaattisen duplikaattien
poiston. Teimme lisaksi duplikaattien poiston kasin. Duplikaattien poiston jalkeen

tuloksia oli jaljella 1012 kappaletta. Otsikkoperusteinen karsinta jatti jaljelle noin
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kymmenesosan tutkimuksista, 127 kappaletta. Abstraktien lukemisen jalkeen tu-
loksia oli jaljella 39 ja koko tekstien lukemisen perusteella systemaattisen kirjalli-
suuskatsaukseemme valikoitui 5 tutkimusta. Teimme manuaalisen haun abstrak-
tien perusteella valittujen artikkeleiden lahdeaineistoihin, mika ei tuottanut tyo-
homme lisaa tuloksia. Systemaattisen kirjallisuuskatsauksen kulku ja hakutulos-
ten karsinta on kuvattu kuviossa 6. Hakumme eivat tuottaneet yhtakaan kriteerei-

hin sopivaa suomenkielista tutkimusta.

Ovid-hakutuloksia 579 scopus-hakutuloksia 498

fr=— B Poistettuja duplikaatteja 65

Artikkeleita yhteenss 1012

L Otsikon tuli viitata siihen, ettd tutkimukseszs

b oli tutkittu 3AR3-Col-2 —viruksen

dizgnostiikassa kdytettEvien PCR-
menetelmisn ominaisuuksia

Otsikkojen perusteella jatkoon
kelpuutettuja artikkeleita 127

Abstraktists tuli kayd3 ilmi, =tt3

b tutkimuksessa on tutkittu gRT-PCR —

menetelmien harkiyyttd ja tarkkuutta (PPA ja
MPA&), ndytemateriaali jz otoskoko.

Abstraktien perusteella jatkoon
kelpuutettuja artikkeleita 39

= ¥Koko tekstista huomioimme tutkittuja
diagnostisia ominaisuuksia, tarkemmin
naytematerizalia, valittua referenssimenetelmia

Tutkimusten koko tekstien ja tutkimuksen toteutuksen yksityiskohtia
lukemisen perusteella jatkoon
kelpuutettuja artikkeleita 5

KUVIO 6. Hakutulosten karsinta

Syita tutkimusten pois jattamiselle aineistohaussamme oli useita. Abstraktien pe-
rusteella kelpuutimme jatkoon 39 artikkelia, joista luimme koko tekstit ja ar-
vioimme yhdessa jokaisen tutkimuksen sisaltoa ja kayttokelpoisuutta tyos-
samme. Koko tekstin luennassa yleisin syy pois jattamiselle oli vertailukelvotto-
mana pitdamamme referenssimenetelman kayttaminen: referenssimenetelmaa ei
ollut ollenkaan, referenssimenetelma oli jaoteltu kohdegeeneittain osiin tai refe-
renssina oli laskennallinen tulos, jonka laskentakaava poikkesi huomattavasti yh-
distetyn vertailustandardin laskentatavasta. Toiseksi yleisin hylkdamisperuste ol

valittu naytemateriaali: naytteita ei ollut otettu analysoitavaksi ollenkaan nenanie-
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lusta, tai naytemateriaali oli epaselva. Joissain tutkimuksissa naytteiden keraa-
minen oli tehty tarkasti maaritellysta potilasjoukosta, minka johdosta naytteiden
viruskuorma oli poikkeavan korkea. Yhdessa tutkimuksessa oli tutkittu pelkkia
menetelmien herkkyyksia, joten siitd saatava tieto olisi ollut vaillinaista. Hyl-
kasimme myos tutkimuksen, jossa menetelmat olivat anonymisoituja, eli saatuja

tutkimustuloksia ei pystynyt jaljittamaan tutkittuihin menetelmiin.

5.3 Meta-analyysi

Meta-analyysia varten taulukoimme alkuperaistutkimuksissa tutkittujen menetel-
mien herkkyydet, tarkkuudet ja 95 % luottamusvalit ja koostimme tuloksista forest
plot -kaavion, joka on esitetty tyon tulososiossa (kuvio 7). Laskimme yhteen me-
netelmilla tutkittujen naytteiden maarat, todellisten positiivisten ja todellisten ne-
gatiivisten maarat, vaarien positiivisten ja vaarien negatiivisten maarat seka kes-

kiarvot menetelmien saamille herkkyyksille.
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6 TULOKSET

6.1 Tutkimusten piirteet

Valtaosassa tutkimuksista oli analysoitu nenanielusta otettuja naytteita, mutta
naytteita oli otettu myds nenasta ja nielusta. Nenanaytteiden osuus kaikista tut-
kituista naytteista oli 21 %, nielunaytteiden tarkkaa maaraa ei ollut kerrottu, mutta
se oli enintaan 15 % kaikista naytteista. Tutkimuksiin oli keratty naytteet yhteensa
694 potilaalta, joista potilastiedot olivat saatavilla 663 tapauksessa. Naytteista
391 oli positiivisia ja 303 negatiivisia. 640 potilaalta nayte oli otettu hengitystieoi-
reiden vuoksi (92,2 %), loput olivat joko oireettomia tai heidan potilastietojaan ei
ollut kaytettavissa. Valtaosa naytteista (70,6 %) oli keratty potilailta COVID-19-
rutiinidiagnostiikkan yhteydessa. Naytteista 18,3 % oli otettu ensiavun potilailta,
teho-osaston potilailta 0,7 % ja muilta vuodeosastopotilailta 4,5 %. Procop ym.
(2021) oli ilmoittanut keskimaaraisen ajan, mika oli kestanyt oireiden alkamisesta
naytteenottoon, mutta hajonta oli ollut suurta.

Kolmessa tutkimuksessa viidesta referenssimenetelmana kaytettiin tutkittavien
menetelmien CRS-tulosta, jossa naytetta pidettiin positiivisena, kun tietty maara
tutkittavista menetelmista antoi naytteelle positiivisen tuloksen. Procop ym.
(2021) maaritteli konsensukseksi kahden menetelman tuloksen viidesta, eli nayte
laskettiin referenssipositiiviseksi, kun kahden tai useamman menetelman tulos oli
positiivinen. Zhen ym. (2020) valitsi maaraksi kolme positiivista tulosta neljasta ja
Lephart ym. (2021) kaksi positiivista tulosta neljasta. Jokela ym. (2020) kaytti re-
ferenssimenetelmana kolmea eri rutiinikdytéssa olevaa PCR-menetelmaa ja
Freire-Paspuel ym. (2021) valitsi referenssimenetelmaksi Yhdysvaltain tautikes-
kus CDC:n 2019-nCoV-menetelman. Tutkimukset, niiden kirjoittajat seka tutki-
musten yleispiirteet esitetaan taulukossa 3.
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TAULUKKO 3. Kirjallisuuskatsaukseen valitut artikkelit ja niiden yleispiirteet

Tutkimuksen kirjoittajat ja nimi Nayttei- | Positii- Negatii- | Nayte Nayte Nayte Referens-
den visten visten nena- ne- nielusta | simene-
Ikm. Ikm. Ikm. nielusta | nasta telma

Procop, G., Brock, J., Reineks, E., Shrestha, N., Dem- | 239 168 71 93 146 0 CRS

kowicz, R., Cook, E., Ababneh, E. & Harrington, S. A
Comparison of Five SARS-CoV-2 Molecular Assays

With Clinical correlations

Freire-Paspuel, B., Vega-Marifio, P., Velez, A., Cruz, 156 86 70 156 0 0 CDC
M., Peres, F. & Garcia-Bereguiain, M. Analytical and
clinical comparison of Viasure (CerTest Biotec) and
2019-nCoV CDC (IDT) RT-qPCR kits for SARS-CoV-

2 diagnosis.

Jokela, P., Jaaskeldinen, A., Jarva, H., Holma, T., | 107 61 46 ? 0 ? 3 verrok-
Ahava, M., Mannonen, L., Lappalainen, M., Kurkela, kimene-
S. & Loginov, R. SARS-CoV-2 sample-to-answer nu- telmaa

cleic acid testing in a tertiary care emergency depart-

ment: evaluation and utility

Zhen, W., Manji, R., Smith, E. & Berry, G. Comparison 104 51 53 104 0 0 CRS
of Four Molecular In Vitro Diagnostic Assays for the
Detection os SARS-CoV-2 in Nasopharyngeal Speci-

mens

Lephart, P., Bachman, M., LeBar, W., McClellan, S., | 88 25 63 88 0 0 CRS
Barron, K., Schroeder, L. & Newton, D. Comparative
study of four SARS-CoV-2 Nucleic Acid Amplification
Test (NAAT) platforms demonstrates that ID NOW
performance is impaired substantially by patient and

specimen type

Tutkimuksissa tehtiin yhteensa 1951 analyysia 14 erillisella menetelmalla, yh-
teensa tutkittiin 10 eri menetelmaa. Yhdysvaltain tautikeskus CDC:n 2019 nCoV
Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel -menetelmaa tutkittiin yhdessa tutkimuk-
sessa alkuperaisessa muodossaan, jossa etsitdan kolmea eri lokusta viruksen
nukleokapsidia koodaavassa geenissa (Procop ym. 2021). Zhen ym. (2020)
muokkasivat CDC:n menetelmaa jattamalla siitd yhden nukleokapsidia kohtaan
kaytettavan aluke- ja koetinsetin pois. Cepheid-yhtion Xpert Xpress SARS-CoV-
2-menetelmaa tutkittiin kolmessa tutkimuksessa, kuten myos DiaSorin Molecular
-yhtion Simplexa COVID-19 Direct Kit -menetelmaa (Jokela ym. 2020; Zhen ym.
2020; Lephart ym. 2021; Procop ym. 2021). Muut menetelmat esiintyivat tutki-
muksissa vain kerran. Esittelemme menetelmien koko nimet ja valmistajat seka

tutkimuksista kayttamamme lyhenteet taulukossa 6 (Liite 1.).

Menetelmakohtainen tutkittavien naytteiden maara vaihteli valilla 86—239. Yh-
teensa oikeita positiivisia tuloksia saatiin 1077, vaaria positiivisia 15, oikeita ne-

gatiivisia 805 ja vaaria negatiivisia 51. Lephart ym. (2021) tutkimuksessa hylattiin
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kolme tulosta. Oikeiden positiivisten ja negatiivisten seka vaarien positiivisten ja
negatiivisten perusteella laskettu herkkyyden keskiarvo oli siten 95,48 % ja tark-
kuuden 98,17 %. Systemaattisen kirjallisuuskatsauksen tulokset on kuvattu tau-

lukossa 4.

TAULUKKO 4. Systemaattisen kirjallisuuskatsauksen tulokset

Menetelma Potilai- Kohdegeeni | TP FP TN FN Herkkyys Tarkkuus
den Ikm. (PPA) (NPA)

2019 nCoV (Procop ym.) 234 N1, N2&N3 | 165 | 3 66 0 1,00 0,96
z 480 (Procop ym.) 208 E & RARP 137 1 65 5 0,96 0,98
Xpert Xpress (Procop ym.) 238 E & N2 163 5 66 4 0,98 0,93
Simplexa (Procop ym.) 239 S & ORF1ab | 148 1 70 20 0,88 0,99
Viasure (Freire-Paspuel ym.) | 156 N & ORF1ab | 74 0 70 12 0,86 1,00
Novodiag (Jokela ym.) 106 N & ORF1ab | 57 0 45 4 0,93 1,00
Xpert Xpress (Jokela ym.) 90 E &N2 60 0 30 0 1,00 1,00
[Modified] 2019 nCoV (Zhen | 104 N1 & N2 51 1 52 0 1,00 0,98
ym.)

Simplexa (Zhen ym.) 104 S & ORF1ab | 51 0 53 0 1,00 1,00
ePlex (Zhen ym.) 104 N 49 0 53 2 0,96 1,00
Panther Fusion (Zhen ym.) 104 OFR1ab 51 2 51 0 1,00 0,96
Simplexa (Lephart ym.) 88 S & ORF1ab | 22 0 63 3 0,88 1,00
RealTime m2000 (Lephart | 86 N & RdRP 24 0 61 1 0,96 1,00
ym.)

Xpert Xpress (Lephart ym.) 87 E &N2 25 2 60 0 1,00 0,97

Kahdeksan eri koetin-aluke-paria kuudessa eri menetelmassa kaytti koettimia ja
alukkeita N-geenin eri lokuksien monistamiseen ja tunnistamiseen. Koettimia ja
alukkeita ORF1ab-geenia kohtaan kaytettiin neljassa eri menetelmassa, E- ja
RdRP-geeneja kohtaan kahdessa menetelmassa ja S-geenia kohtaan yhdessa

menetelmassa.

6.2 Tulosten analysointi

Menetelmille saadut todellisten ja vaarien positiivisten seka todellisten ja vaarien
negatiivisten arvot seka herkkyyden ja tarkkuuden tai PPA- ja NPA-lukuarvot ke-
rattiin kasin Excel-taulukkoon. Kolmessa tutkimuksessa oli laskettu menetelmien
herkkyyksien ja tarkkuuksien 95 % luottamusvalit. Painotukset niiden laskentata-
voissa poikkesivat toisistaan, ja koska kahdessa tutkimuksessa luottamusvaleja
ei ollut ilmoitettu ollenkaan, paadyimme yhdenmukaisuuden vuoksi laskemaan
luottamusvalit jokaiselle tutkimuksissa tarkastellulle menetelmalle samalla, vas-

sarstats.net-sivustolta 10ytyvalla automaattisella laskimella TP-, TN-, FP- ja FN-
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arvoja kayttamalla (Lowry 2021). Vertailimme tutkimuksissa annettuja luottamus-
valien arvoja itse laskemiimme ja huomasimme eroja luvuissa. Erot ovat pienia,
mutta on silti huomioitava, etta toteutustapamme vuoksi tuloksiin sisaltyy virheen
mahdollisuus. Tutkimusten menetelmille saadut PPA- ja NPA-arvot seka niiden
95 % luottamusvalit on esitetty forest plot -kaaviossa 1.

Menetelma (tutkimus) PPA [95%CI] NPA [95%CI]
2019 nCoV (Procop ym.) —e 1,00 [0,97-1,00] —————=—  0,96[0,87-0,99]
2480 (Procop ym.) —=—  0,96[0,92-0,99] ———=— 0,98[0,91-1,00]
Xpert Xpress (Procop ym.) —*  0,98[0,94-0,99] — 0,93 [0,84-0,97]
Simplexa (Procop ym.) —— 0,88 [0,82-0,92] —* 0,99[0,91-1,00]
Viasure (Freire-Paspuel ym.) —_— 0,86 [0,77-0,92] —=* 1,00[0,94-1,00]
Novodiag (Jokela ym.) —=——  0,93[0,83-0,98] —* 1,00[0,90-1,00]
Xpert Xpress (Jokela ym.) —* 1,00[0,93-1,00] — @ 1,00[0,86-1,00]
[modified] 2019 nCoV (Zhen ym.) ——= 1,00[0,91-1,00] ——=— 0,98[0,88-1,00]
Simplexa (Zhen ym.) —* 1,00[0,91-1,00] —=* 1,00[0,92-1,00]
ePlex (Zhen ym.) —————=—  0,96[0,85-0,99] ———= 1,00([0,92-1,00]
Panther Fusion (Zhen ym.) —* 1,00[0,91-1,00] —*—  (,96[0,86-0,99]
Simplexa (Lephart ym.) - 0,88 [0,68-0,97] —* 1,00[0,93-1,00]
RealTime m2000 (Lephart ym.) ——————— 0,96[0,78-1,00] ———= 1,00[0,93-1,00]
Xpert Xpress (Lephart ym.) —* 1,00[0,83-1,00] —*—  (,97[0,88-0,99]
Yhdistetty keskiarvo *—  0,95[0,94-0,97] - 0,98[0,97-0,99]

0,6 0,7 0,8 0,9 1 0,6 0,7 0,3 0,9 1
Herkkyys Tarkkuus

KUVIO 7. Tutkimusten PPA- ja NPA-arvot seka 95 % luottamusvalit

Kahden menetelman (Xpert Xpress ja Simplexa) osalta kolmessa eri tutkimuk-
sissa herkkyyden vaihteluvali on 0,12 ja tarkkuuden vaihteluvali 0,07. Suurin
vaihteluvali yhden tutkimuksen sisalla on 0,12 herkkyydessa ja 0,06 tarkkuu-
dessa. Kaikkien menetelmien eri tutkimuksissa saatujen arvojen vaihteluvali
herkkyydessa on 0,14 ja tarkkuudessa 0,07. Toisin sanoen, saman menetelman
eri tutkimuksissa saatujen tulosten, samassa tutkimuksessa eri menetelmien
saatujen tulosten ja kaikkien tutkimusten eri menetelmien tulosten vaihteluvalit
ovat lahes samaa luokkaa. (Jokela ym. 2020; Zhen ym. 2020; Lephart ym. 2021;
Procop ym. 2021.)

Tutkimuksista ilmeni useita qRT-PCR-menetelmista mitattuihin arvoihin vaikutta-
via seikkoja. Eri menetelmat kayttavat ohjeiden mukaan suoritettuina eri tilavuu-
den naytemateriaalia, mika voi vaikuttaa menetelmasta mitattuun herkkyyteen
(Zhen ym. 2020; Procop ym. 2021). Useassa tutkimuksessa todettiin, etta tutkit-

tujen naytteiden viruskonsentraatioon vaikuttaa se, minkalaisista potilasryhmista
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naytteet ovat peraisin. Matalan konsentraation naytteet tuottavat todennakodisem-
min vaaria negatiivisia tuloksia (Zhen ym. 2020). Selkea esimerkki tallaisesta ti-
lanteesta nahtiin, kun naytteet kerattiin seka potilailta, joiden tautidiagnoosista on
kulunut pitka aika ja jotka ovat jo paranemisvaiheessa, etta taudin vuoksi teho-
osastolla olevilta potilailta (Lephart ym. 2021). Procop ym. (2021) totesivat, etta
jos menetelma ei sisalla erillista nukleiinihappojen eristysvaihetta, se tuottaa to-
dennakdisemmin vaaria negatiivisia tuloksia. Naytemaarien vahaisyyden nahtiin
olevan keskeinen rajoite tutkimuksen tulosten yleistettavyydessa kahdessa tutki-
muksessa (Feirie-Paspuel ym. 2021; Lephart ym. 2021).

Procopin ym. (2021) tutkimuksessa kaytetyn naytemateriaalin nahtiin korreloivan
menetelman herkkyyden kanssa. Tutkimuksessa naytemateriaalina kaytettiin
seka nenanielu-, ettd nenanaytteita. Materiaalin vaikutus nahtiin selkeasti Dia-
Sorin Molecularin Simplexa-menetelmalla, jolla 20 % nenanaytteista sai vaaran
negatiivisen testituloksen. Nenanielunaytteistd menetelma tunnisti oikein positii-
viseksi noin 95 % ja kokonaisherkkyys oli 88,1 %. Toinen korrelaatio vaarien ne-
gatiivisten maaraan liittyi taudin vaiheeseen, jossa potilaat olivat naytteenottohet-
kella olleet: pidentynyt aika oireiden alkamisesta naytteenottoon lisasi vaaran ne-
gatiivisen tuloksen todennakoisyytta. Molempien muuttujien todettiin vaikuttavan
naytteen viruskuormaan laskevasti. Tutkimuksessa havaittiin matalan viruskuor-
man negatiivinen vaikutus menetelmien herkkyyteen muillakin tutkituilla menetel-
milla, mutta selkein vaikutus havaittiin Simplexalla. Nain ollen sen paateltiin tun-
nistavan viruksen muita menetelmia heikommin matalan viruskonsentraation

naytteista. (Procop ym. 2021.)

Lephart ym. (2021) olivat saaneet Simplexan herkkyydeksi Procopin ym. (2021)
tutkimusta vastaavan tuloksen, 88 %. Heidan tutkimuksessaan oli kaytetty pelk-
kia nenanielunaytteita, jotka oli analysoitu ensimmaisena Simplexalla. Osassa
naytteista voidaan olettaa olleen vahaiset maarat virusmateriaalia, silla 15 % po-
tilaista oli toipuvia COVID-19-potilaita, loput naytteista oli otettu ensiavun poti-
lailta. (Lephart ym. 2021.) Zhen ym. (2020) saivat Simplexalle kahdesta edelli-
sesta poikkeavan herkkyyden, ei yhtaan vaaraa negatiivista tulosta, mika oli ris-
tiriitaista, silla tassakin tutkimuksessa ilmoitettiin kaytetyn myods matalan virus-

kuorman naytteita. (Zhen ym. 2020.)
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Menetelmien havaitsemisrajat (limit of detection, LoD) oli tutkittu neljassa tutki-
muksessa (taulukko 5). Zhen ym. (2020) testasivat havaitsemisrajat kayttamalla
Exact Diagnostics -yhtion synteettistda SARS-CoV-2-viruksen RNA:ta. Simplexa
sai testatuista menetelmista parhaimman tuloksen, 50 kopiota/ml. Tutkimuksessa
menetelmien havaitsemisrajat testattiin laimennussarjoilla, joissa oli kaytetty val-
miiksi eristettya naytetta. Kuitenkin Simplexan menetelmaohjeen mukaan eris-
tysta ei tehda ja potilasnaytteet olikin analysoitu ilman RNA:n eristamista. (Zhen
ym. 2020.)

Zhen ym. (2020) kertovat lisdksi havainneensa kliinisen korrelaation havaitsemis-
rajan ja herkkyyden valilla. Korrelaatiota perusteltiin silla, etta parhaan havaitse-
misrajan saanut menetelma (Simplexa) sai PPA arvoksi 1,0 ja huonoimman ha-
vaitsemisrajan saanut menetelma (1000 kopiota/ml, ePlex) sai PPA arvoksi 0,96.
(Zhen ym. 2020.) Pidamme paatelmaa kyseenalaisena, silla myds modifioitu
2019 nCoV sai saman 1000 kopiota/ml havaitsemisrajan mutta siitd huolimatta
sai PPA arvoksi 1,0. Pidamme perusteita korrelaation toteamiseksi riittamatto-

mina.

TAULUKKO 5. Menetelmien havaitsemisrajat

Menetelma Testimateriaali LoD, kopiota/ml LoD, valmista- | Herkkyys
jan ilmoittama | (PPA)
2019 nCoV (Procop ym.) kaupallinen, maa- | 20 000 ? 1,00
rittelematon
z 480 (Procop ym.) Exact Diagnostics; | 20 000 ? 0,96
SeraCare
Xpert Xpress (Procop ym.) - - - 0,98
Simplexa (Procop ym.) - - - 0,88
Viasure (Freire-Paspuel ym.) Viasure kit 2000 ? 0,86
Novodiag (Jokela ym.) TCID50 250 313 0,93
Xpert Xpress (Jokela ym.) TCID50 300 250 1,00
[Modified] 2019 nCoV (Zhen ym.) | Exact Diagnostics 1000 ? 1,00
Simplexa (Zhen ym.) Exact Diagnostics | 50 ? 1,00
ePlex (Zhen ym.) Exact Diagnostics 1000 ? 0,96
Panther Fusion (Zhen ym.) Exact Diagnostics 100 ? 1,00
Simplexa (Lephart ym.) ZeptoMetrix 521 242 0,88
RealTime m2000 (Lephart ym.) ZeptoMetrix 32,5 100 0,96
Xpert Xpress (Lephart ym.) ZeptoMetrix 65 250 1,00

2019 nCoV-, Xpert Xpress- ja Simplexa-menetelmille mitatuissa havaitsemisra-

joissa oli merkittavia eroja eri tutkimusten valilla. Huomattavin tama ero oli 2019
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nCoV -menetelman kohdalla, jossa kahden tutkimuksen valinen ero oli 20-kertai-
nen. Syyna eriavyyksiin saattaa olla vaihtelu havaitsemisrajojen mittausmenetel-
missa. Lephart ym. (2021) saivat tutkimuksessaan Simplexan havaitsemisrajaksi
521 kopiota/ml ja herkkyydeksi 88 %, mutta muissa tutkimuksissa huomattavas-
tikin huonomman havaitsemisrajan saaneille menetelmille oli mitattu merkitta-
vasti paremmat herkkyydet. Naista syista korrelaation toteaminen havaitsemisra-

jan ja herkkyyden valilla ei mielestamme ole aina perusteltua.

Lephart ym. (2021) tutki gRT-PCR-menetelmien lisaksi isotermaaliseen nukleii-
nihappojen monistukseen perustuvan ID NOW -menetelman suorituskykya kayt-
tamalla nenasta otettuja naytteita, menetelma sai tutkimuksessa vain 48 % PPA-
arvon. Muut heidan tutkimansa menetelmat olivat gRT-PCR-menetelmia, joilla
tutkittiin nenanielunaytteitd ja PPA-arvot olivat valilla 88—100 %. (Lephart ym.
2021.) Toisessa tutkimuksessa ID NOW -menetelman suorituskykya oli tutkittu
kayttamalla naytemateriaalina nenasta otettujen naytteiden lisaksi nenanielu-
naytteita, ja tassa tutkimuksessa mitattu herkkyys oli huomattavasti parempi, 83
%. My0s tassa tutkimuksessa nenasta otettujen naytteiden todettiin kuitenkin
tuottavan todennakdisemmin vaaria negatiivisia tuloksia. (Procop ym. 2021.)
Kummassakin edelld mainitussa tutkimuksessa ID NOW -menetelma oli osana
yhdistetyn vertailustandardin luomisessa, mika tulee ottaa huomioon tuloksia tul-
kitessa. Koska ID NOW ei ole qRT-PCR-menetelma, emme sisallyttaneet sita

meta-analyysiimme.

Kaikkiaan on nahtavissa, etta tydssamme kasitellyt qRT-PCR-menetelmat ovat
herkkyydeltaan ja tarkkuudeltaan luotettavia menetelmia, erityisesti tarkkuuden
osalta. Herkkyyksissa on enemman variaatiota, mutta naytemateriaalin osuus ta-
han lienee melko merkittava. Valtaosa naytteista oli otettu COVID-19-taudin ru-
tiinidiagnostiikkaa varten, mika todennakoisesti selitti osittain suurehkoa virus-
kuorman vaihtelua naytteissa. Lievaa tautia sairastavilta tai taudista toipuvilta po-
tilailta keratyt naytteet sisalsivat todennakdisesti vahemman virusta, jolloin osan
menetelmista todettiin saavan todennakdisemmin vaaria negatiivisia tuloksia.
Muita hajontaa luovia tekijoitd ovat naytteenottokohta, kaytetty kuljetusliuos,
naytteen pakastaminen ja muu kasittely seka nukleiinihapon eristysvaiheen puut-

tuminen.
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6.3 Aineiston laadun arviointi

Kaytimme Bristolin yliopiston verkkosivuilta 16ytyvaa QUADAS-2-tyokalua aineis-
tomme laadun arviointiin. Tydkalua kaytetaan Microsoft Access -ohjelmalla syot-
tamalla siihen kasin arviot aineiston luotettavuuteen liittyvista seikoista. QUA-
DAS-2-tyOkalu koostuu neljasta alkuperaistutkimusten laatua eri kriteerein ar-
vioivasta osiosta: potilaiden tai naytteiden valinta, testien suorittaminen, kaytetyt
referenssimenetelmat ja testien kulkuun ja ajoitukseen liittyvat kysymykset (Whi-
ting ym. 2011). Kolmen ensin mainitun kohdalla arvioitiin lisdksi erikseen harhan
riskia ja sita, kuinka hyvin tutkimuksessa vastattiin tutkimuskysymykseen, eli mi-

ten sovellettavissa olevana tutkimusta voidaan pitaa.

Pidimme kasittelemiemme tutkimusten laatua paaosin hyvana ja riskeja laatuun
vaikuttaviin seikkoihin matalana. Naytteiden valintaan liittyi epaselvaksi arvioi-
mamme riski kolmen tutkimuksen kohdalla sen osalta, kuinka hyvin naytevalinta
vaikutti tutkimuskysymykseen vastaamiseen. Naytteiden valinnassa oli myds har-
han riski kahden tutkimuksen osalta. Naytteen kulkuun ja ajoitukseen liittyi har-
han riski yhdessa tutkimuksessa. Freirie-Paspuel ym. (2021) ja Zhen ym. (2020)
tutkimusten kohdalla pidimme jokaisen arviointikriteeriston osion kohdalla riskeja
matalana, muissa tutkimuksissa oli vahintaan yksi osio, jossa pidimme riskeja
epaselvind. Emme pitaneet riskeja laatuun vaikuttavista seikoista korkeana yh-
denkaan tutkimuksen kohdalla. QUADAS-2-tyokalun tulokset on esitetty tauluk-
komuodossa liiteosiossa, taulukossa 7.
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7 POHDINTA

Aineistohaun suunnitteluvaiheessa tiesimme haluavamme etsia numeerista da-
taa eri menetelmien suorituskyvyista. Pidimme keskeisina menetelmien herkkyy-
den ja tarkkuuden arvoja, silla niiden kautta saadaan hyva kuva menetelman so-
veltuvuudesta COVID-19-taudin diagnosointiin ja seulontaan. Aineistohaun edet-
tya loppuvaiheeseen tutustuimme meille uusiin termeihin "positive percent agree-
ment” (PPA) ja "negative percent agreement” (NPA), jotka ovat synonyymeja
herkkyydelle ja tarkkuudelle tilanteessa, missd menetelmaa ei voida verrata kul-
taiseen standardiin. Ymmarsimme, etta aineistohakumme oli puutteellinen, silla
emme olleet kayttaneet kyseisia hakutermeja OR-saannon kanssa herkkyyden ja
tarkkuuden kohdalla. Kokeilimme uutta hakua kayttamiimme tietokantoihin seka
sisallyttamalla PPA- ja NPA-termit hakulausekkeisiin, etta ilman niitd. PPA- ja
NPA-termien sisallyttaminen tuotti muutaman prosentin lisdyksen tulosten maa-
rassa, kuin haut ilman niita. Olimme kuitenkin tuossa vaiheessa tehneet jo usean
paivan ajan aineistonhakua ja -kasittelya, emmeka aikarajoitteiden vuoksi voineet
enaa aloittaa aineistonhakuprosessia alusta. Koska hakutuloksista vain murto-
osa taytti valintakriteerimme tullakseen sisallytetyksi tydhémme, arvioimme ta-
man puutteen vaikutuksen vahaiseksi, mutta tiedostamme sen vaikuttavan tulok-

siin.

Pidamme lahtokohtaisesti ongelmallisena sita, ettd yhdistetty vertailustandardi
muodostetaan konsensuksena menetelmista, joista osa on epaherkkia, tai joilla
on tutkittu toissijaisesta paikasta otettuja naytteita. Talloin kasvaa todennakoi-
syys sille, ettd referenssimenetelma antaa todellisuudessa positiivisesta nayt-
teestd negatiivisen tuloksen. Tydéssamme tama koskee etenkin Lephart ym.
(2021) ja Procop ym. (2021) tutkimuksia, joissa yhtena tutkituista menetelmista
oli ID NOW -vierianalysaattori, joka ei ole qRT-PCR-menetelma, ja osa naytteista
oli otettu nenasta. Emme mydskaan sisallyttaneet kyseistd menetelmaa meta-

analyysiimme.

Kirjallisuuskatsauksen aineistohakumme tuotti verrattain vahan tuloksia, viisi tut-
kimusta. Tehdessamme aineistohaun abstraktien lukemisen vaiheen jalkeen

koko tekstien lukua jouduimme pohtimaan rajauksia lopulliseen meta-analyysiin
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paasyn kriteereiksi ja totesimme, etta tulosten vertailtavuus edellyttaa tiukkojen
kriteerien luomista. Tastakin huolimatta meta-analyysiin sisallyttamiemme tutki-
musten valilla on oleellisia eroja esimerkiksi potilasvalintojen osalta. Tiukan kri-
teeriston hyvana puolena pidamme sita, etta sen lapaisevat tutkimukset ovat lah-
tOkohtaisesti luotettavia. Meta-analyysimme kasitti lopulta 14 itsenaisesti tutkitun
menetelman vertailun ja tatd maaraa pidamme hyvana. Voimme myds olettaa,
ettd vahintaan osa meta-analyysimme menetelmista on valikoitunut alkuperais-
tutkimuksiin sen vuoksi, ettd ne ovat laajalti kaytossa, mika voi lisata tulosten

hyodynnettavyytta.

Taman tydn toteuttaminen keskella COVID-19-pandemiaa oli monella tapaa
haastavaa. Aiheen saamisen aikaan, alkukevaalla 2020, emme voineet tietaa,
kuinka suuret vaikutukset viruksella on elamiimme ja minkalaisessa roolissa
PCR-diagnostiikka tulee olemaan taudin torjunnassa. Aiheen valinnasta alkaen
elimme useaan otteeseen epatietoisuudessa siita, mihin suuntaan tydmme ete-
nee ja paadyimme vaihtamaan tutkimuksemme suuntaa useaan otteeseen.
Aloimme kiinnostua mahdollisuudesta tehda vertailua eri menetelmien suoritus-
kykyjen valilla ja pian menetelmaksemme valikoitui systemaattinen kirjallisuus-
katsaus. Teimme muutamia testihakuja ja totesimme kevaalla 2021, etta I0y-
taisimme todennakoisesti riittavasti materiaalia kattavan vertailun tekemiseksi.
Emme tuolloin kuitenkaan tienneet, kuinka tyolaaksi menetelmaksi meta-analyy-
sin kayttdminen osoittautuu, ja jouduimme opettelemaan sen suorittamisen lahes
alusta pitaen itsenaisesti. Emme kyenneet pysymaan opinnaytetydn tekemiselle

alun perin annetussa aika-taulussa.

7.1 Meta-analyysin tulosten pohdinta

Huonoin herkkyys kaikista menetelmista eri tutkimuksissa oli mitattu Viasure -
menetelmalle. Tutkimuksessa oli kaytetty pelkastaan CDC:n 2019 nCoV -mene-
telmaa kultastandardina. Vaikka tutkimuksissa CDC:n menetelmalla saadut tu-
lokset olivat hyvia, pidamme yksistaan sen kayttamista kultaisen standardin refe-
renssina ongelmallisena. Viidessa naytteessa oli saatu positiivinen tulos N-koh-
desekvenssille, mutta Orf1ab-kohdesekvenssi oli antanut negatiivisen tuloksen.

Menetelmaohjeen mukaisesti tallainen tulos tulkitaan negatiiviseksi mutta Freire-



36

Paspuel ym. (2021) pohtivat, ettd mikali tulos luettaisiin "oletettavasti positii-
viseksi” olisi herkkyys 92 %. Talldin Viasuren tulos olisi lahempana muiden me-
netelmien herkkyyden tuloksia. Menetelman korkeahkoa LoD:ia (2000 ko-
piota/ml) ei voida pitaa syyna verrattain huonoon herkkyyteen, silla juuri N antoi
positiivisen tuloksen ja Orf1ab jai negatiiviseksi, vaikka sen LoD oli parempi (1000
kopiota/ml) kuin N:n (2000 kopiota/ml). Emme |6ytaneet tutkimuksesta mitaan

selkeaa selittavaa syyta vaarien negatiivisten maaralle.

Tutkimusten heikoin tarkkuus, 93 %, oli saatu Procopin ym. (2021) tutkimuksessa
Xpert Xpress -menetelmalle. Tutkimuksessa Xpert Xpress -menetelman tuloksia
ei ollut tulkittu menetelmavalmistajan ohjeiden mukaan. Menetelma kayttaa kahta
koetin-alukeparia, N2- ja E-geeneja kohtaan, ja valmistajan ohjeen mukaan nayte
tulee tulkita positiiviseksi vain kummankin kohteen monistuessa yli kynnysarvon,
ja vain yhden kohdesekvenssin monistuessa "oletetuksi positiiviseksi”. Tutkimuk-
sessa myoOs sellaiset tulokset tulkittiin positiivisiksi, joissa E-kohdesekvenssi oli
monistunut ja N2-kohdesekvenssi ei ollut. Xpert Xpress sai tutkimuksessa 5 vaa-
raa positiivista tulosta ja pidamme mahdollisena, etta tahan on voinut vaikuttaa
valittu tulkintatapa. Tutkimuksessa ei kuitenkaan kerrottu montako “oletettua po-
sitiivista” tulosta Xpert Xpress oli saanut, minka vuoksi emme voi tehda suoraa
johtopaatosta niiden vaikutuksesta menetelmalle mitattuun tarkkuuteen. Tutki-
muksessa oli kohdeltu kahta muuta menetelmaa eri tavalla: CDC:n 2019 nCoV -
menetelma oli saanut 5 epavarmaa tulosta, kun vain kaksi kolmesta kohdesek-
venssista oli monistunut, ja nama tulokset oli hylatty tutkimuksesta kokonaan. z
480 -menetelman kohdalla jopa 31 vastaavaa tulosta oli hylatty. Naiden menetel-
mien epavarmojen tulosten sisallyttdminen tutkimukseen olisi vaikuttanut mene-

telmille mitattuihin tarkkuuksiin. (Procop ym. 2021.)

7.2 Opinnaytetyon eettisyys ja luotettavuus

Opinnaytety6ssa on noudatettu hyvaa tieteellista kaytantéa. Pyrimme systemaat-
tista kirjallisuuskatsausta ja meta-analyysia tehdessamme mahdollisimman Ia-
pindkyvaan toteutukseen, emmeka jattaneet keskeisia havaintoja kirjaamatta.
Mainitsimme kaytetyt lahteet ja lahdeviitteet asianmukaisesti. Tydhon ei kuulunut

erillista rahoitusta eika tyon tekijoilla ole mainittavia sidonnaisuuksia.
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Pyrimme keraamaan meta-analyysiin tutkimuksia, joissa analysoitujen naytteiden
maarat olisivat mahdollisimman korkeita, olettaen taman parantavan tutkimuksen
tarkkuutta. Aineistohakua tehdessamme huomasimme kuitenkin, etta useissa tut-
kimuksissa oli analysoitu hyvin suppea maara naytteita, minka vuoksi meta-ana-
lyysimme ulkopuolelle rajautui useita muuten kayttékelpoisia tutkimuksia. Dia-
gnostisten testien ominaisuuksien tutkimisessa tarvittavaa naytemaaraa on py-
ritty arvioimaan eri laskentatavoilla ja yleispatevana lukuna pidetaan 300:aa tut-
kittavaa, mutta tarkan lukumaaran arvioiminen on vaikeaa ja siihen vaikuttaa esi-
merkiksi taudin prevalenssi ja tuloksen merkitys, eli tehdaankoé taudin seulontaa
vai haetaanko tarkkoja diagnooseja (Bujang & Adnan 2016). Rajasimme aineis-
tohaun tutkimusten tutkimusjoukon koon vahintaan 50:een ja pohdimme, etta
tama saattaa heikentad tydomme luotettavuutta. Suurin menetelméakohtainen n oli
239 ja pienin 86.

Aineistohakumme kriteeriston maarittelyn vuoksi piddmme meta-analyysiin sisal-
lyttdmiamme tutkimuksia lahtokohtaisesti melko luotettavina. Tata tukee QUA-
DAS-2-laadunarviointitydkalusta saamamme tulokset (Liite 2., taulukko 7.), joissa
emme nahneet tutkimuksiin liittyvan yhtaan korkean riskin kysymysta, joka olisi
saattanut luoda tutkimukseen jotain harhaa tai muodostaa riskin tutkimuksen so-

vellettavuudelle.

7.3 Jatkotutkimusehdotukset ja yhteenveto

Menetelmien herkkyyden ja tarkkuuden vertailua eri tutkimusten valilla vaikeuttaa
esimerkiksi kultaisen standardin puuttuminen, vaihtelevat tavat maarittda havait-
semisrajaa, erot naytemateriaalissa ja sen kasittelyssa seka tulosten tulkinnassa.
Jatkotutkimuksena olisi hyodyllista selvittad parhaita tapoja yhtenaistaa qRT-
PCR-menetelmien testausta SARS-CoV-2-viruksen diagnosoinnissa. Pohdimme
lisdksi mahdollisuuksia tutkia menetelmien havaitsemisrajojen eroja kohdesek-
vensseittain: minkalaisia eroja eri geeneihin kohdennettujen koetin-alukeparien

valeillda on havaittu. Myos taman opinnaytetyon tapaisen uuden tutkimuksen te-
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keminen myohemmassa vaiheessa pandemiaa voisi olla hedelmallista, silla sil-
loin olisi mahdollista tuottaa suuremmasta aineistosta entista yleistettavampia tu-

loksia.

Menetelmien ominaisuuksia tutkimalla voidaan arvioida kunkin menetelman hy-
via ja huonoja puolia ja valita sopivin menetelma kulloiseenkin kayttotarkoituk-
seen. Vaikka useat SARS-CoV-2-viruksen diagnosoinnissa kaytetyt gqRT-PCR-
menetelmat on kehitetty hyvin lyhyessa ajassa, ne ovat osoittautuneet luotetta-
viksi menetelmiksi suurten naytemaarien diagnosoinnissa ja nain olleet hyvin

merkittava tekija pandemian hallinnassa.
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Liite 1. TAULUKKO 6. Menetelmien koko nimet ja valmistajat seka tassa tydssa

kaytetyt lyhenteet

Menetelman koko nimi, valmistaja suluissa Lyhenne
2019 nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel | 2019 nCoV
(Centers for Disease Control and Prevention)

z 480 Assay (TIB MOLBIOL/Roche) z 480

Xpert Xpress SARS-CoV-2 (Cepheid) Xpert Xpress
Simplexa COVID-19 Direct Kit (DiaSorin Molecular) Simplexa

[Modified] 2019 nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic
Panel (CDC)

[Modified] 2019 nCoV

ePlex SARS-CoV-2 (GenMark)

ePlex

Panther Fusion SARS-CoV-2 (Hologic)

Panther Fusion

Novodiag Covid-19 (Mobidiag)

Novodiag

RealTime m2000 SARS-CoV-2 Assay (Abbott)

RealTime m2000

Viasure RT-gPCR kit (CerTest Biotec)

Viasure




45

Liite 2. TAULUKKO 7. QUADAS-2-laadunarviointityOkalun tulokset

Tutkimus HARHAN RISKI SOVELLETTAVUUS
Naytteiden Testien Refrenssi- Kulku Naytteiden Testien Kulku
valinta suoritus menetelma ja ajoitus valinta suoritus ja ajoitus

Procop ym. + + + + ? + +

Freire-Paspuel ym. + + + + + + +

Jokela ym. ? + + ? ? + +

Zhen ym. + + + + + + +

Lephart ym. ? + + + ? + +

+ Matala riski ? Epéselva riski - Korkea riski



