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Vuonna 2020 SARS-CoV-2 viruksen aiheuttama Covid-19 pandemia aiheutti maailmanlaajuisen
hatatilan. Viruksen leviamisen estamiseksi otettiin kayttoon laajamittaiset testaustoimet. Kaytdssa
on antigeenitestejd, seka reaaliaikaiseen, kvantitatiiviseen polymeraasiketjureaktioon (RT-qPCR)
perustuvia testeja, jotka ovat todettu antigeenitesteja luotettavammiksi. Samaan aikaan Covid-19
pandemian kanssa normaalit kausittaiset virusepidemiat aiheuttavat vaestossa sairastumisia.
Kaikkien naiden neljan viruksen; severe acute respiratory syndrome coronavirus eli SARS-CoV-2,
Influenssa A ja B, seka respiratory syncytial virus eli RS-viruksen oireet ovat hyvin samankaltai-
sia. Naiden eri virusten erotusdiagnostiikan kehittyminen on avain nopeampaan hoidon aloittami-
seen.

Opinnaytetyon tarkoitus oli suorittaa laadukas evaluaatio GenomEra SARS-CoV-2, Flu A/B +
RSV 2.0 -testikitille. Evaluaatiossa keskityttiin testaamaan testikitin tarkkuutta ja herkkyytta kaik-
kiin neljaan eri virukseen. Opinnaytetyon aihe saatiin Pohjois-Suomen laboratoriokeskuksen liike-
laitoskuntayhtymaltd, NordLab Rovaniemen toimipisteeltd. Evaluaatio tapahtui NordLab Rova-
niemen mikrobiologian osastolla kevaalla 2022. Evaluaation lopuksi testikitti sai CE-merkinnan.
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In the year 2020 SARS-CoV-2 virus caused Covid-19 pandemic which led to intemational public
health emergency. Extensive antigen and PCR testing started to prevent SARS-CoV-2 virus
spreading. At the same time as Covid-19 pandemic normal seasonal viruses such as influenza
A/B and RS-virus continued to cause respiratory diseases. All these four viruses cause similar
symptoms so it is important to be able to separate them.

The purpose of this study was to perform a high-quality evaluation of GenomEra SARS-
CoV-2, Flu AIB + RSV 2.0 testkit. Evaluation concentrated on analysing the accuracy and sensi-
tivity of the testkit so that it could be used in clinical use. Evaluation was performed in spring 2022
in NordLab Rovaniemi.
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1 JOHDANTO

Vuonna 2019 Sars-Cov-2 niminen virus l&hti levidmaan ympari maailmaa aiheuttaen koronapan-
demian, joka tunnetaan myds nimella covid-19. Virus oli taysin uusi koronavirusten perheessa,
eikd siita tiedetty vield mitdan. Sars-Cov-2 levisi tehokkaasti ja aiheutti suurimmaksi osaksi tyypil-
lisia ylahengitystieinfektion oireita, jolloin sita ei voi kliinisten oireiden perusteilla diagnosoida.
Covid-19 aiheutti Suomessa vuoden 2020 aikana 558 ja vuoden 2021 aikana 952 kuolemaa.
Naiden kuolemien lisaksi virus myotavaikutti yli 200 muuhun kuolemaan. (Tilastokeskus, 2022.)
Maailman laajuisesti covid-19 on aiheuttanut 6,8 miljoonaa kuolemaa maaliskuuhun 2023 men-
nessa (WHO, 2023). Suhteellisen korkean kuolleisuuden ja nopean leviamisen takia covid-19-

taudin diagnosointiin tarvittiin nopeaa ja luotettavaa analytiikkaa.

Covid-19-taudin toteamiseen ja erottamiseen muista ylahengitystieviruksista on olemassa useita
eri testausmenetelmia, mutta luotettavin tulos saadaan PCR-menetelmalla. Toinen laajasti kay-
tossé oleva menetelm@ perustuu viruksen antigeenien tunnistamiseen naytteesta, mutta se ei
vastaa tarkkuudelta ja herkkyydeltdan PCR-menetelmaa. PCR-menetelm@ tunnistaa myods viruk-
sen eri variantit ja samasta naytteesta voidaan tutkia useita eri viruksia samaan aikaan. Covid-19,
influenssa A ja -B seka RS-viruksen aiheuttaessa samankaltaisia oireita, on niita jarkevinta testa-
ta kaikkia samaan aikaan mahdollisimman nopean diagnoosin saamiseksi. (Duodecim, 2022.)

Abacus Diagnostica Oy (nykyinen Uniogen Oy) aloitti nelitestin evaluaatiosarjan vuonna 2022,
jolloin testikittia testattiin useissa eri Euroopan maissa. GenomEra laitteen Sars-Cov-2, Flu A/B &
RSV testikitin toisen evaluoitavan version oli tarkoitus nopeuttaa diagnostiikkaa lyhentéen ajoai-
kaa ja naytteen kasittelya. Testin ndytemuotona on nenanielusta pumpulitikulla otettu nayte. Tas-
sa opinnaytetyossa tarkastellaan NordLab Rovaniemen mikrobiologian laboratorion tiloissa suori-

tettua evaluaatiota. Evaluaation tuloksia verrataan aiempaan testikitin versioon.

Abacus Diagnostica Oy toimitti Rovaniemelle yhden GenomEra-laitteen, jolla evaluaatiota suu-
rimmaksi osaksi suoritettiin. Rovaniemella oli ennestaan jo yksi vastaava laite, johon paivitettiin
kayttéjarjestelma, jotta saataisiin kerralla enemman evaluaationaytteita ajettua. Naytteitd analy-
soitiin yhteensa 100 kappaletta evaluaation aikana. Vertailumenetelmana kaytettin GeneXpertilla
ajettuja nenanielunaytteita, jotka oli sailytetty syvajaassa pakastimessa -80 asteen lampotilassa.
Tarkoituksena oli selvittaa, onko testikitti tarpeeksi herkka ja tarkka potilasnayteajoja varten.
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2 VIRUKSET

Virukset ovat bakteereja pienempia organismeja, jotka eroavat bakteerista niiden lisaantymisen
perusteella. Virukset eivat pysty lisdantymaan ilman isantasolua. Monet virukset aiheuttavat itsel-
leen tyypillisen taudinkuvan, jonka perusteella voidaan paatelld aiheuttajavirus. Hengitystieinfek-
tioita aiheuttavat virukset taas usein ovat taudinkuvaltaan hyvin samankaltaisia. Useimmiten ne
aiheuttavat kuumetta, yskaa ja tukkoisuutta. Useita viruksia vastaan on olemassa rokote, mutta

vain muutamiin virustauteinin on olemassa laéke. (Vuento, 2020.)

21 Influenssa Aja B

Influenssoja on neljaa eri paatyyppia A, B, C ja D, joista A-, B- ja C-virukset aiheuttavat infektioita
ihmisille. Influenssan huippukausi Suomessa on talvi, jolloin A-virus aiheuttaa suurimman osan
infektioista B-viruksen ollessa taka-alalla. Arvioiden mukaan 4-50 miljoonaa ihmisté sairastaa
influenssan Euroopassa, kun taas ennenaikaisia kuolemia influenssasta aiheutuu vuosittain noin
15000-70000. (THL, 2020.) Influenssa tarttuu paaosin pisaratartuntana, mutta tutkimusten mu-
kaan aerosolitartunta on myos mahdollinen. Taudin itamisaika on noin 24-48 tuntia ja tartunnan
saaneet voivat tartuttaa muita jo paiva tai kaksi ennen oireita. Tartuttavuus jatkuu viidesta seit-
semaan péivaan oireiden alkamisesta. Influenssaan on olemassa vuosittainen rokote, jota muun-
nellaan vuosittaisten viruskantojen ennusteiden mukaan. (Dharmapalan, 2020.) Viruksia ympardi
glykoproteiineista koostuva vaippa, jonka perusteella ne voidaan jakaa eri alatyyppeihin sen mu-

kaan, minkalaisia antigeeneja ne muodostavat (Kazakova 2019, 38).

Influenssa A eroaa muista influenssaviruksista siten, ettd se pystyy tartuttamaan niin ihmisia kuin
elaimiakin. Eniten sita tavataan ihmisten, lintujen ja sikojen keskuudessa. A-virus voi myos ai-
heuttaa ihmisille vakavan pandemian, mikali se paasee tarttumaan elaimesta ihmiseen ja muun-
tumaan siten, etta se voi tarttua ihmisten valilla. Influenssa A-viruksen tartuttavuus perustuu sen
nopeaan muuntautumiskykyyn. Virukset voivat muuntua RNA:n pistemutaatioiden, deleetioiden
tai insertioiden kautta. Muihin influenssoihin verrattuna A-viruksella on kyky muuntua myos siir-
tamallda kokonainen jakso genomiaan alatyypista toiseen. Tata ei ole tavattu muiden influenssavi-

rusten keskuudessa. (Kazakova 2019, 38-39.) Influenssa B aiheuttaa epidemioita, jotka ovat



lievempia kuin Influenssa A:n aiheuttamat ja B:n aiheuttamat epidemiat sijoittuvat lahemmas ke-
vatta (THL, 2020).

2.2 Severe acute respiratory syndrome coronavirus eli Sars-Cov-2

Sars-Cov-2-virus kuuluu koronavirusten ryhméaan. Viruksen aiheuttama Covid-19 tauti [ahti levia-
maan ympari maailmaa vuonna 2019. Koronavirukset ovat ennenkin aiheuttaneet laajoja epide-
mioita, kuten esimerkiksi SARS vuosina 2002-2003 ja MERS vuodesta 2012 lahtien. SARS:a ja
MERS:a yhdistaa niiden eléinperaisyys, jota on epailty myds Sars-Cov-2 kohdalla. (Anttila, 2021.)
Koronavirukset ovat muutoin yleisia, kausittain hengitystieinfektoita aiheuttavia viruksia. Kausiko-
ronaviruksia ovat muun muassa HCov-HKU1, HCov-NL63 ja HCov-OC43. (Ikonen, Savolainen-
Kopra, Lakoma 2023.) Paaasiassa Covid-19 tarttuu pisara- ja aerosolivalitteisesti, mutta my6s
kosketustartunta kontaminoituneelta pinnalta on mahdollista. Tartunnan saanut henkil6 voi tartut-
taa infektiota muihin jo kaksi paivaa ennen Kkliinisia oireita ja pysya tartuttavana jopa viitentoista
paivaan asti, mikéli kyseessa on vakava tautimuoto. (Parkkila, Saari, Sormunen, Silander, Neno-
nen, Kakko & Nuorti 2021.) Covid-19 taudin aiheuttamat oireet ovat hyvin samankaltaisia, kuin
muidenkin hengitystievirusten. Yleisimpia oireita ovat kuume, yska, lihaskivut ja nuha. Naiden

lisdksi on myds raportoitu maku- ja hajuaistin hairidista. (Anttila, 2023.)

Sars-Cov-2- virus on vaippakuorinen virus, jossa on positiivinen yksijuosteinen RNA. Sen genomi
on suurin kaikista RNA-viruksista. Viruksen tartuntamekanismissa tarkedssa roolissa on S-
proteiini, eli piikkiproteiini, sen pinnalla. Piikkiproteiini tarttuu isantasoluun, jonka pinnalla on re-
septorimolekyyli nimeltd ACE2, eli angiotensiinikonvertaasi 2. (Yang, Xiao, Ye, He, Sun, Qin, Yu,
Yao, Wu, Bao & Zhao 2020.) Viruksen nopeaan levidamiseen ja herkkaan tarttuvuuteen on vaikut-
tanut myds sen nopea muuntautumiskyky. Eri virusvariantteja ilmestyi tasaiseen tahtiin pandemi-
an aikana, joidenkin ollessa herkemmin leviavia, mutta ei niin vakavaa infektiota aiheuttavia. (Ant-
tila, 2023.)

2.3 Respiratory syncytial virus eli RSV

Respiratory syncytial virus eli RSV on paramyksovirus, joka kuuluu pneumovirusten ryhmaan.

RSV esiintyy Suomessa talvikuukausina, aiheuttaen hengitystieinfektioita. Taudin tarttuminen



tapahtuu pisaratartuntana ja sen itdmisaika on 4-5 paivaa. Yleensa RSV:n oireina ovat kuume,
nuha ja kurkkukipu, mutta vanhuksilla ja pienillé lapsilla se voi aiheuttaa jopa keuhkokuumeen tai
bronkioliitin, eli pienten keuhkoputkien tulehdustaudin alle 1-vuotiailla lapsilla. (THL, 2019.) RSV
on etenkin lasten keskuudessa yleinen virus, mutta se voi aiheuttaa vakavan sairaalahoitoa vaa-
tivan taudin 0-5-vuotiaille. RSV voi aiheuttaa pitkalla aikavalilla jopa astmaa. RSV-infektioiden
seuraaminen maalmanlaajuisesti ei ole aina ollut tdysin aukotonta, mutta vuoden 2015 raportin
mukaan jopa 59 600 alle 5-vuotiasta lasta kuoli RSV:n aiheuttamaan alempien hengitysteiden
tulehdukseen. (Alonso, Bont, Bozzola, Herting, Lega, Mader, Nunes, Ramiro, Valiotis, Olivier,
Yates & Faust 2021.)

RSV jaetaan kahteen alatyyppiin, A ja B, riippuen viruksen pinta-antigeeneista. RSV:n pinnalla on
kolme péaproteiinia, pieni hydrofobinen proteiini (SH), kiinnittymisglykoproteiini (G) ja fuusioprote-
iini (F). Jako alatyyppeihin tapahtuu G-proteiinin mukaan. RSV:hen ei ole viela olemassa rokotet-
ta tai ladketta, mutta niita kehitelldan parhaillaan. (Azzari, Baraldi, Bonanni, Bozzola, Coscia,
Lanari, Manzoni, Mazzone, Sandri, Lisi, Parisi, Piacentini & Mosca 2021.)



3 POLYMERAASIKETJUREAKTIO ELI PCR

Polymeraasiketjureaktio eli PCR on paljon kéytetty valine laboratoriodiagnostiikassa. PCR kehi-
tettiin yli 30 vuotta sitten ja se on edelleen tarkea osa molekyylibiologiaa, bioteknologiaa ja mikro-
biologiaa. PCR menetelmalld voidaan monistaa geenialueen mielenkiinnon kohteesta miljoonia
kopioita, joka mahdollistaa myds hyvin niukan naytteen tutkimisen. PCR:n heikkous on se, etta
silla pystytaan monistamaan suhteellisen Iyhyita alueita geenialueita, joten se soveltuu vain pien-

ten mutaatioiden tutkimiseen kuten esimerkiksi pistemutaatiot. (Horelli-Kuitunen, Orpana 2016.)

Reaktio tapahtuu koeputkessa, jonka lampoétilaa vaindellaan eri vaiheiden mukaan. Menetelmaa
varten tarvitaan tieto DNA:n sekvenssistd, jotta sita voidaan monistaa. Koeputkeen tulee naytteen
lisdksi puskuriliuosta, joka edesauttaa polymeraasireaktiota, dNTP- partikkeleita, eli deoksi-
nukleotiditrifosfaatteja, joiden awulla  DNA-juosteen  kopiota luodaan ja  DNA-
polymeraasientsyymia, joka rakentaa uutta juostetta. Naiden liséksi reaktioon tarvitaan alukkeet,
jotka ovat maaritelty siten, ettda DNA-polymeraasientsyymi osaa alkaa monistaa alkuperaista
DNA-juostetta eli templaattia halutusta kohtaa. (Brunstein, 2013.) Aluke maaritellaan tekemalla
halutun DNA-sekvenssin 3-pilkkupaista 17-20 nukleotidin mittainen komplementaarinen aluke
(Horelli-Kuitunen, Orpana 2016).

Reaktion alussa PCR-putkea lammitetddn, kunnes se saavuttaa 95 celsiusasteen lampadtilan,
jolloin templaatti-DNA denaturoituu kahdeksi erilliseksi juosteeksi (Brunstein, 2013). Taman jal-
keen nayte jaahdytetaan 50-60 asteeseen, jolloin alukkeet paasevat kiinnittymaan juosteeseen
(Horelli-Kuitunen, Orpana 2016). Tata vaihetta kutsutaan annealingiksi. Seuraavassa vaiheessa,
jonka nimi on extension, lampotila nostetaan noin 72 asteeseen, jolloin DNA-polymeraasi alkaa
toimia ja rakentaa kopiota juosteesta. DNA-polymeraasi rakentaa juostetta alukkeiden rajaamalta
alueelta dNTP-partikkeleiden avulla. (Brunstein, 2013.) Kun tata syklia toistetaan kerta toisensa
jalkeen jopa 30-40 kertaa, saadaan tuotettua eksponentiaalisesti kasvava maara kopioita DNA-
templaatista, jopa miljoona kopiota. Jokaisessa denaturointivaiheessa myos kopioitu DNA-juoste
denaturoituu ja toimii niin sanotusti uutena mallina, josta voidaan rakentaa lisdéd samanlaisia ko-

pioita. Kuviossa 1 esitetty PCR syklien vaiheet. (Horelli-Kuitunen, Orpana 2016.)

PCR-menetelma on hyvin herkka, jo 40 monistussyklilla voidaan saada riittavasti DNA:ta analyy-
sia varten, vaikka vain yhdesta alkuperaisesta DNA-juosteesta. Yhden syklin kestaessa 3-5 mi-
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nuuttia ja koko monistuksen 2—4 tuntia, tekee se menetelmasta myos nopean. Menetelman herk-
kyys on myds sen haittapuoli. Mikali esimerkiksi ndytteeseen tai tarvittaviin valineisiin kuten pipet-
teihin padsee kontaminaatio, voi PCR:n tuloksena olla halutun DNA:n liséksi kontaminantin

DNA:ta. (Horelli-Kuitunen, Orpana 2016.)

3 5

O a
Denaturaatio
3 5
5 3
@ | Annealing
3 5
=
5 3

— &

' Extension
@ 3 5 5 3

5

KUVIO 1. PCR syklit vaihe vaiheelta (mukaillen Horelli-Kuitunen, Orpana, 2016.)

1. Monistettava DNA-juoste aukaistaan ldmpétilan vaikutuksesta denaturaatiovaihees-

sa.
2. Annealing-vaiheessa alukkeet sitoutuvat yksijuosteiseen DNA:han spesifiseen koh-

taan.
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3. Extension-vaiheessa DNA-polymeraasientsyymi rakentaa dNTP-partikkeleiden avulla

uutta juostetta.

3.1 Reaaliaikainen kaanteiskopiointi PCR eli RT-gPCR

Reaaliaikainen kaanteiskopiointi PCR eli RT-gPCR on PCR:n variaatio. Se mahdollistaa eri pato-
geenien, kuten virusten tutkimisen naytteesta nopeasti, silla tulokset ovat nahtavissa jo ajon aika-
na. RT-PCR-menetelmé& on nopeutensa lisaksi hyvin luotettava, silld koko analyysi voidaan suo-
rittaa suljetussa nayteputkessa, joten kontaminaatiovaara pienenee. Suurimmat virheet menetel-

maéa kaytettdessa ovat siis preanalyyttisia. (Jawerth, 2020.)

Useimmat virukset sisaltavat DNA:n sijasta pelkastaan RNA:ta, kuten myds Sars-Cov-2. PCR:n
perusperiaate on se, ettd DNA:ta kopioidaan useita kertoja, joten viruksen sisaltdma RNA tulee
muuttaa kaksijuosteiseksi DNA:ksi. RNA muutetaan spesifiselld entsyymillda DNAksi, jonka jal-
keen voidaan PCR sykleja alkaa ajamaan. Osa alukkeista, jotka tarttuvat virusperaisen DNA:n
komplementaariseen kohtaan on leimattu fluoresoivalla variaineella. PCR-laitteen tietokone oh-
jelma tunnistaa ja mittaa naytteesta tulevaa fluoresointia. Fluoresointi mitataan jokaisen syklin
paatteeksi ja kun laitteelle asetettu ct-arvo eli kynnysarvo ylittyy, nayte voidaan todeta positii-
viseksi tutkittavalle virukselle. (Jawerth, 2020.)

3.2 Kynnysarvo eli ct-arvo

Cut off value, eli ct-arvo on numeerinen arvo, joka kuvaa montako PCR syklid on tehty ennen
kuin kohde DNA:ta on monistettu niin paljon, etta sen fluoresointisignaali pystytaan havaitsemaan
taustasignaalin ylitse. Taustasignaali on havaittavissa jokaisessa ajossa riippumatta siita, onko
naytteessé kohde-DNA:ta vai ei. Ct-arvo on siis toisin sanoen se maaritetty arvo, jonka ylitse

menevat tulokset ovat positiivisia. (Public Health Ontario, 2020.)

Naytteen fluoresoiva signaali kasvaa nopeasti, mikali naytteessé on kohde-DNA:ta. Fluoresoivan
signaalin vahvuus on suoraan verrannollinen viruksen maaraan naytteessa. Laitteen mitatessa
fluoresoivaa signaalia, voidaan siité piirtdd kuvaaja, joka kasvaa eksponentiaalisesti, esimerkki

kuvaajasta kuviossa 2. Ct-arvo on asetettu yleensa keskivaiheille kuvaajan kayraa. Testilaitetta
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tai -kittia kehitettdessé ja validoitaessa tulee maarittaa LOD (limit of detection)-arvo. Se méaarite-
taan laimentamalla naytetta, jonka pitoisuus tiedetaan, niin pitkaan ettad kohde-DNA:ta ei ole enda
havaittavissa. Nain voidaan maarittda korkein ct-arvo eli cut off piste. Cut off piste on vahaisin
fluoresoivan signaalin maara, jonka mukaan nayte voidaan luotettavasti todeta positiiviseksi.
(Public Health Ontario, 2020.)

Ct-arvo

Fluoresenssi

) A

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45
PCR syklien méaaré

KUVIO 2. Esimerkki kuvaaja ct-arvosta. Vihred viiva kuvaa cut off-pistettd, jonka alle jaévat tulok-

set ovat negatiivisia ja yli menevét positiivisia.
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4 EVALUAATIO

Evaluaatio tarkoittaa jonkin asian arviointia (Kotimaisten kielten keskus, 2022). Tdméan opinnayte-
tyon tarkoituksena oli arvioida GenomEran uuden nelitestin testikitin soveltuvuutta in vitro- diag-
nostiikkaan potilaskaytossa. Lait ohjaavat myos ladkinnallisia laitteita. Evaluaation tarkoituksena
oli saada CE-merkinta uudelle testikitille, jotta se voidaan saattaa markkinoille. In vitro- diagnos-
tikkaan tarkoitettuihin ladkinnallisiin laitteisiin sovelletaan IVD-direktiivin vaatimuksia. (Laki ter-

veydenhuollon laitteista ja tarvikkeista annetun lain muuttamisesta 720/2021.)

Oleellista diagnostisia testijarjestelmia evaluoitaessa on maarittaa niiden spesifisyys eli tarkkuus
ja sensitiivisyys eli herkkyys. Naita kahta arvoa tutkittaessa on kuitenkin huomattava, etta ne eivat
anna taysin tarkkaa kuvaa RT-PCR menetelmasts, silla ct-arvoa muuttamalla voidaan lisata testin
spesifisyyttd, jolloin sensitiivisyys laskee ja painvastoin (Public Health Ontario, 2020). Spesifisyys
ja sensitiivisyys voidaan laskea nelikenttataulukosta, jossa sensitiivisyys maaritellaan niiden
osuudeksi sairaista, jotka ovat saaneet positiivisen testituloksen ja spesifisyys niiden osuudeksi
terveistd, jotka ovat saaneet negatiivisen testituloksen. Nelikenttataulukon laskentakaava sensitii-

visyydelle on a/(a+b) ja spesifisyydelle d/(c+d). (Kuvio 3) (Uhari & Nieminen, 2014.)

testitulos
positiivinen negatiivinen
sairaat a b a+b
referenssi
(totuus)
terveet C d c+d
a+c b+d n

KUVIO 3. Kuvassa nelikenttataulukko sensitiivisyyden ja spesifisyyden laskemiseksi. (Uhari,
Nieminen, 2014.)
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5 GENOMERA SARS-COV-2, FLU A/B+RSV 2.0 NELITESTI

GenomEra CDX on Abacus Diagnostica Oy:n valmistama analyysilaitteisto, joka on tarkoitettu
kliinisen laboratorion tyohon. Sillé voidaan tutkia bakteereita, seka virusten nukleiinihappoja reaa-
liaikaisen polymeraasiketjureaktion avulla. Laite koostuu integroidusta lammitysjarjestelmasta ja
aikaresoluutioisesta fluorometrista, seké tietokoneesta, johon on asennettu GenomEra CDX:n
laiteohjelmisto, jonka avulla laitetta ohjataan. Analyyseihin kaytetdan testilastuja, joiden sisalla

ovat kaikki reagenssit kuivattuna. (Abacus Diagnostica 2022, 2.)

GenomEra Sars-Cov-2, Flu A/IB+RSV 2.0 yhdistelmatesti on Abacus Diagnostica Oy:n kehittama
testimenetelmd, jonka avulla voidaan testata vakavia ylahengitystieinfektioita aiheuttavia viruksia;
Sars-Cov-2, influenssa A ja B, sekd RS-virusta. Yhdistelmatestin ensimmainen versio kehitettiin
vuonna 2020. Toinen versio yhdistelmatestista kehitettiin, jotta testin ajoaikaa saataisiin lyhyem-
maéksi ja diagnosointia nopeammaksi. Naytteen valmistelua muutettiin myos kayttajaystavallisem-
paan suuntaan. Yhdistelmatestin menetelma perustuu RT-gPCR:n ja hydrolyysikoettimiin, joiden
avulla voidaan havaita kullekin virukselle ominaiset geenisekvenssit. Naita ovat Sars-Cov-2:n
RNA-riippuvainen RNA polymeraasi (RdRP), influenssa A-matriisi (M), influenssa B-
hemagglutiniini (HA) ja RS-viruksen nukleotidikapseli (N) proteiinin geenit. Nayte suositellaan
otettavaksi nenanielusta Copan eNAT- viruskuljetusputkeen, joka siséltda kuljetusnesteen, joka
stabiloi viruksia ja ehkaisee muun muassa bakteerien kasvua. Muihin viruskuljetusputkiin keratyt
naytteet tulee laimentaa 1:1 eNAT:lla. (Abacus Diagnostica 2022, 2.)

Yhdistelmatesti sisaltda sisaisen kontrollin (SPC), jonka avulla mitataan jokaisen testin toimivuut-
ta. SPC on tassa menetelmassa ihmisperdinen mRNA, jota esiintyy luontaisesti oikein keratyissa
naytteissd. SPC:n avulla varmistetaan, ett ndyte on keratty oikein ja ettd sita on riittdvasti, seké
naytteen esikasittelyohjeita on noudatettu. Mikali analysointiprosessissa jonkin on mennyt vikaan,
eikd mink&an tutkittavan viruksen sekvensseja tai SPC:ta ole havaittu monistuvan, antaa laite
vastauksen PCR inhibition. Ulkoisen laadunvalvonnan, kuten esimerkiksi LabQualityn jarjestamiin
laaduntarkkailukierroksiin on suositeltavaa osallistua, mutta muutoin kontrollinaytteiden ajaminen

on laboratoriokohtaista. (Abacus Diagnostica 2022, 8.)
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5.1 Referenssimenetelméit

Referenssimenetelming toimivat Qiagenin QiaStat-Dx-analysaattori ja Cepheidin GeneXpert-
analysaattori. QiaStat-analysaattorin Respiratory Panel-testiin kuuluu Sars-Cov-2, influenssa A:n
ja B:n sekd RS-viruksen lisaksi muitakin ylahengitystieinfektioita aiheuttavia viruksia ja bakteere-
ja. GeneXpert-analysaattorilla naytteet ajettiin GenomEra Sars-Cov-2, FLU A/B + RSV 2.0- testi-
kittid vastaavalla Xpert Xpress Sars-Cov-2/Flu/RSV-testikitilla. Molemmat referenssimenetelmat
kayttavat samaa RT-qPCR tekniikkaa, kuin GenomEra-analysaattorikin. Molempien referenssi-
menetelmien testitulokset olivat kvalitatiivisia. Laitevalmistaja Cepheid ilmoittaa GeneXpertin
yhdistelméatestin tarkkuudeksi 100 % ja herkkyydeksi 97,9-100 % riippuen viruksesta. Qiagen
ilmoittaa testikitin herkkyydeksi 85,1-100 % riippuen viruksesta. Tarkkuudeksi Qiagen iimoittaa
96,8-100 % riippuen viruksesta. (Qiagen 2020, 7, 51-54.) (Cepheid 2022, 3, 20.)
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6 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

Opinndytetydn tarkoituksena oli keraté tietoa yhdistelmatestilld analysoitavista viruksista Sars-
Cov-2, influenssa A ja B, sekd RS-viruksesta. Tietoa kerattiin myos testin RT-gPCR menetelmas-
ta ja virologiasta. Opinndytetydn tavoitteena oli suorittaa mahdollisimman laadukas evaluaatio,
jonka avulla yhdistelmatestin herkkyytta ja tarkkuutta voitiin arvioida. Suoritettu evaluaatio oli osa
suurempaa evaluaatiokokonaisuutta, jota suoritettin ympari Eurooppaa. Opinnaytetyon tutkimus-

kysymyksia olivat:

1.0nko GenomEra Sars-Cov-2, Flu A/B + RSV 2.0 yhdistelmatesti riittavan tarkka ja herkka poti-
lasnaytteiden testaamiseen
2.Mika on yhdistelmatestin herkkyys ja tarkkuus

3.0nko yhdistelmatestin versio 2.0 kehittynyt ensimmaisesta versiosta ja jos on, niin miten.

6.1 Opinndytetyon toiminnallinen osuus

Evaluaatiotestaus suoritettiin NordLab Rovaniemen mikrobiologian laboratoriossa kevaalla 2022.
Evaluaatiota varten Abacus Diagnostica Oy lahetti GenomEra-analysaattorin ja siihen yhdistelma-
testin 2.0 version laiteohjelmiston asennettavaksi. Myos yhdistelmatestikitit toimitettiin evaluaatio-
ta varten. Ennen evaluaation aloittamista jarjestettiin etaperehdytystilaisuus, jossa kaytiin lapi
ohjeistukset naytteen esikasittelyyn ja tietojen kera@miseen. Evaluaation tiedot kerattin Abacus
Diagnostican toimittamaan Excel-taulukkoon. NordLabin opinnaytetyonohjaaja toimitti Abacus
Diagnosticalle myos GenomEran tuottaman raakadatan testeistd, seka QiaStatilla ja GeneXpertil-

la analysoitujen naytteiden Ct-arvot.

Testauksen referenssinaytteind kaytettiin potilasnaytteita, jotka oli analysoitu QiaStatilla ja taman
jalkeen sailotty -80 asteessa. Naytteiden sailontaaika otettiin huomioon kirjattaessa evaluaation
tuloksia. Potilasnaytteiden kayttamiseen ei tarvittu naytteita luovuttaneiden potilaiden lupaa, silla
henkilotietoja ei kasitelty. GenomEra Sars-Cov-2, Flu A/B + RSV 2.0 negatiivisia seka positiivisia

tuloksia verrattiin QiaStatilla ja GeneXpertilla aiemmin saatuihin tuloksiin.
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6.1  Aineiston keradminen

Naytteet evaluaatiotestausta varten saatiin NordLab Rovaniemen mikrobiologian laboratoriosta.
Positiivisten influenssa naytteiden saatavuudessa oli ongelmia, joten evaluaatiota varten valittiin
100 positiivista Sars-Cov-2 ja RS-virus naytetta, 50 kumpaakin. Positiivisia vertailunaytteita oli siis
50 Sars-Cov-2:ta ja 50 RS-virusta. Negatiivisia vertailunaytteita oli 100 influenssa A ja B-naytetta,
seka 50 Sars-Cov-2 ja 50 RS-virusta.

Naytteet oli analysoitu QiaStat- ja GeneXpert-analysaattoreilla, jonka jalkeen ne oli sailotty -80
asteen lampoatilassa. Vanhimmat naytteet olivat kuusi kuukautta vanhoja. Kaikki naytteet oli kerat-
ty pumpulipuikolla nendnielusta Copan UTM nimisiin  viruskulietusputkiin. ~ UTM-
viruskuljetusputken sailytysneste sisaltda viruksia stabiloivia proteiineja, bakteerien ja hiivojen
kasvua estavia antibiootteja seka puskuriliuosta, joka pitad pH-arvon neutraalina. Viruskuljetus-
putki sailyy + 2-25 asteen lampoétilassa 72 tuntia, jonka jalkeen sita voidaan sailyttaa -70 astees-
sa tai kyimemmassa. (Copan 2021, 2-3.) GenomEra Sars-Cov-2, Flu A/B + RSV 2.0 yhdistelmé-
testilla voidaan analysoida naytteita, jotka ovat keratty viruskuljetusputkiin ja sailytetty +2—8 as-
teen [ampotilassa korkeintaan 96 tuntia. Tata pidempaan sailytetyt naytteet tulee pakastaa vahin-

taan -70 asteen lampatilassa. (Abacus Diagnostica 2022, 5.)

6.1 Naytteiden esikasittely ja analysointi

Naytteiden kasittelya ja tulosten taulukointia varten naytteet merkattiin juoksevalla numeroinnilla
1-100. Ensimmaiset 50 naytetta olivat RSV positiivisia ja seuraavat 50 olivat Sars-Cov-2 positiivi-

sia. Tama helpotti naytteiden mahdollista uudelleen analysointia ja selkeytti tulostaulukkoa.

Evaluaatiota varten tarvittavat naytteet olivat keratty omiin telineisiinsa -80 asteiseen pakkaseen.
Naytteiden annettiin sulaa biosuojakaapissa tunti ennen naytteen esikasittelyd. Analysoinnin jal-
keen naytteita sailytettiin +4 asteisessa jaakaapissa siihen asti, kunnes tulokset olivat valmistu-
neet ja NordLabin opinndytetydnohjaaja oli tarkistanut kunkin naytteen referenssimenetelméan ct-
arvon. Taman jalkeen naytteet kuljetettiin takaisin -80 asteen pakkaseen. Kaikissa naytteen kasit-
telyn vaiheissa noudatettiin aseptista tyotapaa pitamalla suojaesiliinaa ja suojakasineita. Kaikki
tydvaiheet suoritettiin biosuojakaapissa Abacus Diagnostican antamia ohjeita tarkasti noudattaen.
Naytteet kasiteltiin ja analysoitiin neljan naytteen sarjoissa, joten naytteiden kasittelyssa nouda-

tettiin tarkkaa ja jarjestelmallistd tydskentelya kontaminaatioiden valttdmiseksi. Naytesarjojen
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tulokset tulostettiin ja sailottin kansioon, jonka jalkeen tulokset siirrettiin Abacus Diagnostican
Excel-taulukkoon.

Naytteiden esikasittely aloitettiin valmistelemalla uuttoputkia kunkin paivan tarpeeseen nahden.
Uuttoputkien valmistelu aloitettiin merkitsemalla korkkeihin tussilla merkit, joiden avulla tiedettiin,
miten pain putket laitetaan sentrifuugiin. Taman jalkeen korkkeihin tehtiin reika testikitin pakkauk-
sen mukana tulevalla lavistimelld, jotta putkiin ei kehittyisi tyhjiéta sentrifugoinnin aikana. Taman
jalkeen uuttoputken sisalla oleva liuos sekoitettiin napauttamalla putkea, jonka jalkeen putken
alaosa katkaistiin ja putki laitettiin puhtaan eppendorfputken sisdén. Taman jalkeen uuttoputket
sijoitettiin sentrifuugiin niin, ettd korkkeihin merkatut kohdat osoittivat ulospain sentrifuugin kes-
kustasta. Putkia sentrifugoitin minuutin ajan 1000 g nopeudella, jonka jalkeen uuttoputket laitet-
tin nayte-eluutioputkien sisélle ja jateputkina toimineet eppendorf-putket havitettiin. Valmiiksi

esikasitellyt uuttoputket séilyivat kayttokelpoisina 8 tuntia huoneenlammadssa ja viisi vuorokautta
jadkaappilampotilassa (Abacus Diagnostica 2022, 4).

KUVIO 4. Kuvasarja uuttoputkien esikésittelysta. (Abacus Diagnostica 2022, 4.)

Uuttoputkien esikasittelyn jalkeen siirryttiin varsinaisen naytteen esikasittelyyn. Evaluaatiossa
kaytettavat naytteet oli keratty Copanin UTM-viruskuljetusputkiin, joten naytteesta tuli tehda 1:1
laimennos Copanin eNAT-sailytysnesteeseen. Copan eNAT-sailytysnestettda pipetoitin 90 pl

neljdan puhtaaseen juoksevalla numeroinnilla numeroituun eppendorfputkeen, jonka jalkeen kor-
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kit suljettiin. Naytteita sekoitettiin juuri ennen pipetointia vortexilla viiden sekunnin ajan, jonka
jalkeen naytetta pipetoitiin 90 pl naytenumeroa vastaavaan eppendorfputkeen. Korkki suljettiin
heti pipetoinnin jalkeen. Nayteliuosten annettiin seisoa minuutin ajan, jonka jalkeen ne sekoitettiin
vortexilla. Taman jalkeen nayteliuokset pipetoitin yksi kerrallaan numeroitujen eluutioputkien
sisalle laitettuihin uuttoputkiin. Nayteliuosta pipetoitiin 90 pl uuttoputkeen tehtyyn reikaan. Pipe-
tointi tuli suorittaa kohtisuoraan uuttoputken korkkiin nahden ja hitaasti, jotta pipetoitava nayte ei
kupli korkin reiasta ulos. Tadman jalkeen putket sijoitettiin sentrifuugiin kuten aiemminkin, korkkei-
hin merkatut kohdat ulospain sentrifuugin keskustasta. Putkia sentrifugoitiin minuutin ajan 1000 g

nopeudella, jolloin naytteesta saatiin erotettua virusten nukleiinihapot eluutioputken pohjalle.

Naytteiden pipetoiminen eluutioputkesta testikasetille tuli suorittaa tarkasti ja nopeasti, joten kaik-
ki edellda mainitut vaiheet oli taytynyt suorittaa loppuun asti tarkasti kaikkien neljan ajettavan nayt-
teen osalta. Aikaa naytteiden pipetoimiseen ja analyysin aloittamiseen oli kolme minuuttia, lahtien
ensimmaisen naytteen pipetoinnista testikasetille. Naytteet sailytettin numerojarjestyksessa teli-
neessa ja vain yhta naytetta kasiteltiin kerrallaan korkki auki. Naytetta pipetoitiin kaanteisella
menetelmalld 35 pl kohtisuorassa testikasetin kaivoon, jonka jalkeen luukku suljettiin. Mikali pipe-
toinnin yhteydessa testikasetin kaivoon paasi iimakuplia, piti pipetointi aloittaa alusta uudelle tes-
tikasetille. Kun kaikki naytteet oli pipetoitu, asetettiin testikasetti GenomEra laitteeseen ja aloitet-

tiin analyysi.

!

1:1 T min
KUVIO 5. Kuvasarja muussa kuin eNAT-séilytysmediumissa olevalle néytteen esikésittelylle.
(Abacus Diagnostica Oy 2022, 5.)

Yhden naytesarjan ajaminen kestaa noin 50 minuuttia. Analysaattori antaa naytteista kvalitatiivi-
sen tuloksen. Positiivista testitulosta kuvaa +-merkki ja punaisella oleva teksti "POSITIVE”. Nega-

tiivista testitulosta kuvaa — merkki ja vihrealla oleva teksti "NEGATIVE”. Tulos, jonka edessa on ?-
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merkki ja oranssilla oleva teksti "BORDERLINE” kuvaa tulosta, joka on epaluotettava. Talldin
tulos on raja-arvon alapuolella, mutta amplifikaatiokayra on epalineaarinen. Tama voi johtua siita,
ettd tutkittavaa virusta ei ole naytteessa riittavasti tai naytteessa on inhibiittoreita, jotka ovat esta-
neet virussekvenssin monistumisen. Muita analysaattorin ilmoittavia tuloksia voivat olla "PCR-
INHIBITION”, "FAILED” tai "Run failed”. "PCR-INHIBITION’- tulos tulee tilanteessa, jossa analy-
saattori ei ole havainnut mitdan tutkittavista viruksista eika SPC:ta eli sisaista kontrollia. "Failed”-
tulos johtuu tilanteesta, jossa nayte ei ole yhteensopiva analyysimenetelman kanssa tai testika-
setin kuivatuissa reagensseissa on vikaa. "Run failed”- tulos johtuu laitteen toimintahairiosta,

jolloin mitaan tuloksia ei ole saatavilla. (Abacus Diagnostica Oy 2022, 6.)

Kvalitatiivinen tulos koostuu laiteohjelmiston keraamista tiedoista, joita ovat PCR-monistuksen
kayra, testikitin eranumero spesifi cut-off arvo ja Ra-arvo (eng. Amplification ratio), jota kaytetaan
arvioimaan PCR-reaktion voimakkuutta. Mikali Ra-arvo ylittaa cut-off arvon, on tulos yleensa
positiivinen, mutta nain ei aina ole. Mikali Ra-arvo jaa cut-off arvon alapuolelle, mutta monistus-
kayré on epalineaarinen, saadaan tulos "BORDERLINE”. Samoin tulos "NEGATIVE” saadaan,
mikali monistuskayra on lineaarinen ja ylittda cut-off arvon. Ra-arvoa ei siis voida kayttaa maaral-
lisena indikaattorina. Kvalitatiivisen tuloksen lisaksi laiteohjelmisto laskee positiivisten tulosten ct-
arvon yhden desimaalin tarkkuudella. Ct-arvo kuvaa montako PCR-syklia on ajettu, kunnes mo-
nistettava virussekvenssi on havaittu. Positiivisten tulosten ct-arvot ovat aina valilla 10.044.0 ja

muiden tulosten ct-arvo ilmoitetaan 0.0. (Abacus Diagnostica Oy 2022, 7).

21



7 EVALUAATION TULOKSET

Evaluaatiotestaussarjassa ajettiin 50 positiivista RS-virusnaytettd, joista 17 oli aiemmin ajettu
QiaStat-analysaattorilla ja loput 23 GeneXpert-analysaattorilla. Toiset 50 naytettd olivat Sars-
Cov-2 positiivisia ja niistd 5 oli ajettu QiaStat-analysaattorilla ja 45 GeneXpert-analysaattorilla.
GenomEra-analysaattorilta saatuja tuloksia verrattiin referenssimenetelmien antamiin tuloksiin ja
mikali ne eivat tasmanneet, toistettiin analyysi uudestaan. Yhteensa analyyseja tehtiin 111 kappa-

letta.

Rs-virus naytteiden osalta saatiin 42 oikeaa positiivista tulosta ensimmaisella analyysikerralla.
Vaaria negatiivisia tuloksia tuli kuusi, joista kahdesta saatiin oikea positiivinen tulos uusinta-
analyysin jalkeen. Kaksi tulosta oli "Failed” ja "BORDERLINE”, yksi kumpaakin, joista molemmis-
ta saatiin oikea positiivinen tulos uusinta-analyysissa. Sars-Cov-2 osalta oikeiden positiivisten
tulosten maara oli 47 ensimmaiselld analyysikerralla. Vaaria negatiivisia tuloksia tuli kaksi, josta
toinen oli ensimmaiselld analyysikerralla "Failed” ja toisesta saatiin uusinta analyysissa oikea
positiivinen. Yksi nayte oli seka RSV, etta Sars-Cov-2 positiivinen, josta tulokseksi saatiin Sars-
Cov-2 osalta negatiivinen ja RS-viruksen osalta positiivinen molemmilla analyysikerroilla. Nayttei-
den uusinta-analyysit toteutettiin noudattamalla samoja ohjeita kuin ensimmaisellékin analyysiker-
ralla. Kaikki nédytteet olivat influenssa A:n ja B:n osalta negatiivisia, joten niiden osalta saatiin

kustakin 100 oikeaa negatiivista. Kuviossa 6 esitetaan tulokset ennen uusinta-analyysien teke-

mista.
Ensimmainen analyysikierros
Failed g
|
Borderline
|
X
Ay 2090909090900 029092929=
s
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mFLUB FLUA mSars-Cov-2 mRSV

KUVIO 6. Pylvaskaavio evaluaation ensimmaisen analyysikierroksen tuloksista.
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Testin herkkyytta ja tarkkuutta voidaan arvioida nelikenttataulukon avulla. Taulukkoon 1 on mer-
kitty vain ensimmaisen analyysikierroksen tulokset, joista GenomEralla saatiin 89 oikeaa positii-
vista ja 8 vaaraa negatiivista, joiden lisaksi kolme “Failed” tulosta. Oikeita negatiivisia tuloksia oli
300. Nelikenttalaskentataulukon mukaan testisarjalle saatiin tarkkuudeksi 100 % ja herkkyydeksi

91,7 %. Herkkyyden laskemisessa ei huomioitu kolmea tulosta, jotka olivat "Failed”.

TAULUKKO 1. GenomEra:n herkkyyden ja tarkkuuden laskeminen nelikenttétaulukossa.

GenomEra pos GenomEra Néaytteitd yhteensa
neg/(Failed)

Referenssi pos 89 8(3) 100

Referenssi neg 0 300 300
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8. POHDINTA

Opinnaytyon tarkoituksena oli selvittaa, onko GenomEra Sars-Cov-2, Flu A/B +RSV 2.0 riittdvan
tarkka seka herkka potilasnaytteiden ajamiseen. Samalla arvioitiin testikitin kayttajaystavallisyytta
ja kehitysta testikitin ensimmaiseen versioon verrattuna. Evaluaation paatyttya Abacus Diagnosti-
ca Oy ilmoitti saaneensa CE-merkinnan testikitille, eli sen tarkkuus ja herkkyys oli riittdva potilas-
naytteiden ajamiseen. Evaluaation suorittaja koki naytteiden esikasittelyn liian monivaiheisena ja
hitaana paivystyslaboratorion toimintaan. Testikitin ensimmaiseen versioon verrattuna uusi versio
vaikutti monimutkaisemmalle kayttaa. Testin analysointiaika analysaattorilla on riittdvan nopea
verrattuna referenssimenetelmiin. Evaluaation suorittaja arvioisi GenomEra Sars-Cov-2, Flu A/B

+ RSV 2.0 sopivan pienten aluelaboratorioiden kayttoon.

Analyysijarjestelmien jatkuva kehittyminen on tarkeaa terveydenhuollon toiminnan kannalta. No-
peammat ja tarkemmat analyysitulokset helpottavat kuormittuneen terveydenhuollon toimintaa ja
takaavat potilaalle oikean hoidon aloittamisen lyhyemmalla aikataululla. My6s testien laaja saata-

vuus eri toimittajilta on tarkeaa.

Huoltovarmuus tarkoittaa kykya selviytya erilaisissa hairidtilanteissa siten, etta toiminta jatkuisi
mahdollisimman hairiottomasti ja ilman erityisia jarjestelyita. Huoltovarmuus on monen osatekijan
summa ja sita voidaan ennalta parantaa esimerkiksi arvioimalla riskeja ja tekemalla tarvittavia
toimenpiteita hairidtilanteiden varalle. (Huoltovarmuuskeskus, 2023.) Koronapandemian aikana
myos terveydenhuollon laboratorioiden huoltovarmuus korostui, silla tavaroiden toimituksessa ja
raaka-aineiden saamisessa oli hairiditd. Huoltovarmuuden takaamiseksi, tulisi jatkossakin kehit-
taa seka uusia testikitteja, ettd uusia versioita jo olemassa olevista ja evaluoida niita potilaskayt-

03 varten.
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1 INTENDED UZE AND INTENDED USER

The GenomEra” BARS-CaV:2, Flu A/B + RSV 20 Aszay Kit is a rapid in wifro diagnosSic (VDY) best for simullaneous, qualitative delection
ard diflerenliation of severs acube respiratory syndrome cororavirus 2 (SARS-Col-2), influenza A, influenza B, and respiralory syncytial
wirus (REV) rucleic acids. The assay ullizes mulliplex real-lime reverse ransciplase polymerase chain reaclon (AT-PCR) o amplify
wiral RNA on the GeromEm CDX sysiem from upper respiratory Facl specimens collected from palients who mesl clinical andfor
epdemiological criteria for coronavirus disease 2019 (COVID-18), influenza, or REY.

The GenomEra SARS-CoV-2, Flu AB + R3SV 2.0 Assay Kil is miended io aid in e diagnosis of SARS-Co\.2, influenza AMB, and RSV
mfections in humans when used in conjunclion with dinical evalualion, laboralory findings, and epsdemiclogical inf . Pasitive resulls
indicate the presence of SARS-CoVs2, influenza A, influenza B, andior RSV RMA in the sample and ane, thus, indicative of active infeclion.
Clinical comelation with patient hislory and olber diagnostic informialion is necessany bo delemine palient’s infection stalus. Posifve resulls
do nol rule cul [eo-jinfeckans rom bacleria or ather vinuses. The agent detecled may nod be the definile cause of disease.

Hegalive results do nol predude SARS-CoV2, influenza A, influsnza B, andior RSV infection and should nol be ussd as the sole bosis
for patienl managemenl decisions. Negalive results musl be combined with dinical cbservalions, patient hislory, and epidemiciogical
mformakan

The interded place af wos i a sboratory nol necessarily having a specialst in molscular biokogy but rather personnel who routinely pesform
assays and analyses in the field of &.5., microbiology, virology, or dinicall diagnostics. The Product is for professional use, L&, 10 be used
in a laboratery environment by trained laboraiory personnel, &g, laboratory bechnicians accustomed o normal laboratory methods such
as pipsiting, vorbex mixing, and cenfrifuging. The assay results shauld be interpreted by a competent health care professional in conjunction
with the patient’s medical history, dinical signs and symploms, and the resulls of other diagnostic tests.

For WD performance evaluation use only. Not for diagnostic purposes.

2 SUMMARY AND EXPLAMATION

Since its emargence in 2019, cororavirus disease 2019 {COVID-19), caused by SARS-CoV.2, has become a global concem with hundreds
af millions of confimed cases and milions of deaths worldwide. = Whils in mosi cases, COVID-19 presents @ a mild o moderale upper
respiratary ilness, with signs and symploms compatible with those of alber respiralony sviruses, the spectrum of SARS-CaVs2 infection can
wary widely from asymplomafic infecion ta lower respirstory iract dlnesses with (ife-threabening complications ¥ Human 1o human
transmissien occurs primanly via respiratary droplets frem coughs and sneszes ** Athough, some COWID-10 patisnts have shown o shed
SARS-CoV-2 RNA in stool indicating a probable Tascal.oral or fascal aerosol ransmission route.® Indirec! contact via contaminabed
surfaces is another possible canse of infectian.**

SARS-CoV-2 belongs to the genus Belacororavinuses within family Cormnawinidse. Members of the Bamilly are ervelopad, posilive-serse
single-siranded RMA (+ssRNA] viuses. | SARS.CoV-2 is closely refated io the members ol a viral species of roonolic onigin lermed severe
acule respiratory syndrome refaled CoV (SARSr-CoV), a species defined by the agent of the 200203 outbreak of SARS in humares. 7
SARS-CoV-2 shares 08%., 80%, and 50% sequence idenlilies with bal cororavirus (RaTE13), SARS-CoV-1, and Middle East respiralory
syndrome coronavinus [MERS-CoV), respeclively. ™ i encodes approsimately 27 probeins including the struciural prolsins named as spike
{Z) glycopralsin, hamaggluinin-esterase (HE] prolein, nucleocapsid [N} prolsin, membrane (M) protein, and small envelops (E) protein®
10 These are transkated from the virus subgenomic messenger RMAs (mRMNAs) by (b viral RNA-dependent RNA palymerass (RaRp). The
genes encoding ess strucural proleing are the most widsly used targel sequences for SARS-CoV.-2 rRT-PCR delection.™

Influenza (fu), caused by humran influenza vires types A and B, is a contagious respiratory llness that infect the nose, throat, and lungs. "
Similarly Io SARE-Cal-2, the symploms can vary from mild o severe ilness. Oider people, young children, and peaple with cerain chronic
health condifiors, are typically at higher fisk of gebiing serious flu complications.”” The fransmission of seascnal lu cocwrs in similar ways
as COVID-18, mast commonly via respiralony droplets from coughs and sneezes ™

Influenza viruses are members of the famiy Orthomyrowndas. This family represents enveloped, segmenled negalive-sense single-
shranded RMA [-2=RNA) viruses. ' There are four genera of this family: fypes &, B, © and D, of which, only types A and B ane dinicaly
relevant for hurmans. ' influsnza A viruses are divided inlo sublypes bassd on bwo prolsins on the surface of the virus: hemagglutinin
{H) and neuraminidass {W).""'? There are numernous different hemagglulinin and newraminidass sublype combinations identified on the
surface of influenza A subtypes io dale. Current sublypes of influenza A viruses thal croulate ssasonally in people include AJH1N1) and
AHIMZ). " Influenza B viuses, which generally change mare slowly in berms of their genstic and anSigenic properties than influenza A
viruses, are classified inlo two lineages, BYamagats and Bictoria, ™™

Hurman respiratory syncytial virus (R3V) causes usualy mild, cold-lie symploms bul Gan also be seriows, espedally fior infants and older
adults. R2V spreads via coughs or sneezes, similarly o SARS-CoV-2 and influsnza viruses and can survive for many hours on hard
surfaces.

Since 2018, REV has been reclassified under e spedes name Human orthopneumavinus within the Tamily of Prsumoviridae. ' The
single-stranded negative sense RNA (ssRMNA) genome of RSV is compased of ten genes which code for sleven prolsins. ™ 1 Three of the

ins are brane ghycoprolei |:FGSH]hmhmuﬁ:nﬂrnﬂhnpﬁlﬂrﬂ(““ihandhteammnbdmhh
nLﬂsﬂm:ﬂ‘HH P, L). The additional tao proteins (NS1, NS2) have nonstruciural funclions. ™

Since the clinical symploms of all these viruses may be norspeclic and can overdap with each other, as well 2= with some baclesial
infectians it is crucial o be able to dfferenliate them rekably. '™ Therefore, rapid bests are ded bo accederale oirical decisiorn i
and o alleviate the workiood of centralized test laboratores. RT-PCR-based assays, also recommended by She WHO, ane the 5hndani
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apnrmf:u?;l?:l:ﬁﬁm of viral respirabary pathogens and will remain as such especially Tor the acule phase diagnostics from symplomalic
patients,

3 PRINCIPLE OF THE PROCEDURE

GenomEra COX is a molscular diagnostics analyzer consisling of an integraled tharmal cyder and a lime-resobned Nuorometsr. ™ The
Instrument is cperated via the GanomEra COX Saftware.

The Instrument is used to run analyte-specific, ready-o-use GenomEra Test Chips thal have been developed for the delection of spedilfic
nudeic acid sequence|s) in different direcl clinical or culbured sample malrices. Al reagents required for performing the homogeneous:
amplification and delecion sleps are readily contained in dry farm in the Test Chips.

The GenomEra SARS-CaV.2, Flu AVB + RSV 2.0 Assay Kl utiires reakime RT-PCR and hydrolysis probes 1o detect unique saquence
regions of SARS-Col-2 RMA-dependent RNA polymerass (RARP), infuenza A malric (M}, influsnza B hemagghutinin (HA), and RSV
nudeccapsid (W) peolein genes.

The assay uses a specific human housekeeping gene mRNA target a5 sample extraclion and sufficency contral. i also conlrols that the:
sample collection has been performed adequately and there is delectable amount of human mRMA in the sample. The control alsa
funclions as an amplification conbrol to monilor assay inhibiion and is laler denoded as SPC (sample processing control).

The respiralony swab specimens are collected and slored in viral ransport medium, preferably eNAT (Copan, Raly). Swab specimens
collecied in any other collection medium than eNAT are diuled in 1:1 rabio with &NAT Tor sample |ysis. Sample preparalion is based on
size exdusion purificaion of nucleic acids. Firsl, the siorage buffer = removed from the Extraction Column by a sharl 1-minute
cantrifugation. Mexd, the ksed sample s loaded onlo the Extraction Column, followed by an addional centrifugation 1o purnfy the sample.
The purified high molecular weight nucleic acds are sluled, while all debns, cellular compartments, inhibitors, small nucleic acd fragments:
{= 50 bp), nuclsalides, and salls are retained in the column matrix.

In the: beginning of the aulomaled assay run, the GenomEra Tesl Chips are imewersibly sealed in the Instument ta minimize the risk of
aoss-contamination. The targed sequences are amplified and detecied il present. The assay probocol akes approximately 50 minubes and
ends with the reporting of resulis. In addition io the colowr-coded qualitative resulls, GeromEra COX Software calculales hreshold cycle
walues [C1, see section 8.2) for mach positive analyte.

4 MATERIALS PROVIDED
The GenomEra® SARS-CaV-2, Flu AB + R3Y 2.0 Assay Kit conlairs:

20V100x GanomEra® SARS-CoV-2, Flu A/B + RSY 2.0 Test Chips
200100 GenomEra®™ Extraction Calumns

200100x GanomEra® Waste Tubes

20/100% GenomEra” Sample Ehilion Tubes

1x Resusable Chip Holder

-] MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
. 1.5 mL or 2.0 mL PCR clean microlubes for sample lysis (i the original sample |5 NOT collected in Copan aMAT™)
+  FamtGene High Spesd Mini Cenirifuge (Mippan Genetics Catalogue. Mo. HG003)
o NOTE: FasiGene High Speed Mini Cenfifuge can be purchased from Abacus Diagrostica, REF: COX-10-041
- Copan eMAT™ medium for sample ysis and pressrvation
o NOTE: Copan eMAT™ can be purchasad fram Abacus Diagnostica, REF: COX-808C-50
® Trarsport media and swabs for specmens ag.
o Copan Catalogue Mo. 4B2CE. Conical bube filled with 1 mL sSwab™ Liquid Amies medium packaged with one lexible
minilip Kylon®™ fiocked swab, sierile
o Copan Calalogue Mo. 380C. Conical tube filed with 1 mL UTM™ mesdium packaged with one Nexible minitip FLOOSwab ™,
sherie
o Copan Calalogue Mo, 305C. Corical tube filed with 3 mL UTM™ medium packaged with one lexible miniip FLOQSwab ™,
sharie
o Geeiner Bio-One Catalogue No. 456162, Vacusite Virus Stabiiration Tube filled with 2 mL PBS
+  Cap Puncher (optional loal)
a NOTE: Cap Puncher can be purchased from Abacus Diagnostica, REF: COM-20-730
s GenomEra™ COX System (Insbrument and Saftware), Abacus Disgnostica, Order Mo, COX-10-020
s Vorlex, &g Scenlific indusiries, Inc. Vortex Genie 2, Calalogus Mo. GSG0E
+  Micropipeite (middie-range including 35 plL), &g
o Sarlorius mLine pipetle 10=100 pl, Catalogue Na. 725050
+  Sterie filler-blocked tips (range 10-100 plL}, 4.
o Thermea Fisher Scientific ART-100, Catalogue Mo. 2085
o VWR sterile amrosol piped lip with extra length (5-180 pl), Catalogue Mo, 732-1107
o StarLab 200 plL XL Filler Tip, Catalogue Ma. 110110830 (extended length tip suilable for pipetting from eMNAT lubes)
+  Disposable gloves, powdarkess
+  GenomEra™ CON software version 1.3.45 or abhove
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& Oplical filler package for S-plex update, Abacus Diagnostica, Order Mo, CDX-10-035%
a  NOTE: Already installed in GenomEra CDX insiruments shipped in 2020 and laber.

[ WARNINGS AND PRECAUTIONS

s (Other GenomEra Assay Kils may nol be compalible with the same [RT-JPCR prolocol. Confirm from the assay manufactures which
t=st kils may be used within the same assay run when needad.

s Wear protective dothing and disposable glaves while handiing the kil and the samples.

s Handle all biological specimens as pabentially infeclious using microbiology laboratory salety procadures. Follow safety procedures.
sel by your institution for working with chemicals and handling biological speamens.

s fvoid contact of eNAT medium with skin and mucous membranes. If cantact does oocur, immediately wash with plenty of walber.

& eMAT medium conlains guanidine thicoyanate. Avoid direcl contact belween guanidine thiocyanals and sodium hypodhlorile
(bleach) or ather highly reactive reagents such as acids and bases. Thess mixiures could release noxdous gas.

s See Copan eNAT package inseri for the complebe safely information for handiing sNAT.

s Donol use calcum alginale swabs, as they may conlain subslances thal inhibil PCR

& (Other than validabed sample lypes or ransport media can have adverse effects on assay parformanices.

s Donol use the assay kit afer the axpiration dale.

s Donol wse lhe Test Chips if their fol poudh is 1om upon arrival, desiccan is nol present or is broken inside the chip pouch, or the
barcode or label is missing or damaged.

s Donol remove the desiccant fram opened Test Chip pouches.

s To avoid cross-contamination by amplification producis, newer open or pierce used Tesl Chips.

s The dried reagents slar o desolee as soon as the samples have been applied o the Test Chips. The assay nun should be slared
immedialely (within 3 minubes) from the addition of the sample.

s Donol use the Extraction Columns if the columns have leaked, or e caps are broken or open upan arrival

s Donol excsed the 1000 x g centrifugal force or 1 minute cenirifugation lime. Excessive centrifugal force or time will impair the
purification.

s  Reagents are nol inierchangeable between lobs. Only the Extraction Columns can be used inferchangeably with differeni
GenomEra SARS-CoV-2, Flu AB + REV 2.0 kis and previously lsunched GenomEra SARS-Col-2 2.0 Assay Kil lobs.

s The reporied Cl values do nol solely determine the viral load in sample and are thus only estimates of te viral load,

s Incidenl notice: Ay serious incident thal has ocowred in refation fo the GeromEra SARS CoV-2, Flu AB + RSV 2.0 Assay Kil
shall be reporied 1o the manufaciurer and the competent authority of the Member Stale in which the user andior the patiert &
established.

T STORAGE, STABILITY AND HANDLING

The shorage lemperature of the kil is from 2 io +B "C. See the package for the axpiralion date. Store opened pouches dosed al
temperalure from +2 i +8 "C up ko 14 days. Do nol remove the desicoant from the powch,

Wiersian 1.0 VD Evaluation, 202202
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& DIRECTIONS FOR USE

8.1 Preparation of the GenomEra Extraction Column
NOTE: During centrifugation sleps, |ie column caps must be punched OR loosened ¥ um o avoid generalion of a vacuum.

1. Make a small marking ta the
cap of tha Extraction Calumn o
ensure correct pasilioning of Ihe
colurmn in the centrifuge.

2, Place the column imo a Waste Tubsa.
Punch a hole through the cap of lhe
column by pushing the cap puncher all the
way down while keeping the tube in a rack.

r

A=

3, Liff the column with the Cap Punchar and
mix the column by tapping. (Instead of tapping,
e column can be mixed by vortexng upside
dawn bafore marking. )

e

ay e
N Y

Ry
A

4. Braak off the bottom closure of the Exiraction Colurmn. When breaking
hold the column lighlly. Place the Estraclion Column inbo the Waste
Tube and detach the Cap Puncher by tuming it back and forth a lithe
while lifling. (Mete: if cap puncher is not used, leosen the cap ¥ .}

5. Place the columns inio the cenbrifuge with
markings facing the ouler rim of the rotor. Cenlriluge
for 1 minule gt 1000 x g o remove slorsge buffer.,
Discard the Wasle Tube and place the Esdraclion
Column into a Sample Elution Tube. Mote: Pre-
prepared Extraction Columns can be stored in an
upright position at BT for up o B hours or af +2 -
+B°C forup 1o 5 days,

NOTE: Columns can be stored al room lemperature for up 1o B hours or in refrigeralor (2 *C 1o 48 *Chup 1o b days afler the remaval of
the siorage buffer. IMPORTAMNT! Slore the prepared columns in upright pesiticn placed in the Sample EluSan Tubes.

Conlinue |0 section 8.2 or 8.3 deperding on the used transport medium.
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a2 Sample preparation for samples collected in Copan eNAT
Uz the llustrated protocol below if the samples have been collected in Copan eMNAT.
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1. Placa the prapared column into &
Samgle Elution Tube and piped 90 L
of sample slowly and vartically onio
tha camar of the column through the
hale (or opan the cap).

2. Placa the columns inta the canlrifugs
with markings tacing The ouler fim of the
rafor, Candrifuge for 1 mindde at 1000 »
@ o alute ruckale soid, (Or cap ¥ um
koosened if punches was not used.)

3. Pipetta 35 L of Bhe fow-through
(vird RMA) 1o GenomEra Tes! Chip
and stan the pssaEy.

83  Sample proparation for samples collected in various sample collectioniviral transport media
Us= the ilustrated protocol below if the samples have besn collected in any other collection media than Copan sfAT.

| 90pL
+ — —
=
=
[+F)
b al Y

1:1 1 min

1. Mix the sample and Copan eMAT 1:1, let

stand for ot least 1 minse

I -
Il e
[-o‘E’;‘u‘llq l‘_ 2
e
-
/ e

—

2. Place
ard  mix

h /UL A
o _rr.—-"j. & 4

the columns it the
cantrifuga with markings facing the

3. Pipetie 35 plL of the flow-through
[viral RNA) to GanomEra Test Chip

(picettaivoriex) Place the prepared column inks
a Sample Elution Tube and pipet 90 plL of
sample slowly and vedically onks the cerer of
the column throwugh the hole {or openthe cap).

cuter rim of the robor. Ceantrifuge for
1 minute at 1000 x g fo aelue
nucleic acid. (Or cap % tum
loosened if punchar was not used )

and start the assay.

NOTE: Prepare all specmens for the assay run before pipelting to Test Chips. To run the assay, continue bo section 8.5

B4 Storage of specimens

In general, specimens should always be sloned &t +2 to +8 “C. For long term slorage, specimens may be frazen at -70 °“C or colder.
Specimens collected in Copan aMAT™: Store al moom Emperature (+28 "C) or in refigeratar (+2 "C lo +8 "C) up bo 4 weeks.
Specimens collecled in Copan UTM™: Store in refrigeralor (+2 *C to +8 “C) up 1o 96 hours.

Specimens collecied in Copan eSwah™: Store in refrigealor (+2 °C to +8 “C) up 1o 86 hours.

Saline specimens: Stare in refrigerator (+2 "C io +8 "C) up to B8 hours.

Specimens collecled in VACUETTE® Virus Stabiliration Tube [PBS) Store in refrigerator (42 *C o +8 "C) up 1o 88 haurs.
Pretrealesd spacimens: Purifisd RMA is known o be unstable and should not be siored.

ag Test proceduns
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Prepare all samples for e same szsay run as insiructed above before starling any of the sleps below. Ensure thal the Instrumenl i in
=tandby [the indicator LED kght on the lop cover of the Instrument is gresn and the ‘Run assays. " bulton is visible). Also, ensure thal the
Iol code of the kil has been downloaded 1o the Software. Please see further instructions in the GenomEra COX User Manual,

The arraw on the: chip indicates the correct opening Tor =ample appication. The dried reagents can be ssen within the resction chamber.
The second chamber is an expansion chamber for accommodating vapour pressure areated during the PCR healing-cooling cycles and
= nol 1o be filled.

1. Pipetie 35 il of the prepared sample per Test Chip. Lse one chip per sample. Four chips can be run al e same time. [
necessary, use dummy chips o fillin empty positions in the dhip holder.

2. Closs the lids of the Test Chips and the id of the chip holder.

ED Start the as=ay run with 4 chips by pressing the 'Run assays. " bulton in the GenomEra COX Software.

Important notes:

Carefully avoid forming bubbles while pipetting. Insert the filed pipetie lip inlo the sample cpening of the Test Chip in an upright
position and ensure that the tip is firmly in place in the opening. Use a pipetie thal ranges below the larget wolume of 35 pl, .. down o
10 L. I the pipeite still easily preduces bubbles, use the reverse pipetiing lechnigue. In case of visible bubbles in the resction chamber,
discard the chip and =tarl again with a new aliguol of sample. Please see furlber instructions in the GenomEra COX User Manual.

Mote the arder of the chips in the chip holder. The positions are numbened based on the direction e chips are moved within the
Instrument. The numbering is shown on the chip halder. Carefully check that the rmaming of samples is in accordancs with their pesilion in
the chip holder. Use sample IDs for fracking the samples.

Start the analysis within 3 minutes kom adding the sample info the first Test Chip. The dried reagents starl bo dissolve mmedialely afles
the conlact with liquid.

] INTERPFRETATION OF RESULTS

8.1 Result interpretation by the GenomEra COX Software

Resuls are automabically reported in approximately 50 minules. In addition to e colourad lexis representing the qualitative resulls,
GenomEra safltware calculales threshold cycle values [Ct, see secBon 9.2} for each posifve analyte,

s A& plus sign (+) in front of the resull and a red calour indicate Tat the oblained resull was positive, and the larget s=quence
was found in the sampls.

s A minus sign (=) in fronl of the result and a green colowr indicate that the obtained resull was negative, and the aget
sEquence was not found in the sample.

s A question mark {7} in fronl of the resull and an arange colowr indicate Bhal the oblained resull was a borderding resull. The
presence of the trgel s=quence cannot be reliably derived, and the resull is inconclusive.

The possible resull interprelation alternafves of the GenomEra SARS-Cao¥.Z, Flu AB + RSV 2.0 Assay KH are lisled in Table 1. Please
nede thal ®e GenomEra COX Scftware automalically calculates and reperts the results. Threshold cycle (C1) and oul-off values are
explained in sedions 5.2 and 9.3, respectively.

Table 1. Result interpretation with the GenomEra SARS-CoV-2, Flu A/B + REV 2.0 Assay Kit.

Result type SARS-CoV.2 Influsnza & Influsnza B RSV spct

. . + POSITIVE / + POBITIVE / + POBITIVE ! + POSITIVE !
R”:" conbination ""“‘lt - HEGATIVE | - HEGATIVE | - HEGATIVE J - HEGATIVE J MiA
al leasl one 1S ¥ BORDERLIME? T BORDEALIME' T BORADEALINE ¥ BORDERLIME'
Resull combination with - HEGATIVE / - HEGATIVE / - HEGATIVE ] - HEGATIVE / Delecied
no positive resulis 7 BORDERLINE 7 BORDERLINE 7 BORDERLINE 7 BORDERLINE
| PCR IMHIBITION® Not defected Mol dedacted Mot detactad Mot dedected Mot delecied
| FaILED® Failed Failed Failed Failed Failed
Run Failed’ Ma resull Mo resul Mo resul Mo result Mo resull

! Sample processing contred (SPC). The assay uses a specific human housskesping gene mPMNA largsl as samples extraction and
adeguacy confrol. The conirel slso funclions: a= an intemal amiplificalion conired (LAC) lo menitor assay inhibilion.

* WA, nol applicablerequired.

? Far SARS-Cov-2 and influsnza B targel analyles, a bordedine resull is reparted if the amplfication ratio is = 5% below the cut-off imil
* Far influenza A and RSV targed analyles, a borderfine resull is reporied if e amplification ratio is below e cub-olf lmit but the
amiplification curve is sirengly non-linear, indicaling pessible brgel-specific amplificaSan.

* PCR inhibiion result is reportad if none of the Iaget saquences nor the SPC is detectesd. This may alen indicale thal sample callaction
has failed (see secBon 9.4 for further information ).

© Failed resull is reported if the sample is not compatible with he system, or the dry-reagent chemistry of the Test Chip fails.

T Run failed is nol a resull inkerprelation per se because no resulls are available for ary of the Test Chips in lhe assay run. The sntire run
can faill only in case of a malfuncion of he mstrument. In such cases, please cantacl Technical Suppont
{suppori@labacusdiagnostica com).
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92  Threshold cyche value (Ct)

In addilion to the qualitative resull, a threshold cyde value (Cl) s calculated Tor each analyte and is reporbed with one decimal accuracy.
It represents the PCR cycle number al which target replicaion begins i be deteclable. Reported Ct values are abyays in the rangs of 10.0
1o 44 0 and are calculsted only Tor positive resulls and reporied &= 000 in all the other cases.

9.3 Cut-off valuwes

The aclual qualitabive resull (POSBORMES) is delermined by the GenomEra CDX Saftware with a combination of the end-painl
amplification ratio, a lnl-specific cut-off imit and a shape analysis of the amplification curve. & cut-off value is a test dhip lol-specific Bmit
which is determined for each largel amplicon during producan and quality canbrol of the test kil I the end-poinl amplificaion ratio exceeds:
the cut-off value, e resull is usually positive. However, cul-off values do nod solely delermine the result. i the end-point ampification ratio
s bedow the cut-aff but the amplification curve is strangly non-Enear, a bordedine resull is reporied. Similarly, a negative resull is reported
il the amplification curve i strongly linear and rises above e cut-off limit.

9.4 Troubleshooting guide for Barderline, PCR inhibition, Assay failed and Run falled results
Borderfine resull

For influenza A and RSV, a borderline result wil be reported if the end-point amplification ratio is below the cul=off Bmil, but the amplification
curve is sirongly non-insar. For SARS-Cole=2 and influsnza B, a bordesline resull will be reparied if the end-point ampification rafio is <
5% below the cut-off limil. In case of a bordesline, the presence aof the targel cannal be reliably derved, and the resull is inconclusive. 1L s
likedy that there were nol encugh viral RNA copies in the resclion. Howsver, inhibitors in the speciman may alse impair the amplification
reaction resulling in a bordedine result. Please start again by preparing a new sample from the original specimen.

PCR inhibifion

Mane of the largel sequences nor the sample processing conirol wens defechsd L Boely that ihe sample conlained an axcessive amount
af inhibilors which impaired the amplification reaction. I = also possible thal the sample collection was nel perfarmed adequately and
there i nod delectable amaunls of humanftange! nucleic acids in the sampls. Please stant again by preparing a new sample from the
original specimen, but pipette only 80 pL of lysed sample onto the Extraction Column. This may improve sample purification.

MNOTE: If inhibition parsists, please collect a new =amgple, and ensure correct arientation of the Extraction Columns in She cenirifugs.
Failed

The =ample is nol compalible wilh the system, or the dry-reagent chemistry of the Test Chip has failed Typically, the measued
fluorescence signal has excesded or fallen below acceplance imits. It is Eely thal the sample was missing, or the amaoun! of anginal
=ample was oo high. Failed resull may also be sncountered if the sample contains high amounts of bload. If you fangot 1o add the sample
e the Test Chip pricr 1o starting the analyss, lake a new chip and perform a new assay. In case of Failed result, please start again by
preparing a new sample from the original specimen, but pipette only 0 pL of lysed sample onto the Extraction Column. This:
may improve sample purification.

[Roun failed

In case of a malfunclion in the GenomEra COX sysiem, the entire run will be failed, and no resulls will be available. In such a rane case,
the sysierm will display the reasan for the malfunclion and instruclions on how bo proceed. In such case, pleass conlact Technical Support
{supporiflabacusdiagnostica com).

a8 Expaort of results to Laboratory Information System (LIS)
Far the comprehensive descripBon of the GenomEra LIS suppor, please refer io the GenomEra User Manual.

LIS reporis are exporied as (exl e in which one line of baxl represants one lest chip. Each ine conlaing 18 data fislds, separated by a
user configurable LIS s=paralor character (symbol | in the sxample below).

| "Baspla 1" |*20220212-05% | *20LB0147" | *20003% | "1* | "AARE-CaW-2Y " Influanss AY|*"Iafloanzs BY|

PHEV® | "+ Poaitive™|"- Hegativae"|®- Hagative®|"- Hegative®|"POS© | "HEG" | "HEG" | "HEG" |

W30 ZP | EE 0P F0. 0% 0.0 | PeQCEREES | HE | ee s

| "Easmpla " |*Z0220213-05% | "Z0LB0147T" | *30003% | "2* | "ARRE-CaW-2" | "Influenss AY|"Iafloanss BY|

MREVT | Y- Bagative®| "+ Positive|"- Hagative® |"- Bagative® | "HES® | "POSS | *HEGY | "HES" |
H.ﬂ_D‘IIHiB_SH.HD_ﬂFI "lﬂ_ﬂ" I HF'Hm’mF"I‘llFFI

The GenomEra SARS-CoV-2, Flu AB + RBV 2.0 Assay Kil specific LIS reparl felds are listed in Table 2,

Table 2. LIS report fields.

Field 8 | Fiald name Field value Field ¥ | Field narme Fieldd value
1 Sample name Ubser added text 14 Analyle #1 shor result POS I BOR / MEG
- Run rumbsr WYY MMDD-MNMN 15 Arahyle #2 short resull POS T BOR | NEG
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3 Inslrument sefial number | XOCCOC0E 18 Analyle #3 short resul | POS / BOR / NEG

4 LOT rumier 3KK 17 Aralyle 84 shertresut | POS J BOR / NEG

5 Chip positian 120304 18 Arsalyle #1 numeric resull | Threshald cycie value (C1)
8 Acialyte #1 name SARE-Ceh-2 12 Arsalyle #2 numenic resull | Threshald cycie value (C1)
7 Analyte ¥2 name Influenza A 20 Aralyle 85 numenc resull | Threshold cpde value (C1)
-] Analyte #3 name Influenza B 3| Aralyle 84 numenc resull | Threshold cpde value (C1)
g Analyts #4 name RSV 2 ‘[";“JIEL’QE?C resiil +-OCPASS | +/OCFAIL
10 ﬁ;ﬁg:ﬂ“‘““f’“ B Ses Table 1 2 ‘["i‘.";ﬁ'hﬁ?': resul +-OCPASS | +/OCFAIL
1 | s deandony, | Se= Table 1 24 ey +LOCPASS | +/-OCFAIL
12| e e ey | 5= Table 1 25 e ey +-OCPASS | +/OCFAIL
13| faeanedeotndony | 50 Table 1

10 QUALITY CONTROL ()

10.1  Sample processing control (SPC)

SPC, in this case human endogenous mRMNA inherently present in samples, is designed o monilor the assay performance. 3PC ensures
thatl the specimen collection has been pedormed properly and sample preparalion is performed according to instructions. SPC also
funclions &= an inlermal amplificalion contol 1o menitor assay inhibition and reagent integrity Tor each specmen. PCR inhibition resull is
reporied if none of the target sequences nor SPC have been detected.

10.2  External quality assessment

It is spacifically recommended thatl users of this assay kil parficipate regularly in extemal qualily assessment programs for molecular
diagnostic lesting of SARS-CoV-2, influenza AB and'or RSV. Recommended providers for such programs are &g

LabCuality: hitpes-ffwww abguakty il
Instand &V _: hitps:Fweacsinstand ey ded
QICMD: hitps:fSswww.gomd.org'

10.3 Control samples

The running of control samples in each assay nun or al specific intervals is not required. Positive and negative controls can, however, be
run anytime. Follow the laboralory policy regarding the recommended frequency of OC runs.

Conlrol samples can be identified using +/- OC checkboxes afler starting an assay run. Control samples can be included in a convenlional
assay nun of run ssparalely. The wse of commercially available reference strains for extemal GC is recommended but well characherized
posilive and negative samples are also suilable 1o be used a5 contrals,

NOTE: If there is no mat=rial of human origin pres=nt in negative contral samples, the resull will be PCR inhibiSon.
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11 PERFORMANCE CHARACTERISTICE

111 Clinical performance

Pending

11.2  Analytical sensitivity |Limit of Detection)
Pending

11.3  Anabptical reactivity (Inclusivity)
Pending

11.4  Analytical specificity (Exclusivity)
Pending

11.8  Interfering substances
Pending

116 Reproducibility

Pending

11.7  Pretreated sample stability
Pending

12 LIMITATIONS OF THE TEST

121  Inhibitors in clinical samples

The GenomEra SARS-CoVe2, Flu AB + RSV 2.0 Assay Kit has besn developed for the delsction of viral nuckeic acids from respiralony
swab specimens. The amount of i nhibitors in dinical samples can be highly varable. It s important that only the instructed sample valume
s used for sample preparation. When the sample preparation is pedormed according to the instructions, PCR inhibion s rarely
ancountered. However, if PCR inhibition ar as=ay faiure is datecied, fallow the instructions given in section 0.4

122 Other limitations

It should be nofed that the evalution and mutation d'ﬂi:p:nl::l:l:l:hemcly mpldm'ld aberrant sequence varants resulling in urspecific
ar hampered nucleic acid amplification may cause dr in assay perfc

Emors in following the assay procedune may kead 1o falses negative results.

Improper collection, sicrage or trarsport of specimens or incomecl starage of the Assay Kit may lead lo a false resull or PCR inhibition.
MNegalive results do ol prechude the possibiity of infection and should nol be used as only basis for reatment or ather patisn mansgement
decisions.

A compatent health care prafessional should inlerprel a=ssay resulls in conjunclion with the patient’s medical hislory, dinical signs and
symploms, and the resulls of other diagnostic lests.

Viral nudeic acids of the analyle may persisl in samples independent of the viability of the virus. Deteclion of viral nucleic sads of the
analyle in samples does not imply that #he cormespanding virus is infectious or the cause of clinical symploms.

There is a risk of false negalive resull due lo the presence of sequence varianis in the viral larget of the assay, procedural esrors,
amplification inhibitors in specimens, or inadequale amount of arganism for amplfication.

Posilive results should be interpreted in conjunclion with other laboratory findings and dinical signs or symploms. Posilive resulls do nal
rule oul co-infecion with ather undetecied largel or mon-target anahyes. Negalive results do nol excude olher types. of viral or baclesial
mfection. Co-infections with mulliphs viral, bacterial ar ofher agents are also possible.

Improper sample collecion may result in PCR inhibition if there i no detectable amount of human mRNA in e sample.

13 INSTRUCTIONS FOR DISPOSAL
Dispase of infeclious wasle in scoardance with the laboralory regulations. Do nol open, perce of grind used Test Chips.
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LITE 2

After the QlAstat-Dx Respiratory Panel Cartridge containing the sample is introduced into the
CllAstatDy Analyzer 1.0, the following assay steps occur avtomatically:

® Resuspension of Internal Control

® Cell bysis using mechanical and/or chemical means

® Membranebased nucleic acid purification

® Mixing of the purified nucleic acid with lyophilized master mix reagents

® Transfer of defined aliquots of eluate/master mix to different reaction chambers
® Performance of multiplex realtime RT-PCR testing within each reaction chamber.

Mote: An increase in fluorescence, indicating detection of the target analyte, is detected

direcily within each reaction chamber.

Main port

Swab port _,di'::’
) % ]
o ,.,;--w@';@
] [
- ]

/

. Reaction chombers

A

Traceability bar code I_.‘:

Figure 1. Layout of the QlAstal-Dx Respiratory Panel Cartridge and its features.

Mote: The swab port is not used for the Q1Astal-Dx Respiratory Panel assay.

CHAsalDx Respiratory Panel lnaruetions for Use Handbeak] 06/2020 7
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Table 5. GlAstat-Dix Respiratory Panel prospective clinical performance summary

Analyte TP/[TP+FM]  Sensitivity/FRA  95% O TH/(TH+FF]  Specificity/MPA  95% 0
Viruses

Adenovirus®  Fresh 55/58 94.8% B5.9- B33/83%9 PR.I3% w8.4-

?8.2 o7

Frozen 31/32 PH.F% B4.3- 1047 /1057 99.1% %8.3-

P94 w95

Crarall B6/90 PEH.4% B.1- 1BE0/1896 992% w8.6-

?8.3 w95

Coronavirus  Fresh B8/9 BB.¥% 5é.5- BES/BBA 100.0% R .E-

229E ?8.0 10000

Frazen 0/0 MSA MNSA 1089/1089  100.0% P9.E-

1000

Orwerall 8/9 BB.9% 5é.5- 1975/1975  100.0% Pe.B-

?8.0 1000

Coronavirus  Fresh 3/3 100.0% 43 B- BRO/B92 9.8% B 2-

HELIT® 100.0 e

Frozen 48/49 FB.0% B9.3- 1035/1040 99.5% w8.9-

9.4 w98

Crarall 51752 PE.1% B9.9- 1925/1932 99.6% 93—

7 w98

Coronavirus  Fresh 4/5 BO.O% 376 BYO/EBR0 100.0% R .E-

[RUX P4 100.0

Frazen Jé/42 BS.7% 72.2- 1046/1048 99.8% w9.3-

?3.3 e

Charall 40747 BA.1% 72.3- 19346/1938 999% P9.E-

P24 1000

Coronavirus  Fresh 3/3 100.0% 43.8- B92/892 100.0% P96

D434 100.0 100.0

Frozen 23/26 BB.5% 71.0- 1059/1063 99.6% we.0-

6.0 e

Owerall 26/2% BR.TE 73.6- 1951/1955 99.8% P95

P4 e

CHAstarDx Respiratary Panel Instructions for Use [Handbeek] 0&/2020
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[Table 5 continued)

Analyte TR/[TP+FN|  Sensifivity/PPA  95%C1  TN/(TN+FF)  Specficity/MPA 95% CI
Viruses
[eontinued)
Human Fresh L2767 ?2.5% B3.7- g28/829 P9.9% PR3-
Meba- 96.8 100.0
prIeumosine
Frozen 53/55 P 4% BF .7- 1030,/1034 99.46% 8.0
9.0 2.8
Owerall 115/122 P4, 3% BE & 1B58/18463 99.7% 9.4
972 89
Rhinovirus, Fresh 144,157 ¥1.7% B& 3- F15/73% 6. 8% ¥5.2-
Enlerovins’ #5.1 ¥7.8
Frozen 124/137 20.5% B4 4- 41,/953 BT 97.B-
4.4 8.3
Owverall  268/294 91.2% BF 4- 1456,/1692 97.9% 7. 0=
939 ?8.5
Influenza A7 Fresh 132/133 Pe.2% 95.8- 753/757 99.5% 8.6
qe 2.8
Frozen 1104111 PR 1% ?5.1- Q72977 99.5% 78.8-
998 2.8
Cwerall  242/244 Pe.2% 9T 0 1725/1734 99.5% 8.0
998 87
Influenze A Fresh 0/ 0.0% 0.0- 894,/894 100.0% P94
H1* 23 100.0
Frozen as0 A M/A 108%,/108% 100.0% 96—
100.0
Owerall 071 0.0% 0.0~ 1983/1%83 100.0% 98-
23 100.0
Influenza A Fresh 42/63 78.4% 1.5~ 826/831 PR.4% 8.6
HIM1/pdm0 997 9.7
Frozen 18/18 100.0% B2 4- 10711071 100.0% 96—
100.0 100.0
Owverall  BD/E1 78.8% 93.3- 18971902 99.7% 9.4
99.8 P9
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[Table 5 continued)

Analyte TP/[TP+FM|  Sensifivity/PPA 5% C1 TH/[TN+FP]  Specificity/MPA  95% CI
Wiruses
{eontinued)
Influerza & Fresh &7 BT 100.0% 94.5- 825/826 PRe% 99.3-
H3 100.0 100.0
Frazen B9/%0 P8.9% 32.4- 992 ,/998 oA 98.7-
100.0 /|7
Cherall 1564157 99.4% 93.3- 1817/1824 99.6% 99.2-
P8 998
Influenza B Frash a4/ 67 P5.5% 87 .6- 827 /828 PRP% 99.3-
98.5 100.0
Frazen 58/62 93.5% 84 .6- 1026/1026 100.0% 96—
975 100.0
Cwerall 1227129 P4.6% a9.2- 185371854 99.9% 99T-
973 100.0
Parainfluenze  Fresh 3/3 100.0% 43 8- 892/892 100.0% 96—
wirus 1' 100.0 100.0
Frazen 13714 P29% 68.5- 1072/1075 99.7% 99.2-
98.7 e
Crearall 1617 P4.1% 730~ 1964/1967 99.8% 996
99.0 |G
Parainfluenze  Fresh 2/2 100.0% 34.2- B93/893 100.0% 96—
wirus 2 100.0 100.0
Frazen 0/0 A /A 1089/108% 100.0% 99—
100.0
Cwerall 272 100.0% 34.2- 198271982 100.0% 99.8-
100.0 100.0
Parainfluenze  Fresh 102/104 P8.1% 93.3- 78B/793 R4 98.5—
winus 3™ 9.5 997
Frazen e 100.0% 70.1- 1081/1081 100.0% 996
100.0 100.0
Cherall 1114113 98.2% 93.8- 1869/1874 99.7% 99 4—
995 ee
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[Table 5 continued)

Analyte TR/(TP+FM)  Sensitivity/FPA  95% 0 TM/[TMN+FP]  Specificity/MPA  95% O
Viruses
Parainfluenza  Fresh /3 100.0% 43.8- 892/892 100.0% o0
wirus 4 100.0 100.0
Frazen  0/0 M A MA 1087 /1089 99.8% PR3-
R
Owerall  3/3 100.0% 43.8- 19791981 99.% P96
100.0 100.0
Respiralary Frash 73/76 P6.1% BE.%- 819/820 P9.9% ?e.3-
Syneyhial Virus 984 100.0
E_E' ]
v Frazen 139/144 R6.5% g2.1- 241,/945 P9.4% 8.9
985 PR E
Cwerall  212/220 96.4% 3.0 17601765 99.7% PR3-
F8.1 we9
Bacteria
Borcetele Fresh 272 100.0% 34.2- 893/893 100.0% 9.6
pentilF 100.0 100.0
Frazen 141 100.0% 20.7- 1082/10BE8 99.4% 8.8-
100.0 wer
Owerall  3/3 100.0% 43.8- 197571981 99.7% Be.3-
100.0 R
Chiampalzphils  Frash 44 100.0% 51.0- 891 ,/891 100.0% Pb—
Oneumanios’ 100.0 100.0
Frazen 11 100.0% 20.7- 1087 /1088 99.9% P9.5-
100.0 100.0
Owerall  5/5 100.0% Sé.b— 19781979 99.9% eRr-
100.0 100.0
Myeopdaime Frash 18/18 100.0% BZ.4- 875,877 99.8% Be.2-
ERaumOnios 100.0 100.0
Frazen 141 100.0% 20.7- 1085/10B8 99.7% e.2-
100.0 wee
Cwverall  19/1%9 100.0% B3.2- 19601965 99.7% P9.4-
100.0 oee

@ Adenovirus wos detected in 3/4 FM specimens using an independent moleculor method. Adenowirus wos delected in
&,/ 16 FP specimens vsing an independent molecular method.
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