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Kayttotarkoitus

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit sarja on realtime RT-PCR esti, joka on tarkoitettu
SARS-CoV-2-viruksen nukleiinihappojen  kvalitatiiviseen havaitsemiseen nendnielundytepuikoista
(Nasopharyngeal Swab, NPS), nendnaytepuikoista ja suunielundytepuikoista, joihin on kerdtty
ndyte henkil3ilta, joilla on COVID-19+audin merkkeijd ja oireita, tai henkilsiltd, joilla ei ole oireita
tai muita syitd epdgills COVID-19-artuntaa. Puhtaasta sylkindytteesta tehty testi on tarkoitettu

henkildille, joilla on taudin merkkeija tai oireita tai joilla epailldén COVID-194artuntaa.

Se on tarkoitettu avuksi COVID-19-+audin diagnosointiin infektion akuutissa vaiheessa kliinisten

havaintojen, potilashistorian ja epidemiologisten tietojen valossa.

arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarja on tarkoitettu ammattikayttdjien, kuten koulutetun
ja erityisesti realtime RT-PCR- ja in vitro -diagnostisista toimenpiteissd koulutusta saaneen

kliinisen laboratoriohenkildston, kayttédn molekyylibiologisessa laboratorioymparistdssa.

Negatiiviset tulokset eivat sulie pois SARS-CoV-2-infektiota, eikd niitd tule kéyttdd ainoana

perusteena potilasta koskevissa hoitopadatdksissa.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kanssa kdytetadn Rotor-Gene Q MDx System-,
ABI 7500 Fast Dx-, QuantStudio 5 Dx-, cobas z 480- tai CFX96 Dx -laitetta real-time

PCR -jarjestelména.
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Kuvaus ja toimintaperiaate

Patogeenitiedot

Koronavirukset, Coronaviridae-heimon alaheimo, ovat suuria vaipallisia positiivissaikeisia
RNA-viruksia, jotka aiheuttavat erittdin virulenttia sairautta ihmisissa ja kotielGimissa (1).
Koronavirusten tiedetécn aiheuttavan kolmannes ihmisten flunssainfektioista, ja ne ovat

tunnettu nosokomiaalisen yléhengitystieinfektion aiheuttaja keskosilla (2).

Uusi koronavirusheimon laji aiheutti hengitystiesairausepidemian Kiinassa Wuhanissa (1, 3).
Ensin uudeksi koronavirukseksi (2019-nCoV) nimetty SARS-CoV-2-virus eroaa SARS-CoV-
viruksesta (1, 3), joka aiheutti epidemian vuonna 2003, seké MERS-CoV-viruksesta, joka on
kiertanyt Lahi-idassé vuodesta 2012 alkaen. SARS-CoV-2 on COVID-19-taudin aiheuttaja.
SARS-CoV-2-viruksen RNA on havaittavissa infektion aikaisessa vaiheessa ja akuutissa
vaiheessa useista erilaisista ylahengitystienaytteista (ndytepuikkondyte nendstd, suunielusta ja

nendnielusta) ja puhtaista sylkinaytteistd (3).

realtime RT-PCR -mddrityksistd  on tullut  SARS-CoV-2-diagnosoinnin  kultastandardi
potilashistorian ja SARS-CoV-2-epidemiologian arvioinnin lisdnd. Euroopan tautienehkdisy- ja
valvontakeskus (European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) on ehdottanut
realtime RT-PCR:48n perustuvia madrityksié yhdessd immuunimadrityksen kanssa infektiotilan

valvontaan ja epidemian hallintaan liittyvien rajoitustoimenpiteiden tehon arviointiin (4, 5).

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit on suunniteltu kattamaan kaksi N-geenin kohdetta (N1-
ja N2-geenit), jotka havaitaan samalla fluoresenssikanavalla. Néité kahta kohdetta ei erotella
toisistaan, vaan fluoresenssisignaali syntyy kumman tahansa tai kummankin kohteen
monistumisesta. Positiiviset tulokset viittaavat SARS-CoV-2-viruksen lasnéoloon mutta eivét sulje
pois muiden patogeenien aiheuttamaa samanaikaista infektiota. Toisaalta negatiiviset

realtime RT-PCR -tulokset eivét sulje pois infektion mahdollisuutta.
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Yhteenveto ja selitykset

arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarja koostuu kéayttévalmiista jarjestelméstd, johon
kuuluu yksinkertainen néytteenvalmisteluvaihe, jota seuraa SARS-CoV-2-viruksen RNA:n
havaitseminen realtime RT-PCR -menetelmalld RGQ MDx -jarjestelmén tai ABI 7500 Fast Dx-,
CFX96 Dx-, cobas z 480- tai QuantStudio 5 Dx -laitteen avulla (kuva 1).

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri sis@ltaa tarvittavat reagenssit ja entsyymit SARS-CoV-2-
viruksen RNA-genomin 72 emdsparin (base pair, bp) ja 67 emésparialueen spesifiin
monistamiseen ja suoraan havaitsemiseen RGQ MDx -laitteiden Green-fluoresenssikanavalla
ja ABI 7500 Fast Dx-, CFX96 Dx-, cobas z 480- tai QuantStudio 5 Dx -laitteiden FAM-
fluoresenssikanavalla.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan Primers-alukeseokset ja Probeskoetinseokset
sisaltavat myds RNaasi P -monistuksiin tarvittavat oligonukleotidit. Jos monistumista havaitaan
RGQ MDx -laitteen  Yellow-fluoresenssikanavalla tai  ABI 7500 Fast Dx-, CFX96 Dx-,
cobas z 480- tai QuantStudio 5 Dx -aitteen VIC/HEXkanavalla, biologista naytetta ei ole
keratty riittavasti.  Tama  kontrolli on  tarked biologisten ndytteiden  olemassaolon
varmistamisessa  SARS-CoV-2-negatiivisissa ndytteissd. Monistamisen on aina oltava

havaittavissa, muuten ndytteen laatu on kyseenalainen.

artus  SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarja  sisaltdd myds kolmannen  rinnakkaisen
monistusjariestelmdn, jonka avulla voidaan havaita mahdollinen realtime RT-PCR:n estdja. Sen
osoittaa sisdinen RNAkontrolli (Infernal Control, IC) RGQ MDx -aitteiden Red-luoresenssikanavalla
tai  ABI 7500 Fast Dx,, CFX96 Dx-, cobas z480- tai QuantStudio 5 Dx  -laitteiden
Cy5/ATTO647Nkanavalla. Koska SARS-CoV-2 Amp Primers Mix -alukeseokseen kuuluu sisdinen
kontrolli, sen monistuksen pitdisi olla tasainen, ellei nGytteessa tai PCR-reaktiossa ole monistuksen

estavad tai sitd viivastyttavad realtime RT-PCR:n estdjaa.

Ulkoiset positiiviset ja negatiiviset kontrollit (mallitomina kontrolleina [No Template Control,
NTC] SARS-CoV-2 Positive Control kontrolli ja nukleaasiton vesi) toimitetaan osana artus
SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjaa PCR-vaiheen suorituskyvyn tarkistamista varten.
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Eristdmattdmyyskontrollin - kayttamistd (SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuria kdytetdén

eristamattdmyyskontrollina [No Extraction Control, NEC]) suositellaan voimakkaasti, jotta

voidaan varmistaa, ettd valmistelupuskurissa ei ole real-time RT-PCR:n estgjia.

Naiden kontrollien yhdistelmalla valvotaan kaanteisen transkription ja PCR-vaiheiden tehoa.

Naytteen/ndyttei
den valmistelu

Padseoksen
valmistelu (vain
ensimmdinen
kayttskerta)

Reaktioseoksen
valmistelu

Jaa alikvootteihin Kuumennus,
— 50-200 pl 70 °C 10 min Jadhdytys,

Nayte ndytettd = lédmpélaatalla = 4 °C 5 min —
(NPS)/(OPS)/(NS) g \i > W 5 T

1. Nesteytysvaihe: kuumenna néytettd 95 °C:ssa 15 min
2. Jako alikvootteihin ja kuumennusvaiheet

Kuumennus, Pida
Jaa alikvootiksi 95 °C 15 min huoneenldmm

Nayte (sylki] 50 pl naytettd . % lédmpélaatalla e% &ssd 5 min . ?
> \’ \/ »

v

Lisaa ROX-vari SARS-CoV-2 UM
Amp Buffer -puskuriin

+IC

5 ROX® > SARS-CoV-2

: reference dye UM Amp

: ~7 Buffer -puskuri

E Koosta Amp

1 Primers -alukkeet + IC =
] SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 »

: Internal Control * Amp Primers i

5 Koosta

! — reaktioseos =
| 5. SARSCoV:2 UM . 5 SARSCoV:2 Amp T
i Amp Buffer + ROX Primers -alukkeet

(jatkuu seuraavalla sivulla)
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(jatkuu edelliseltd sivulta)

Méérityksen
valmistelu

1. Prep

Buffer -puskuri

Méaérityksen
valmistelu
2. Nayte

Méaérityksen
valmistelu
3. Reaktioseos

Lisaa 8 pl vettd NEC-kuoppiin
10 pl vetts NTC-kuoppiin

Vesi NTC:ta varten

SARS-CoV-2

Lisad 2 pl Prep Buffer -puskuria
NEC- ja ndytekuoppiin

UM Prep Buffer

-puskuri

Liséa 8 pl naytettd

>
Nayte -
> |
ac lolete)
38 i

Liséa 15 pl reaktioseosta (kaikkiin
kuoppiin)

<l

Liséa 10 pl positiivista kontrollia

Madrityksen i SARS-CoV-2 kuoppaan N 3
valmistelu ; Positive Control = !
4. Positiivinen | |
kontrolli e e P T P PP T PR PR :
§ RT-PCR artus SARS-CoV-2 Kéytettavissa olevat RT-PCR- §
i | Vaiheet Syklit Aika Lampétila laitteet: 1
© | Kaanteinen transkriptio - 10 min 50°C * Rotor-Gene® Q MDx ;
RT-PCR i Akfivointi _ % wiiin 95 °C — e ABI® 7500 Fast Dx i
' . i0® 1
1| Denaturointi 40 5s 95°C Q\Lcntjtudlo 5Dx !
* | Kiinnittyminen/jatko * 30s 58 °C ° copas MZ 480 i
i o CFX96™ Dx :
Kuva 1. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan tyonkulku
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisaltd

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit

Tuotenumero 4511460 4511469
Reaktioiden mddra 768 3072
Putken  Kannen Putken funnus Maéra (pl)  Maara (pl)
vari véri
Kirkas Keltainen SARS-(;OV—Q UM Prep Buffer - Preparation Buffel: 2 %930 8 x 930
puskuri (Valmistelupuskuri)
Kirkas Sininen SARS CoV-2 L.JM Amp Master Mix (Pddseos) 4 x 1440 16 x 1440
Buffer -puskuri
) T SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes 16 x 1680
e Ve Primers -alukkeet (Alukkeet ja koettimet) 405 et x
Kirkas Vihred  SARS.CoV-2 Internal Conirol  ternal Control (IC) 1x1390  4x1390
(Siscinen kontrolli (IC))
Kirkas Punainen SARS-CoV-2 Positive Control Posi!ixe.Control i 1 %220 4 x 220
(Positiivinen kontrolli)
Kirkas  ikas  Water for NTC (NTCwvesi) m;g; INTC) (Vesi 1x1900  4x 1900
Kirkas Kirkas ROX Reference Dye -viitevdri ROX Dye (ROX-vdri) 1x210 4x210
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Tarvikesarjan osat

Reagenssit

Jokaisen putken reagenssimadrdat on optimoitu kahdeksalle 96 naytteen erélle (768 reaktion
sarja) tai kolmellekymmenellekahdelle (32) 96 reaktion erdlle (3 072 reaktion sarja), mukaan
lukien positiivinen kontrolli (Positive Control, PC), malliton kontrolli (No Template Control, NTC)

ja eristamattomyyskontrolli (No Extraction Control, NEC).

Naytteitd voidaan kasitelld ajossa enemman tai véhemmén, mutta talldin reagenssien kayttod
ei ole tehokasta. Useiden pakastus-sulatusjaksojen vdlttamistd suositellaan. Reagensseista

voidaan muodostaa alikvootteja, jotta useita pakastus-sulatusjaksoja voidaan valttaa.

Alukkeet ja koettimet

SARS-CoV-2-sekvensseihin  kohdennetut alukkeet ja koettimet perustuvat Yhdysvaltain
tautikeskuksen (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) suunnittelemiin alukkeisiin

ja koettimiin.

Kontrollit ja kalibraattorit

Maéritys sisaltaa 5 kontrollia, joilla valvotaan realtime RT-PCR -reaktion tehoa.

Sisdinen kontrolli (Internal Control, IC): Sisginen kontrolli on yksisdikeinen IVT-RNA, joka
vahvistaa kddnteisen transkription mahdollisesti estévien kontaminanttien lésndolon. Sisdinen
kontrolli valvoo myds kadnteisen transkription tehoa mallitomassa kontrollissa (No Template

Control, NTC) ja eristamattémyyskontrollissa (No Extraction Control, NEC).

Malliton kontrolli (No Template Control, NTC): Malliton kontrolli on nukleaasitonta vetta.
Lisdamalla sitd PCR-levyyn voidaan varmistaa, ettei PCR-levyn valmistelun aikana néytteisiin

padse kontaminantteja, jotka voisivat vadristéd SARS-CoV-2-kohteiden tulkintaa.
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Positiivinen kontrolli (Positive Control, PC): Positiivinen kontrolli on kaksoiskierteinen DNA, joka
on monistettu SARS-CoV-2-alukkeilla ja -koettimilla (P&P-seos). Sen havaitseminen vahvistaa

PCR-monistusvaiheessa kaytettdvan reagenssin toimivuuden.

Eristamattdmyyskontrolli (No Extraction Control, NEC): Eristamattdmyyskontrolli  koostuu
SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskurista. Késittelemdllé se kliinisten néytteiden rinnalla voidaan
varmistaa, ettei naytteen valmistelun aikana naytteisiin padse kontaminantteja, jotka voisivat
vaaristad SARS-CoV-2-kohteiden tulkintaa.

Naytteenoton kontrolli: Naytteenoton kontrolli havaitsee RNaasi P -geenin ja on tarked
biologisen ndytteen olemassaolon varmistamisessa SARS-CoV-2-negatiivissa ndytteissd.
Naytteenoton kontrollin monistuksen pitda aina olla havaittavissa, muuten naytteen laatu on

kyseenalainen.

Alustat ja ohjelmisto

Varmista ennen kéyttdd, ettd laitteet on huollettu ja kalibroitu valmistajan suositusten mukaan.
Tata sarjaa voi kayttad viidessa eri tydnkulussa, joissa tarvitaan realtime RT-PCR -tekniikkaa
kayttavia laitteita ja niihin kuuluvia ohjelmistoja:

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM: Rotor-Gene Q -ohjelmistoversio 2.3.1 tai uudempi

e ABI 7500 Fast Dx: SDS-ohjelmistoversio 1.4.1 tai uudempi.

e CFX96 Dx ja CFX Manager Dx -ohjelmistoversio 3.1.3090.1022 tai uudempi

® cobas z 480 ja LightCycler® 480 SW UDF -versio 2.0.0 tai uudempi

® QuantStudio 5 Dx ja QuantStudio 5 Dx IVD -ohjelmistoversio 1.0.1 tai uvudempi ja
QuantStudio 5 Dx TD -ohjelmistoversio 1.0.1 tai uudempi.
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Tarvittavat materiaalit, jotka eivat kuulu
toimitukseen

Tarvikkeet ja valineet

Yleiset tarvikkeet ja valineet

Péytamallinen sentrifugi, jossa on roottori 2 ml:n reaktioputkille
Pipetteja (saddettavid)

Vortex-sekoitin

Laattaldmmitin

Kertakéyttoiset, puuterittomat kasineet

Steriileja ja nukleaasittomia suodattimellisia pipettikarkia

1,5 ml:n tai 2 ml:n putkia (ei PCR)

96-kuoppaiselle levylle sopiva sentrifugilaite

Alustakohtaiset tarvikkeet ja valineet

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laite

0,1 ml:n PCR-putket kaytettaviksi Rotor-Gene Q MDx -laitteessa (Strip Tubes and Caps,
0.1 ml, tuotenro 981103).
72-Well Rotor (tuotenro 9018903) ja Locking Ring 72-Well Rotor (tuotenro 9018904)

ABI 7500 Fast Dx -laite

96-kuoppainen MicroAmp™ (Thermo Fisher Scientific, tuotenro N8010560)
MicroAmp Optical Adhesive -kalvo (Thermo Fisher Scientific, tuotenro 4360954)
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CFX96 Dx -laite
® 9b6kuoppainen  Hard-Shell®-PCR-levy,  matala,  ohutseindinen,  reunuksellinen,
valkoinen/kirkas (Bio-Rad Laboratories Inc., tuotenro HSP9601)

® Microseal B -sinetdintikalvo PCR-levylle, liimautuva, optinen (Bio-Rad Laboratories Inc.,
tuotenro MSB1001).

cobas z 480 -laite

e LightCycler 480 -monikuoppalevy, valkoinen (Roche Group, tuotenro 04729692001).

e LightCycler 480 -sinetdintikalvo (Roche Group, tuotenro 04729757001).

QuantStudio 5 Dx -laite

® 9bkuoppainen, kirkas MicroAmp EnduraPlate™ Optical -reaktiolevy (Thermo Fisher
Scientific, tuotenro A36924)

® MicroAmp Optical Adhesive -kalvo (Thermo Fisher Scientific, tuotenro 4360954)
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Varoitukset ja varotoimet

Huomaa, eftd saatat joutua tarkistamaan paikalliset maaraykset laitteeseen liittyvien vakavien
vaaratilanteiden raportoinnista valmistajalle ja kaytdjén ja/tai potilaan oleskelumaan

toimivaltaiselle viranomaiselle.
Turvallisuustiedot

Tyoskenneltaessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakdyttdkdsineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kayttdturvallisuustiedotteista
(Safety Data  Sheets, SDS). Ne ovat saatavana PDF-iedostoina  osoitteessa
www.giagen.com/safety. Voit hakea, lukea ja tulostaa kaikkien QIAGEN-sarjojen ja niiden

osien kaytdturvallisuustiedotteet.

K&ytd aina asianmukaisia suojavarusteita, mukaan lukien kertakayttiset, puuterittomat
késineet, laboratoriotakki ja suojalasit. Suojaa iho, silmét ja limakalvot. Vaihda késineitd usein

kasitellessasi naytteitd.

Kaikkia naytteitd on kasiteltava mahdollisesti vaarallisina. Noudata aina varotoimia, jotka on
kuvattu sovellettavissa ohjeistuksissa, kuten Clinical and Laboratory Standards Institute®
Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections, Approved

Guidelines (M29), tai muissa soveltuvissa asiakirjoissa.

Naytteet voivat olla tartuntavaarallisia. Havitd ndyte- ja madritysjate paikallisten

turvallisuuskaytantdjen mukaisesti.
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https://www.qiagen.com/gb/support/qa-qc-safety-data/safety-data-sheets/

Varotoimet

® Noudata vakiomuotoisia laboratorio-ohjeita tydalueen puhtaana ja

kontaminoitumattomana pitamisestd. Osoita RNA:n kasittelylle erillinen alue vélineineen.

® Valta ristikontaminaatiota noudattamalla hyvia laboratoriokéyténtsja.

® Pyri huolellisesti valtdmaan RNaasi-kontaminaatio tutkimuksen aikana ja kaytd

RNaasittomia astioita.

® Varmista tietojen, erityisesti ndytetunnisteiden, hyva jdljitettavyys.
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Reagenssien sdilytys ja késittely

Kaikki kaikkien osien pakkauksiin ja efikefteihin painetut viimeistd kayttopdivamaarad ja
sdiilytystd koskevat ohjeet on huomioitava. Alé kaytd vanhentuneita tai virheellisesti silytettyja

komponentteja.

arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjaa voidaan sdilyttaa -30...-15 °C:ssa é kuukautta

tai viimeiseen kayhopaivaan asti.
Naytteiden kuljetus, sdilytys ja kéasittely

arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit on tarkoitettu kaytettavéksi nendnielu-, nené- ja
suunielundytepuikkojen seka puhtaiden sylkingytteiden kanssa. Kaikkia naytteitd on kasiteltava
mahdollisesti vaarallisina. Yhdysvaltain tautikeskus (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) sekd Public Health England -viranomainen ovat antaneet ohjeistuksen
kliinisten ndytteiden ottamisesta, késittelysta ja testauksesta. Katso lisGohjeita ndista ohjeista

tai muista soveltuvista kansallisista ohjeistavista laboratorioprotokollista.

Nendnielu-, nené- ja suunielundytteiden ottaminen, kuljettaminen ja sailyttdminen

Katso  tavarantoimittajan  suositukset puikkondytteiden ottamisesta, sdilytyksestd ja
kuljetuksesta. Puikot on upotettava kokonaan kuljetusaineeseen, jotta néyte on luotettava.

Nendnielunaytteet pysyvat stabiileina ja niitd voidaan sailyttaa

® 4 °C:ssa (2-8 °C:ssa) enintdén 72 tuntia

® —70 °C:ssa kaksi viikkoa.

Nendnielunaytteet pysyvat stabiileina kolmen pakastus-sulatusjakson ajan.
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Puhtaiden sylkingytteiden ottaminen, kuljettaminen ja sdilyttaminen

Puhtaat sylkindytteet taytyy kerata steriileihin astioihin ilman sdildntaaineita, puskureita tai

muita lisdaineita.
Puhtaan syljen otto-ohjeet:

® Valta yskimista ennen puhtaan sylkindytteen oftamista.

e Ald sy, juo, tupakoi, polta séhkstupakkaa, pureskele purukumia tai harjaa hampaita

30 minuuttiin ennen puhtaan sylkindytteen ottamista.

e Hammastoimenpiteitd tai -tutkimuksia ei saa tehdd 24 tuntiin ennen puhtaan sylkinaytteen

oftamista.

Puhtaat sylkindytteet pysyvat stabiileina ja niitd voidaan sailyttad
® huoneenlamméssd (18-26 °C) enintddn 72 tuntia
® 4 °C:ssa (2-8 °C:ssa) enintaan 72 tuntia

e yhdistelmasailytyksessa ensin huoneenldmméssd, sitten 4 °C:ssa, sitten =20 °C:ssa

(-30...=15 °C:ssa) enintaan 12 vuorokautta

® 20 °C:ssa (-30...-15 °C:ssa) enintdan 1 kuukauden.

Puhtaat sylkindytteet pysyvét stabiileina kolmen pakastus-sulatusjakson ajan.

Jos naytteiden  sdilytysolosuhteet  poikkeavat  ndistd  ohjeista, huolehdi  omien

sailytysolosuhteidenne validoinnista.
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Protokolla: néytteen valmistelu ja SARS-CoV-2-
viruksen tunnistus RGQ MDx 5plex
HRM Haitteella

Tassa  protokollassa  kuvataan, miten néytteet ja reaktime RT-PCR valmistellaan, jotta
SARS-CoV-2-kohteet voidaan tunnistaa ihmisen nendstd, nendnielusta ja suunielusta ofetuista,
kulietusaineeseen saildtyistc puikkondytteistd seké puhtaista sylkingytteistda RGQ MDx 5plex HRM

realtime RT-PCR -aitteella ja Rotor-Gene Q -ohjelmistoversiolla 2.3.1.49 (tai uudemmalla).

Tarkeitad huomioita ennen kuin aloitat

e Tarkista, ettd pakkaukseen ja kaikkien osien etiketteihin painettuja viimeisia kayttdpdivia
ja sailytysolosuhteita on noudatettu. Al kéytd vanhentuneita tai virheellisesti sailytettyjé

komponentteja.
e Kaytd hyvin huollettuja ja kalibroituja laitteita.

® Varo RNaasi-kontaminaatiota kokeen aikana ja kéytd nukleaasittomia muovitarvikkeita.

Ennen kuin aloitat

® Hengitystiendytteitd voi pitdd huoneenldmmdssa (15-25 °C) valmisteluvaiheiden ja
reaktion valmistelun aikana, mutta ne suositellaan pitdmaan jdissa tai 4 °C:ssa

jaahdytystelineessa.

e Sylkindytteet voidaan pitdd jdissd tai 4 °C:ssa jadhdytystelineessd, mutta ne suositellaan
Y! P | | Y

pitdmé&an huoneenldmméssa (15-25 °C) valmisteluvaiheiden ja reaktion valmistelun aikana.

® Anna ennen kéayttdd SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskurin, SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer -puskurin, SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden, SARS-CoV-2 IC -sisdisen
kontrollin, veden mallitonta kontrollia varten ja positiivisen SARS-CoV-2 Positive Control
-kontrollin sulaa kokonaan huoneenldmméssa. Sailytd putkia huoneenldmméssé ennen

kayttdd ja suojaa ne valolta.
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® Homogenisoi SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuri ja SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer -puskuri ennen kayttdd kaantémdlla ne ylésalaisin 2-3 kertaa (dlé kéytd vortex-
laitetta) ja pydrayttamalld niitd sitten nopeasti. Kaikki muut yksittéiset reagenssit voidaan
homogenisoida pulssivorteksoimalla niitd 3-5 sekunnin ajan tai kaantamalla ne

ylésalaisin 2-3 kertaa ja pyérayttamallé niitd sitten nopeasti.

® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuri estdd havaitsemisvaiheessa kliinisissé ndytteissa
olevat RNaasit, mutta se ei ole viruksia inaktivoiva livos. Kaikkia naytteitd on kasiteltava

mahdollisesti vaarallisina.

e Varmista, ettd realtime RT-PCR -tekniikkaa kayttavan alustan jaksot vastaavat tassé

protokollassa annettuja ohjeita.
® Reagenssit voidaan jakaa alikvootteihin useiden pakastus-sulatusjoksojen valtamiseksi.
® Valmistele reaktioseos juuri ennen ké&yttdd (< 2 h ennen RT-PCR-levyn ajon aloittamista).

e Kontaminaation vélttémiseksi néytteen ja RT-PCR:n valmistelut tulee tehdd eri alueilla.

Toimenpide

Naytteen valmistelu: Noudata hengitystiendytteiden (nend-, suunielu- ja
nendnielundytepuikkojen) kasittelyssa vaihetta 1. Siirry sylkingytteiden kasittelyssa

vaiheeseen 2.

1. Hengitystiendytteet (nend-, suunielu- ja nendnielundytepuikot):
la. Vorteksoi naytteen sisdltavad ndytepuikkoa voimakkaasti.
Tb. Jaa 50-200 pl naytetta alikvooteiksi 1,5 ml:n ei-PCR-putkiin.
lc. Lammita laattalammittimelld 70 °C:ssa 10 minuuttia. Jadhdyta naytteitd jailla
ainakin 5 minuuttia ja pidd naytteet sitten jGissd tai 4 °C:ssa.
2. Sylkinaytteet:
2a. Nesteytys (pipetoinnin helpottamiseksi): kuumenna sylkindytetta 95 °C:ssa 15 min
(madrittelematon maard, astia ja lammityslaite).
2b. Homogenoi nayte pipetoimalla varovasti ylés ja alas 8-10 kertaa.

2¢c. Tee 50 pl:sta naytetta alikvootti 1,5 ml:n ei-PCR-putkeen.
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2d. Lammita laattaldmmittimella 95 °C:ssa 15 minuuttia ja pidd sitten naytettd
huoneenldmméssa ainakin 5 min ennen PCR-kuoppaan tai -putkeen lisgamista.
3. Valmistele ensimmaiselld kayttdkerralla SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri ROX
Reference Dye -viitevérill&.
3a. Liséa 32,8 pl ROX-varia yhteen SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -putkeen.
3b. Sulje SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskurin ja ROX-vérin sisaltavan putken korkki ja
kéanna putki ylésalaisin kolme kertaa.
3c. Pydrayta ROX-varin sisaltava SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri putken pohijalle.
4. Valmistele tayttd RGQ MDx -levyéd (72 kuoppaa) varten SARS-CoV-2 Amp
Primers -alukkeiden ja SARS-CoV-2 Internal Control -sisdisen kontrollin alikvoottiseos.
4a. Siirrd vaaditut maarat SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeita ja SARS-CoV-2 Internal
Control -sisaistd kontrollia taulukon 1 mukaan uuteen 1,5 ml:n ei-PCR-putkeen.
4b. Sulje korkki ja kaanna putki ylésalaisin kolme kertaa tai pulssivorteksoi putkea
3-5 sekuntia.
4c.  Pyodrayta sisdisen kontrollin sisdltavéat SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeet putken
pohjalle.

Taulukko 1. SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seoksen valmistelu

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seos Reaktioiden lukumdéré
Médrd (pl)

. i Lopullinen 72 rxn
Reagenssit Varastopitoisuus pitoisuus 1rxn (+20 %:n lisétilavuus*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 626,4
SARS-CoV-2 Internal Control ]66,6;plioplofc 10 kopiota/pl 1,5 129,6
SARS-CoV-2 Amfu Primers + 8,75 756
IC -seos yhteensd

*

Huomautus: SGada SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden ja SARS-CoV-2 Internal Control -sisdisen kontrollin maarat
testattavien ndytteiden lukumé&drén mukaan. Lisétilavuus kompensoi tyhjén tilavuuden.

5. Valmista reaktioseos taulukon 2 mukaan ja sekoita perusteellisesti kaantamalla putki

ylésalaisin kolme kertaa.
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Taulukko 2. Reaktioseoksen valmistelu

RT-PCR-reaktioseos Reaktioiden
lukumdéra Madra
(pl)

. - Lopullinen 72 rxn
Reagenssit Varastopitoisuus pitoisuus 1 rxn (+20 %:n lisatilavuus®)
SARS-CoV-2 UM Amp Buffer + Ix Ix 6,25 540
ROX -seos
SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seos 2,9x 1x 8,75 756
Reaktioseoksen kokonaisméadra - 15,00 1296

* Huomautus: Saada SARS-CoV-2 Amp Buffer -puskurin ja SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden méérét testattavien

o

ndytteiden lukumaaran mukaan. Lisdtilavuus kompensoi tyhjan tilavuuden.

Annostele 8 pl nukleaasitonta vettd NEC-kontrollin PCR-putkeen.

Lisaa 10 pl nukleaasitonta vettd NTC-kontrollin PCR-putkeen.

8. Annostele 2 pl SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuria jokaiseen NEC-kontrollille ja

valmistelluille naytteille maaritettyyn PCR-putkeen.

Lisaa 8 pl valmisteltua naytetta PCR-putkeen, jossa on SARS-CoV-2 UM Prep

Buffer -puskuria. Sekoita pipetoimalla ylés ja alas viisi kertaa.

. Lisaa 15 pl vaiheessa 5 valmisteltua reaktioseosta naytteiden ja kontrollien putkiin

(esimerkki kuvassa 2). Sekoita pipetoimalla yls ja alas viisi kertaa ja sulje sitten
PCR-putkien korkit, paitsi positiiviseksi SARS-CoV-2 Positive Control -kontrolliksi varatun
putken korkki.

Huomautus: sulje putket tiukasti, jotta ristikontaminaatiota ei pddse tapahtumaan.

. Lisaa 10 pl positiivista SARS-CoV-2 Positive Control -kontrollia sille varattuun

PCR-putkeen. Sekoita pipetoimalla ylés ja alas viisi kertaa.

. Aseta RGQ MDx 5plex HRM -laitteen RT-PCR-ohjelma taulukon 3 ohjeiden mukaisesti.

Huomautus: tiedonkeruu tulee tehda kiinnittymis-/jatkovaiheen aikana.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kayttdohije (kasikirja) 01/2022

21




13. Aseta putket reaaliaikaiseen PCR-laitteeseen (esimerkki putkien asettelusta on kuvassa 2)

ja kaynnista ohjelma taulukon 3 ohjeiden mukaisesti.

Huomautus: noudata huolellisesti samaa putkien sijoittamista ja jarjestystd madrityksen

aseftamisen ja reaaliaikaisen jaksotuksen aikana.

Taulukko 3. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM -ohjelma

2-vaiheinen jaksotus

Denaturointi 5s 95 40 Ei
Kiinnittyminen/laajeneminen 30's 58

Vaiheet Aika Lampétila (°C) Jaksojen madra Keruu
K&anteinen transkriptio 10 min 50 1 Ei
PCR:n alun lagmp&aktivointi 2 min 95 1 Ei

Green, Yellow ja Red

a8 8 o "

1: PC
2: NTC
3: NEC

» 4: Nayte 1
5. Nayte 2
6. Nayte 3
74

&
L) -
.

Kuva 2. Esimerkki putkien asettelusta RGQ MDx 5plex HRM -alustaan
14.Valitse New Run Wizard (Ohijattu uusi ajo) -valintaikkunasta Gain Optimisation

(Vahvistuksen optimointi) ja avaa Auto-Gain Optimisation Setup (Automaattisen

vahvistuksen optimoinnin asetukset).
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15.Tarkista, ettd kerdyskanavat on asetettu taulukon 4 mukaisesti.

Taulukko 4. RGQ MDx 5plex HRM -laitteen konfigurointi

Nimi PC-putken  Véhimméislukema Enimmdisluk Véhimmdisvahvistus ~ Enimméisvahvistus
paikka (FI) (FI)

Green 1* 5F 10l -10 10

Yellow I 5Fl 10l -10 10

Red 1* 5F 10Fl -10 10

*

Huomautus: asetfettava positiivisen SARS-CoV-2 Positive Control -kontrollin putken paikan mukaan.

16.Valitse Perform optimization before the first acquisition (Suorita optimointi ennen
ensimmaista keruuta).

17 . Aloita ajo.

18.Analysoi tulokset ajon lopussa (katso kohta Tulokset).
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Protokolla: néytteen valmistelu ja SARS-CoV-2-
viruksen tunnistus ABI 7500 Fast Dx aitteella

Téma on protokolla SARS-CoV-2-kohteiden valmisteluun ja tunnistamiseen ihmisen nendstq,

nendnielusta tai suunielusta otetuista, kulietusaineessa sdilytetyista puikkondytteista sekd puhtaista
sylkinaytteista realtime RT-PCR -tekniikkaa hyddyntavan ABI 7500 Fast Dx -laitteen avulla.

Tarkeitad huomioita ennen kuin aloitat

Tarkista, ettd pakkaukseen ja kaikkien osien etiketteihin painettuja viimeisic kayttdpaivia
ja sailytysolosuhteita on noudatettu. Ald kéytd vanhentuneita tai virheellisesti sailytettyja
komponentteja.

Kayta hyvin huollettuja ja kalibroituja laitteita.
Varo RNaasi-kontaminaatiota kokeen aikana ja kaytd nukleaasittomia muovitarvikkeita.

ABI 7500 Fast Dx -laitetta kéytettdessd ROX-véri on lisdttéva pédseosputkeen ennen
ensimmadistd kdyttokertaa.

Ennen kuin aloitat

® Hengitystiendytteitd voi pitdd huoneenldmméssa (15-25 °C) valmisteluvaiheiden ja
reaktion valmistelun aikana, mutta ne suositellaan pitémé&an Gissa tai 4 °C:ssa
jaahdytystelineessa.

e Sylkindytteet voidaan pitdd jGissa tai 4 °C:ssa jGdhdytystelineessd, mutta ne suositellaan
pitdmaan huoneenldmméssa (15-25 °C) valmisteluvaiheiden ja reaktion valmistelun aikana.

® ROX-varin kéayttd on pakollista ABI 7500 Fast Dx -laitetta kaytettessd.

e Tiedonkeruussa on kaytettdvé passiivisen ROX-vérin asetusta.

® Anna ennen kéayttdd SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskurin, SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer -puskurin, SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden, SARS-CoV-2 IC -sisgisen
kontrollin, veden mallitonta kontrollia varten ja positiivisen SARS-CoV-2 Positive Control
-kontrollin sulaa kokonaan huoneenldmméssa. Sailytd putkia huoneenldmméssé ennen
kayttdd ja suojaa ne valolta.
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Homogenisoi SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuri ja SARS-CoV-2 UM Amp

Buffer -puskuri ennen kayttdd kaantémdlla ne ylésalaisin 2-3 kertaa (dlé kéytd vortex-
laitetta) ja pydrayttamalld niitd sitten nopeasti. Kaikki muut yksittéiset reagenssit voidaan
homogenisoida pulssivorteksoimalla niitd 3-5 sekunnin ajan tai kaantamalla ne
ylésalaisin 2-3 kertaa ja pyérayttamallé niitd sitten nopeasti.

SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuri estdd havaitsemisvaiheessa kliinisissa ndytteissa
olevat RNaasit mutta ei ole viruksia inaktivoiva livos. Kaikkia néytteitd on kasiteltava
mahdollisesti vaarallisina.

Varmista, ettd realtime RT-PCR -tekniikkaa kayttavan alustan jaksot vastaavat tassd
protokollassa annettuja ohjeita.

Reagenssit voidaan jakaa alikvootteihin useiden pakastus-sulatusjaksojen valtamiseksi.

Valmistele reaktioseos juuri ennen kéytdd (< 2 h ennen RT-PCR-levyn ajon aloittamista).

Kontaminaation vélttamiseksi néytteen ja RT-PCR:n valmistelut tulee tehdd eri alueilla.

Toimenpide

Naytteen valmistelu: Noudata hengitystiendytteiden (nend-, suunielu- ja
nendnielundytepuikkojen) kasittelyssa vaihetta 1. Siirry sylkingytteiden kasittelyssa

vaiheeseen 2.
. Hengitystienaytteet (nend-, suunielu- ja nendnielundytepuikot):

la. Vorteksoi naytteen sisdltavad ndytepuikkoa voimakkaasti.

Tb. Jaa 50-200 pl naytetta alikvooteiksi 1,5 ml:n ei-PCR-putkiin.

lc. Lammita laattaldmmittimelld 70 °C:ssa 10 minuuttia.

1d. Jaahdyta naytteitd jdilla ainakin 5 minuuttia ja pida naytteet sitten jdissa tai
4 °C:ssa.

. Sylkindytteet:

2a. Nesteytys (pipetoinnin helpottamiseksi): kuumenna sylkingytettd 95 °C:ssa 15 min
(madrittelematon maard, astia ja lammityslaite).

2b. Homogenoi néyte pipetoimalla varovasti ylés ja alas 8-10 kertaa

2c. Tee 50 pl:sta naytetta alikvootti 1,5 ml:n ei-PCR-putkeen.
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2d. Lammita laattaldmmittimella 95 °C:ssa 15 minuuttia ja pidd sitten naytettd

huoneenldmméssa ainakin 5 min ennen PCR-kuoppaan tai -putkeen lisgamista.
3. Valmistele ensimmaiselld kayttdkerralla SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri ROX

Reference Dye -viitevérill&.

3a. Lisaa 32,8 pl ROX-varia SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -putkeen.
3b. Sulje SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskurin ja ROX-vérin sisaltévan putken korkki ja

kadanna putki ylésalaisin kolme kertaa.

3c. Pydraytd ROX-vérin sisaltava SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri putken pohijalle.
4. Valmistele tayttd ABI 7500 Fast Dx -levyd (96 kuoppaa) varten SARS-CoV-2 Amp
Primers -alukkeiden ja sisdisen SARS-CoV-2 Internal Control -kontrollin alikvoottiseos.
4a. Siirrg vaadittu maara SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeita ja SARS-CoV-2 Internal
Control -sisdistd kontrollia taulukon 5 mukaan uuteen 1,5 ml:n ei-PCR-putkeen.

4b. Sulje korkki ja kdanna putki ylsalaisin kolme kertaa tai pulssivorteksoi putkea

3-5 sekuntia.

4c.  Pydraytd sis@isen kontrollin sisaltavic SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeita, jotta

livos laskeutuu putken pohijalle.

Taulukko 5. SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seoksen valmistelu

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seos Reaktioiden lukumadra Madra
(0

. - Lopullinen 96 rxn
Reagenssit Varastopitoisuus pitoisuus 1 rxn (+20 %:n lisatilavuus®)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS.CoV-2 Infernal Control ] 66'62';"'["0"’ 10 kopiota/pl 1,5 172,8
SARS-CoV-2 AmP Primers + 8,75 1008
IC -seos yhteensd

* Huomautus: SGadd SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden ja SARS-CoV-2 Internal Control =siséisen kontrollin madrat

testattavien naytteiden lukumaaran mukaan. Lisatilavuus kompensoi tyhjan tilavuuden.

5. Valmista reaktioseos taulukon 6 mukaan ja sekoita perusteellisesti kdantamalla putki

ylésalaisin kolme kertaa.
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Taulukko 6. Reaktioseoksen valmistelu

RT-PCR-reaktioseos Reaktioiden lukumaard
Médrd (pl)
. i Lopullinen 96 rxn
Reagenssit Varastopitoisuus pitoisuus 1rxn (+20 %:n lisétilavuus*)

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer +

ROX -seos 4x 1x 6,25 720
SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seos 2,9x 1x 8,75 1008
Reaktioseoksen kokonaismadrd = 15,00 1728

*

Huomautus: Mukauta SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskurin ja SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden méérdd

testattavien ndytteiden madrén mukaan. Lisétilavuus kompensoi tyhjén tilavuuden.

6.
7.
8.

10.

11.

12.

13.
14.

Annostele 8 pl nukleaasitonta vettd NEC-kontrollin kuoppaan.
Lisaa 10 pl nukleaasitonta vettd NTC-kontrollin kuoppaan.

Annostele 2 pl SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuria seké NEC-kontrollin etté
valmisteltujen naytteiden kuoppiin.

. Lisaa 8 pl valmisteltua naytettd kuoppaan, jossa on SARS-CoV-2 UM Prep

Buffer -puskuria. Sekoita pipetoimalla ylés ja alas viisi kertaa.

Lisaa 15 pl vaiheessa 5 valmisteltua reaktioseosta néytteiden ja kontrollien kuoppiin
(esimerkki kuvassa 3). Sekoita pipetoimalla ylés ja alas viisi kertaa.

Lisada 10 pl positiivista SARS-CoV-2 Positive Control -kontrollia sille varattuun kuoppaan.
Sekoita pipetoimalla yls ja alas viisi kertaa.

Sulje PCR-levy tiiviisti, jotta ristikontaminaatiota ei padse tapahtumaan. Painele tasaisesti
koko levyn alueelta, jotta myds kuoppien vilit sulkeutuvat tiiviisti.

Sentrifugoi PCR-levy lyhyesti, jotta neste laskeutuu kuoppien pohjalle.

Valmistele realtime RT-PCR -menetelmdn ohjelma ABI 7500 Fast Dx -laitteen Standard
7500 -ajotilassa taulukon 7 ohjeiden mukaan.

Huomautus: Kun olet napsauttanut kohtia file (tiedosto) ja new (uusi), varmista, etté
madrityksend on Standard Curve (Absolute Quantitation) (Standardikéyrd [absoluuttinen
kvantitointi]) ja ajotilana on Standard 7500. Valitse reporttereiksi FAM, VIC ja Cy5 ja
sammuttajaksi None (Ei mitddn). Tietojen hankinnassa on oltava ROX passive reference

(passiivinen viitevari) -asetuksena.
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Huomautus: tiedonkeruu tulee tehda kiinnittymis-/jatkovaiheen aikana.
Huomautus: katso lisatietoja ABI 7500 Fast Dx -kayttéohjeesta.

15. Aseta levy reaaliaikaiseen PCR-laitteeseen (esimerkki putkien asettelusta PCR-levyssa on

kuvassa 3) kaynnista ohjelma taulukon 7 ohjeiden mukaisesti.

16. Valitse kaytdssa olevat kuopat ja kaytd FAM-, VIC- ja Cy5-raportointeja. Tiedonkeruussa

passiivisen ROX-vdrin asetuksen on oltava ON (Kaytdssd).

17. Tarkista, ettd ABl 7500 Fast Dx -laitteessa Standard Curve (Standardikayrd) -asetuksena

on Absolute Quantitation (Absoluuttinen kvantitointi).
18. Aloita ajo.

19. Analysoi tulokset ajon lopussa (katso kohta Tulokset).

Taulukko 7. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM -ohjelma

Vaiheet Aika Lampétila (°C) Jaksojen madra Keruu
Kadnteinen transkriptio 10 min 50 1 Ei
PCR:n alun lamp&aktivointi 2 min 95 1 Ei

2-vaiheinen jaksotus

Denaturointi 5s 95 40 Ei
Kiinnittyminen/laajeneminen 30s 58 FAM, VIC ja Cy5

Kuva 3. Esimerkki levyn asettelusta ABI 7500 Fast Dx -laitteessa
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Protokolla: néytteen valmistelu ja SARS-CoV-2-
viruksen tunnistus CFX96 Dx -aitteella

Tama on protokolla SARS-CoV-2-kohteiden valmisteluun ja tunnistamiseen ihmisen nendstd,
nendnielusta tai suunielusta ofetuista, kuljetusaineessa sailytetyista puikkonaytteista seka
puhtaista sylkingytteista CFX96 Dx -laitteella (Bio-Rad Laboratories Inc., tuotenro 1845097-
VD [optinen reaktiomoduuli] ja 1841000-IVD [lampdjaksotusmoduuli]) ja
CFX Manager Dx -ohjelmistoversiolla 3.1.309001022 tai uudemmalla.

Tarkeitad huomioita ennen kuin aloitat

e Tarkista, ettd pakkaukseen ja kaikkien osien etiketteihin painettuja viimeisia kayttdpdivia
ja sailytysolosuhteita on noudatettu. Al kéytd vanhentuneita tai virheellisesti sailytettyja

komponentteja.
® Kayta hyvin huollettuja ja kalibroituja laitteita.

e Varo RNaasi-kontaminaatiota kokeen aikana ja kayta nukleaasittomia muovitarvikkeita.

Ennen kuin aloitat

® Hengitystiendytteitd voi pitdd huoneenlémméssa (15-25 °C) valmisteluvaiheiden ja
reaktion valmistelun aikana, mutta ne suositellaan pitéméadn jGissa tai 4 °C:ssa

jaahdytystelineessa.

e Sylkingytteet voidaan pitad jdissa tai 4 °C:ssa jGdhdytystelineessé, mutta ne suositellaan
pitdmadn huoneenlamméssa (15-25 °C) valmisteluvaiheiden ja reaktion valmistelun

aikana.

® Anna ennen kayttdd SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskurin, SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer -puskurin, SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden, SARS-CoV-2 IC -sisdisen
kontrollin, veden mallitonta kontrollia varten ja positiivisen SARS-CoV-2 Positive Control
-kontrollin sulaa kokonaan huoneenldmmassa. Sailyta putkia huoneenldmmdssa ennen

kayttda ja suojaa ne valolta.
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® Homogenisoi SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuri ja SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer -puskuri ennen kayttéa kaantamallé ne ylésalaisin 2-3 kertaa (616 kéytd vortex-
laitetta) ja pydrayttamalla niita sitten nopeasti. Kaikki muut yksittdiset reagenssit voidaan
homogenisoida pulssivorteksoimalla niité 3-5 sekunnin ajan tai kaantamallé ne
ylésalaisin 2-3 kertaa ja pydrayttamallé niitd sitten nopeasti.

® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuri estdd havaitsemisvaiheessa kliinisissa ndytteissé
olevat RNaasit, mutta se ei ole viruksia inaktivoiva livos. Kaikkia naytteitd on kéasiteltava
mahdollisesti vaarallisina.

e Varmista, ettd realtime RT-PCR -tekniikkaa kayttavan alustan jaksot vastaavat tassé
protokollassa annettuja ohijeita.

® Reagenssit voidaan jakaa alikvootteihin useiden pakastus-sulatusjoksojen valtamiseksi.

® Valmistele reaktioseos juuri ennen kéyttdd (< 2 h ennen PCR-levyn ajon aloittamistal).

e Kontaminaation vélttémiseksi néytteen ja reaktime RT-PCR:n valmistelut tulee tehdd eri
alueilla.

Toimenpide:
Naytteen valmistelu: Noudata hengitystiendytteiden (nend-, suunielu- ja
nendnielundytepuikkojen) kasittelyssa vaihetta 1. Siirry sylkingytteiden kasittelyssa
vaiheeseen 2.

1. Hengitystiendytteet (nend-, suunielu- ja nenénielundytepuikot):
la. Vorteksoi naytteen sisdltavad ndytepuikkoa voimakkaasti.
Tb. Jaa 50-200 pl naytetta alikvooteiksi 1,5 ml:n ei-PCR-putkiin.
lc. Lammita laattaldmmittimelld 70 °C:ssa 10 minuuttia.
1d. Jaahdyta naytteitd jdilla ainakin 5 minuuttia ja pida naytteet sitten jdissa tai

4 °C:ssa.

2. Sylkinaytteet:

2a. Nesteytys (pipetoinnin helpottamiseksi): kuumenna sylkindytetta 95 °C:ssa 15 min
(madrittelem&ton maard, astia ja lammityslaite).

2b. Homogenoi néyte pipetoimalla varovasti ylés ja alas 8-10 kertaa.
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2¢c. Tee 50 pl:sta ndytetta alikvootti 1,5 ml:n ei-PCR-putkeen.
2d. Lammita laattalammittimella 95 °C:ssa 15 minuuttia. Pida naytetta sitten
huoneenldmméssa ainakin 5 min ennen PCRkuoppaan tai -putkeen lisGamistd.
3. Valmistele ensimmaisella kayttokerralla SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri ROX

Reference Dye -viitevarilla.
3a. Llisad 32,8 pl ROX-véria yhteen SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -putkeen.

3b.  Sulje SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskurin ja ROX-vérin siséltévén putken korkki

ja kaanna putki ylésalaisin kolme kertaa.

3c. Pydrayta ROX-varin sisdltava SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri putken pohijalle.

4. Valmistele taytta CFX96 Dx -levyd (96 kuoppaa) varten SARS-CoV-2 Amp

Primers -alukkeiden ja SARS-CoV-2 Internal Control -sisdisen kontrollin alikvoottiseos.

4a. Siirrg vaadittu maarag SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeita ja SARS-CoV-2 Internal

Control -sisdista kontrollia taulukon 8 mukaan uuteen 1,5 ml:n ei-PCR-putkeen.
4b. Sulje korkki ja kadanna putki ylésalaisin kolme kertaa tai pulssivorteksoi putkea

3-5 sekuntia.
4c. Pydrayta sisdisen kontrollin sisdltavia SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeita, jotta

livos laskeutuu putken pohjalle.

Taulukko 8. SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seoksen valmistelu

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seos Reaktioiden lukumddrd
Maaré (pl)

. - Lopullinen 96 rxn
Reagenssit Varastopitoisuus pitoisuus 1rxn (+20 %:n lisétilavuus*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS.CoV-2 Infernal Control | 66'67Pk|°p'°'°/ 10 kopiota/pl 1,5 172,8
SARS-CoV-2 AmP Primers + 8,75 1008
IC -seos yhteensd

* Huomautus: SGadd SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden ja SARS-CoV-2 Internal Control =sisgisen kontrollin madrat

testattavien néytteiden lukuméadrén mukaan. Lisétilavuus kompensoi tyhién tilavuuden.

5. Valmista reaktioseos taulukon 9 mukaan ja sekoita perusteellisesti kdantamalla putki

ylésalaisin kolme kertaa.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kayttdohije (kasikirja) 01/2022

31




Taulukko 9. Reaktioseoksen valmistelu

RT-PCR-reaktioseos Reaktioiden lukumaard
Maiéra (pl)

. i Lopullinen 96 rxn
Reagenssit Varastopitoisuus pitoisuus 1rxn (+20 %:n lisétilavuus*)
SARS-CoV-2 UM Amp Buffer + Ix I 6,25 720
ROX -seos
SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seos 2,9x 1x 8,75 1008
Reaktioseoksen kokonaismadrd = 15,00 1728

* Huomautus: Mukauta SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskurin ja SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden madrat

testattavien néytteiden madrén mukaan. Lisétilavuus kompensoi tyhjén tilavuuden.

o

Annostele 8 pl nukleaasitonta vettd NEC-kontrollin kuoppaan.

Lisaa 10 pl nukleaasitonta vettd NTC-kontrollin kuoppaan.

8. Annostele 2 pl SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuria seké NEC-kontrollin ettd

valmisteltujen néytteiden kuoppiin.

9. Lisaa 8 pl valmisteltua naytettd kuoppaan, jossa on SARS-CoV-2 UM Prep
Buffer -puskuria. Sekoita pipetoimalla ylés ja alas viisi kertaa.

10. Lisada 15 pl vaiheessa 5 valmisteltua reaktioseosta naytteiden ja kontrollien kuoppiin
(esimerkki kuvassa 4). Sekoita pipetoimalla ylés ja alas viisi kertaa.

11. Liséa 10 pl positiivista SARS-CoV-2 Positive Control -kontrollia sille varattuun kuoppaan.
Sekoita pipetoimalla ylds ja alas viisi kertaa.

12. Sulje PCR-levy tiiviisti, jotta ristikontaminaatiota ei padse tapahtumaan. Painele tasaisesti

13.
14.

koko levyn alueelta, jotta myds kuoppien valit sulkeutuvat tiiviisti.
Sentrifugoi PCR-levy lyhyesti, jotta neste laskeutuu kuoppien pohjalle.

Valitse kohdassa CFX Manager Dx Software (CFX Manager Dx -ohjelmisto) > Startup
Wizard (Ohjattu aloitustoiminto) run type (ajon tyyppi) -asetukseksi user defined

(kéytdjan médrittama).

. Protocol (Protokolla) -vdlilehti: M&dritd realtime RT-PCR:n ohjelma taulukon 10 mukaan

25 pl:n reaktiomadarélle.
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Huomautus: napsauta Protocol Editor (Protokollan muokkaus) -ikkunassa Step Options

(Vaiheen asetukset) -painiketta ja aseta muutosnopeudeksi 1,6 °C/s jokaiselle RT-PCR-

ohjelman neljéstd vaiheesta.

Huomautus: tiedonkeruu tulee tehda kiinnittymis-/jatkovaiheen aikana.

Huomautus: katso lisatietoja CFX96 Dx -kayttSohjeesta.

16. Plate (Levy) -vélilehti: Valitse kaytdssa olevat kuopat ja kéytd FAM-, HEX- ja Cy5-

reporttereita.

17. Aseta levy reaaliaikaiseen PCR-aitteeseen (esimerkki putkien asettelusta PCR-levyssa on

kuvassa 4).

18. Start Run (Ajon aloittaminen) -vélilehti: napsauta Start the run (Aloita ajo) -painiketta.

19. Analysoi tulokset ajon lopussa (katso kohta Results).

Taulukko 10. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM -ohjelma CFX96 Dx -laitteella

Vaiheet Aika  Lampétila (°C) Muutosnopeus  Toistojen Keruu
(°C/s) mdard
1. Kdaanteinen transkriptio 10 min 50 1,6 1 Ei
2. PCR:n alun l&dmpdaktivointi 2 min 95 1,6 1 Ei
2-vaiheinen jaksotus 39*
Denaturointi 5s 95 1,6 1 Ei
Kiinnittyminen/laajeneminen 30s 58 16 1 FAM, HEX ja
Cy5

* CFX toimii foistoperiaatteella. Jos ohjelmaan halutaan 40 jaksoa,

39 toistoa (ohjelmiston vaiheessa 5 "GOTO").

kaksivaiheiseen jaksotukseen on asetettava

Kuva 4. Esimerkki levyn asettelusta CFX96 Dx -laitteessa
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Protokolla: néytteen valmistelu ja SARS-CoV-2-
viruksen tunnistus cobas z 480 -laitteella

Tassa protokollassa  kuvataan, miten néytteet ja realtime RT-PCR valmistellaan, jotta
SARS-CoV-2-kohteet voidaan tunnistaa ihmisen nendstd, nendnielusta ja suunielusta ofetuista,
kuljetusaineeseen  saildtyistd  puikkondytteistd  sekd  puhtaista  sylkingytteista
cobas z 480 -laitteella ja LightCycler 480 SW UDF -versiolla 2.0.0 (tai uudemmalla).

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

® Tarkista, ettd pakkaukseen ja kaikkien osien etiketteihin painettuja viimeisia kayttdpaivia
ja sailytysolosuhteita on noudatettu. Alé kéytd vanhentuneita tai virheellisesti sailytettyja

komponentteja.
e Kayta hyvin huollettuja ja kalibroituja laitteita.

® Varo RNaasi-kontaminaatiota kokeen aikana ja kéytd nukleaasittomia muovitarvikkeita.

Ennen kuin aloitat

® Hengitystiendytteitd voi pitdd huoneenlémméssa valmisteluvaiheiden ja reaktion
valmistelun aikana, mutta ne suositellaan pitdméaadn jGissé tai 4 °C:ssa

jaahdytystelineessa.

e Sylkingytteet voidaan pitad jdissa tai 4 °C:ssa jGdhdytystelineessé, mutta ne suositellaan
pitdmadn huoneenlamméssa (15-25 °C) valmisteluvaiheiden ja reaktion valmistelun

aikana.

® Anna ennen kayttdd SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskurin, SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer -puskurin, SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden, SARS-CoV-2 IC -sisdisen
kontrollin, veden mallitonta kontrollia varten ja positiivisen SARS-CoV-2 Positive Control
-kontrollin sulaa kokonaan huoneenlamméssa (15-25 °C). Sailyta putkia

huoneenldmmdssa ennen kaytdd ja suojaa ne valolta.
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® Homogenisoi SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuri ja SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer -puskuri ennen kayttdd kaantémdlla ne ylésalaisin 2-3 kertaa (dlé kéytd vortex-
laitetta) ja pydrayttamalld niitd sitten nopeasti. Kaikki muut yksittéiset reagenssit voidaan
homogenisoida pulssivorteksoimalla niitd 3-5 sekunnin ajan tai kaantamalla ne

ylésalaisin 2-3 kertaa ja pydrayttamallé niita sitten nopeasti.

® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuri estdd havaitsemisvaiheessa kliinisissa ndytteissa
olevat RNaasit, mutta se ei ole viruksia inaktivoiva livos. Kaikkia naytteitd on kéasiteltava

mahdollisesti vaarallisina.

e Varmista, ettd realtime RT-PCR -tekniikkaa kayttavan alustan jaksot vastaavat tassé

protokollassa annettuja ohjeita.
® Reagenssit voidaan jakaa alikvootteihin useiden pakastus-sulatusjoksojen valtamiseksi.

e Valmistele reaktioseos juuri ennen kayttdd (< 2 h ennen realtime RT-PCR -levyn ajon

aloittamista).

e Kontaminaation vélttdmiseksi ndytteen ja realtime RT-PCR:n valmistelut tulee tehdd eri

alueilla.

Toimenpide:

Naytteen valmistelu: Noudata hengitystiendytteiden (nend-, suunielu- ja
nendnielundytepuikkojen) kasittelyssa vaihetta 1. Siirry sylkingytteiden kasittelyssa

vaiheeseen 2.

1. Hengitystiendytteet (nend-, suunielu- ja nenénielundytepuikot):
la. Vorteksoi naytteen sisdltavad ndytepuikkoa voimakkaasti.
Tb. Jaa 50-200 pl naytetta alikvooteiksi 1,5 ml:n ei-PCR-putkiin.
Tc. Lammitd laattaldmmittimella 70 °C:ssa 10 minuuttia.
1d. Jaahdyta naytteitd jdilla ainakin 5 minuuttia ja pida naytteet sitten jdissa tai
4 °C:ssa.
2. Sylkinaytteet:
2a. Nesteytys (pipetoinnin helpottamiseksi): kuumenna sylkindytetta 95 °C:ssa 15 min

(madrittelematon maard, astia ja lammityslaite).
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2b. Homogenoi néyte pipetoimalla varovasti ylés ja alas 8-10 kertaa.
2¢c. Tee 50 pl:sta naytetta alikvootti 1,5 ml:n ei-PCR-putkeen.
2d. Lammitd laattaldmmittimella 95 °C:ssa 15 minuuttia ja pidé sitten naytettd
huoneenldmméssa ainakin 5 min ennen PCR-kuoppaan tai -putkeen lisgamista.
3. Valmistele ensimmdiselld kayttdkerralla SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri ROX
Reference Dye -viitevarilla.
3a. Liséa 32,8 pl ROX-varia yhteen SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -putkeen.
3b. Sulje SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskurin ja ROX-vérin siséltavan putken korkki ja
kéannéa putki ylésalaisin kolme kertaa.
3c.  Pydrayta ROX-varin sisaltéva SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri putken pohijalle.
4. Valmistele tayttd cobas z 480 -levyd (96 kuoppaa) varten SARS-CoV-2 Amp
Primers -alukkeiden ja SARS-CoV-2 Internal Control -sisdisen kontrollin alikvoottiseos.
4a. Siirrd vaadittu m&aéard SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeita ja SARS-CoV-2 Internal
Control -sisdistd kontrollia taulukon 11 mukaan uuteen 1,5 ml:n ei-PCR-putkeen.
4b. Sulje korkki ja kaanna putki ylésalaisin kolme kertaa tai pulssivorteksoi putkea
3-5 sekuntia.
4c. Pyodrayta sisdisen kontrollin sisdltavia SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeita, jotta
livos laskeutuu putken pohjalle.

Taulukko 11. SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seoksen valmistelu

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seos Reaktioiden lukumdérd
Maéiéré (pl)
i 96 rxn
Reagenssit Varastopitoisuus LO.P u!llnen 1 rxn _
pitoisuus (+20 %:n lisétilavuus*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control ]66'6jj°p'°m 10 kopiota/pl 1,5 172,8
SARS-CoV-2 Am';') Primers + 8,75 1008
IC -seos yhteensd

* Huomautus: SG3da SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden ja SARS-CoV-2 Internal Control -siscisen kontrollin maarat
testattavien néytteiden lukumé&drén mukaan. Lisétilavuus kompensoi tyhién tilavuuden.

5. Valmista reaktioseos taulukon 12 mukaan ja sekoita perusteellisesti kaantamalla putki

ylésalaisin kolme kertaa.
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Taulukko 12. Reaktioseoksen valmistelu

RT-PCR-reaktioseos Reaktioiden lukumaard
Médrd (pl)

H 96 rxn

Reagenssit Varastopitoisuus LO.P u!llnen 1 rxn o
pitoisuus (+20 %:n lisétilavuus*)

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer + ROX -seos 4x 1x 6,25 720

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seos 2,9x 1x 8,75 1008

Reaktioseoksen kokonaismadird - 15,00 1728

* Huomautus: Mukauta SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskurin ja SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden méarat
testattavien naytteiden maarén mukaan. Lisdtilavuus kompensoi tyhjén tilavuuden.

6. Annostele 8 pl nukleaasitonta vettd NEC-kontrollin kuoppaan.
7. Lisaa 10 pl nukleaasitonta vetta NTC-kontrollin kuoppaan.

8. Annostele 2 pl SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuria seké NEC-kontrollin ettd
valmisteltujen naytteiden kuoppiin.

9. Lisaa 8 pl valmisteltua naytettd kuoppaan, jossa on SARS-CoV-2 UM Prep
Buffer -puskuria. Sekoita pipetoimalla ylés ja alas viisi kertaa.

10. Lisad 15 pl vaiheessa 5 valmisteltua reaktioseosta naytteiden ja kontrollien kuoppiin
(esimerkki kuvassa 5). Sekoita pipetoimalla ylés ja alas viisi kertaa.

11. Lisaa 10 pl positiivista SARS-CoV-2 Positive Control -kontrollia sille varattuun kuoppaan.
Sekoita pipetoimalla yl&s ja alas viisi kertaa.

12. Sulje PCR-levy fiiviisti, jotta ristikontaminaatiota ei p&ase tapahtumaan. Painele tasaisesti
koko levyn alueelta, jotta myds kuoppien vdlit sulkeutuvat tiiviisti.

13. Sentrifugoi PCR-levy lyhyesti, jotta neste laskeutuu kuoppien pohjalle.

14. Ensimmdinen kayttdkerta: Napsauta Light Cycler 480 SW UDF 2.0.0 -ohjelmistossa open
tools (avaa tydkalut) -painiketta ja valitse detection formats (tunnistusmuodot) seuraavien
herate-emissioyhdistelmien mukaan: 465-510 (FAM), 540-580 (HEX) ja 610-670
(ATTO647N).

15. Maérita realtime RT-PCR:n ohjelma taulukon 13 mukaan 25 pl:n reaktiomaardlle.
Huomautus: valitse sivun ylareunasta detection format (tunnistusmuoto) ja vaiheessa 14

luotu tunnistusmuoto.
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Huomautus: kaytd realtime RT-PCR:n ohjelman jokaisessa viidessa vaiheessa mukautettua

muutosnopeutta 1,6 °C/s.

Huomautus: tiedonkeruu tulee tehda kiinnittymis-/jatkovaiheen aikana.

Huomautus: katso lisatietoja cobas z 480 -kdyttdohjeesta.

16. Aseta levy reaaliaikaiseen PCR-laitteeseen (esimerkki putkien asettelusta PCR-levyssa on

kuvassa 5).

17. Aloita ajo.

18. Analysoi tulokset ajon lopussa (katso kohta Results).

Taulukko 13. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM -ohjelma cobas z 480 -laitteella

Vaiheet Aika Lampétila (°C)  Muutosnopeus  Jaksojen  Analyysitila
(°C/s) mé&é&rd
K&anteinen transkriptio 10 min 50 1,6 1 Ei mitadn
PCR:n alun lagmpdaktivointi 2 min 95 1,6 1 Ei mitGdn
2-vaiheinen jaksotus 40 Quantification
(Kvantifiointi)
Denaturointi 5s 95 1,6 None (Ei mitaan)
Kiinnittyminen/laajeneminen 30s 58 1,6 Single (Yksittdinen)
Jadhdytys 1 min 37 1,6 1 Ei mitGdn

Kuva 5. Esimerkki levyn asettelusta cobas z 480 -laitteessa
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Protokolla: néytteen valmistelu ja SARS-CoV-2-
viruksen tunnistus QuantStudio 5 Dx -aitteella

Témd on protokolla SARS-CoV-2-kohteiden valmisteluun ja tunnistamiseen ihmisen nendstd,

nendnielusta tai suunielusta otetuista, kuljetusaineessa sdilytetyistd puikkondytteistd seka

puhtaista sylkindytteista real-time RT-PCR -tekniikkaa hyddyntavan QuantStudio 5 Dx -laitteen

avulla.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

Tarkista, ettd pakkaukseen ja kaikkien osien etiketteihin painettuja viimeisic kayttdpaivia
ja sdilytysolosuhteita on noudatettu. Ald kaytd vanhentuneita tai virheellisesti sdilytettyja

komponentteja.
Kayta hyvin huollettuja ja kalibroituja laitteita.
Varo RNaasi-kontaminaatiota kokeen aikana ja kéytd nukleaasittomia muovitarvikkeita.

QuantStudio 5 Dx laitetta kéytettéessd ROX-véri on liséttdva pddseosputkeen ennen

ensimmdistd kayttokertaa.

Ennen kuin aloitat

Hengitystiendytteitd  voi pitdd huoneenldmmdssd  valmisteluvaiheiden ja  reaktion
valmistelun aikana, mutta ne suositellaan pitdmaan jdissd tai 4 °C:ssa j@dhdytystelineessa.

Sylkingytteité voidaan pitdd jdissd tai 4 °C:ssa jaéhdytystelineessd, mutta ne suositellaan
pitdmadn huoneenlamméssa (15-25 °C) valmisteluvaiheiden ja reaktion valmistelun
aikana.

ROX-vérin kayttd on pakollista QuantStudio 5 -laitetta kéytettdessa.

Anna ennen kayttdd SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskurin, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -
puskurin, SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden, SARS-CoV-2 IC -sisdisen kontrollin, veden
mallitonta kontrollia varten ja positiivisen SARS-CoV-2 Positive Control -kontrollin sulaa
kokonaan 15-25 °C:ssa. Sailyta putkia huoneenldmmdssa ennen kayttdd ja suojaa ne
valolta.
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Homogenisoi SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuri ja SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri
ennen kayttdd kaantamalla ne ylosalaisin 2-3 kertaa (416 kaytd vortex-laitetta) ja
pyorayttamalla  niitd  sitten nopeasti. Kaikki muut  yksittdiset reagenssit voidaan
homogenisoida pulssivorteksoimalla niitd 3-5 sekunnin ajan tai kdantamalla ne yldsalaisin
2-3 kertaa ja pydraytamalla niita sitten nopeasti.

SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuri estdd havaitsemisvaiheessa kliinisissé néytteissé
olevat RNaasit mutta ei ole viruksia inaktivoiva livos. Kaikkia néytteitd on kasiteltava

mahdollisesti vaarallisina.

Varmista, ettd realtime RT-PCR -tekniikkaa kéyttévan alustan joksot vastaavat tdssd

protokollassa annettuja ohijeita.

Reagenssit voidaan jakaa alikvootteihin useiden pakastus-sulatusjaksojen valtamiseksi.
Valmistele reaktioseos juuri ennen kaytdd (<2 h ennen realtime RT-PCR -levyn ajon
aloittamista).

Kontaminaation véltdmiseksi néytteen ja realtime RT-PCR:n valmistelut tulee tehdd eri

alueilla.

Toimenpide

Naytteen valmistelu: Noudata hengitystienéytteiden (nend-, suunielu- ja
nendnielundytepuikkojen) kasittelyssa vaihetta 1. Siirry sylkingytteiden kasittelyssa

vaiheeseen 2.

. Hengitystienaytteet (nend-, suunielu- ja nendnielunaytepuikot):

la. Vorteksoi naytteen sisdltavad ndytepuikkoa voimakkaasti.

1b. Jaa 50-200 pl naytetta alikvooteiksi 1,5 ml:n ei-PCR-putkiin.

lc. Lammita laattaldmmittimelld 70 °C:ssa 10 minuuttia.

1d. Jaahdyta naytteitd jcilla ainakin 5 minuuttia ja pida naytteet sitten jdissa tai 4 °C:ssa.

Sylkinaytteet:

2a. Nesteytys (pipetoinnin helpottamiseksi): kuumenna sylkindytetta 95 °C:ssa 15 min
(madrittelematdn maard, astia ja lammityslaite).

2b. Homogenoi nayte pipetoimalla varovasti ylés ja alas 8-10 kertaa.

2¢c. Tee 50 pl:sta naytetta alikvootti 1,5 ml:n ei-PCR-putkeen.
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2d. Lammita laattaldmmittimella 95 °C:ssa 15 minuuttia ja pidd sitten naytettd
huoneenldmméssa ainakin 5 min ennen PCR-kuoppaan tai -putkeen lisgamista.
3. Valmistele ensimmaiselld kayttdkerralla SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri ROX
Reference Dye -viitevérill&.
3a. Lisaa 32,8 pl ROX-varia SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -putkeen.
3b. Sulje SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskurin ja ROX-vdrin sisdltavan putken korkki ja
kédanna putki ylésalaisin kolme kertaa.
3c. Pyodraytd ROX-vérin sisdltava SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskuri putken pohijalle.
4. Valmistele tayttd QuantStudio 5 Dx -levyd (96 kuoppaa) varten SARS-CoV-2 Amp
Primers -alukkeiden ja SARS-CoV-2 Internal Control -sisgisen kontrollin alikvoottiseos.
4a.  Siirrd vaadittu maarad SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeita ja SARS-CoV-2 Internal
Control -sisaista kontrollia taulukon 14 mukaan uuteen 1,5 ml:n ei-PCR-putkeen.
4b.  Sulje korkki ja kéanna putki ylésalaisin kolme kertaa tai pulssivorteksoi putkea
3-5 sekuntia.
4c.  Pydrayta sisdisen kontrollin sisdltavia SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeita, jotta
livos laskeutuu putken pohjalle.

Taulukko 14. SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seoksen valmistelu

SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seos Reaktioiden lukumdara
Maéré (pl)
i 96 rxn
Reagenssit Varastopitoisuus LoP u!llnen 1 rxn o
pitoisuus (+20 %:n lisétilavuus*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control wéﬁ;pﬁw'm 10 kopiota/pl 1,5 172,8
SARS-CoV-2 AmP Primers + 8,75 1008
IC -seos yhteensd

* Huomautus: Saadd SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden ja SARS-CoV-2 Internal Control =sisgisen kontrollin madrat
testattavien néytteiden lukuméadrén mukaan. Lisétilavuus kompensoi tyhjén tilavuuden.

5. Valmista reaktioseos taulukon 15 mukaan ja sekoita perusteellisesti kaantamalla putki

ylésalaisin kolme kertaa.
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Taulukko 15. Reaktioseoksen val

RT-PCR-reaktioseos Reaktioiden lukumaard
Médrd (pl)
H 96 rxn
Reagenssit Varastopitoisuus LO.P u!llnen 1 rxn o
pitoisuus (+20 %:n lisétilavuus*)

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer +

ROX -seos 4x 1x 6,25 720
SARS-CoV-2 Amp Primers + IC -seos 2,9x 1x 8,75 1008
Reaktioseoksen kokonaismadrd = 15,00 1728

* Huomautus: Mukauta SARS-CoV-2 UM Amp Buffer -puskurin ja SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden méarat
testattavien néytteiden madrén mukaan. Lisétilavuus kompensoi tyhjén tilavuuden.

o

. Annostele 8 pl nukleaasitonta vettd NEC-kontrollin kuoppaan.

N

Lisaa 10 pl nukleaasitonta vettd NTC-kontrollin kuoppaan.

8. Annostele 2 pl SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskuria seké NEC-kontrollin ettd
valmisteltujen néytteiden kuoppiin.

9. Lisaa 8 pl valmisteltua naytettd kuoppaan, jossa on SARS-CoV-2 UM Prep
Buffer -puskuria. Sekoita pipetoimalla ylés ja alas viisi kertaa.

10. Lisaa 15 pl vaiheessa 5 valmisteltua reaktioseosta naytteiden ja kontrollien kuoppiin
(esimerkki kuvassa 6). Sekoita pipetoimalla ylés ja alas viisi kertaa.

11. Lisaa 10 pl positiivista SARS-CoV-2 Positive Control -kontrollia sille varattuun kuoppaan.
Sekoita pipetoimalla ylés ja alas viisi kertaa.

12. Sulje PCR-levy tiiviisti, jotta ristikontaminaatiota ei pddse tapahtumaan. Painele tasaisesti
koko levyn alueelta, jotta my&s kuoppien valit sulkeutuvat tiiviisti.

13. Sentrifugoi PCR-levy lyhyesti, jotta neste laskeutuu kuoppien pohjalle.

14. Ensimmdinen kéyttokerta: Ennen kuin ajo voidaan aloittaa

QuantStudio 5 Dx IVD -ohjelmistossa, QuantStudio 5 Dx TD -ohjelmistoversiolla 1.0.1 tai

vudemmalla taytyy luoda malli ja se téytyy julkaista. Luo malli seuraavasti:
Huomautus: madrita Properties (Ominaisuudet) -vélilehdessa Experiment type
(Koetyyppi) -asetukseksi Standard Curve (Standardikéyrd) jo Run mode
(Ajotila) -asetukseksi Standard (Vakio).
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16.

17.

18.

Huomautus: mddritd Method (Menetelmé) -vélilehdessd real-time RT-PCR:n ohjelma

25 pl:n reaktiomadaralle (Taulukko 16).
Huomautus: tiedonkeruu tulee tehda kiinnittymis-/jatkovaiheen aikana.

Huomautus: Valitse Plate (Levy) -vélilehdessd Passive Reference (Passiivinen
viitevari) -asetukseksi ROX ja madritd kohteiksi FAM, VIC ja Cy5 ilman sammuttajoa

(valitse None [Ei mitadn]).

Huomautus: katso lisatietoja QuantStudio 5 Dx -kdyttSohjeesta.

. Lataa QuantStudio 5 Dx IVD -ohjelmistossa malli, jonka loit aciemmin vaiheessa 14.

Valitse kaytéssa olevat kuopat ja kéytd FAM-, VIC- ja Cy5-kohteita.

Aseta levy reaaliaikaiseen PCR-aitteeseen (esimerkki putkien asettelusta PCR-levyssd on

kuvassa 6).
Aloita ajo.

Analysoi tulokset ajon lopussa (katso kohta Results).

Taulukko 16. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM -ohjelma QuantStudio 5 Dx -laitteella

Osuus Vaihe Aika Lampétila Jaksojen Keruu
(°C) madrd
Hold (Pito) 1.  Kd&dnteinen transkriptio 10 min 50 1 Ei
2. PCR:n alun lampdaktivointi 2 min 95 1 Ei
PCR 2-vaiheinen jaksotus 40
Denaturointi 5s 95 1 Ei
Kiinnittyminen/laajeneminen 30s 58 1 FAM, VIC ja Cy5

Kuva 6. Esimerkki levyn asettelusta QuantStudio 5 Dx -laitteessa
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Tulokset

Analyysi RGQ MDx 5plex HRM -laitteella

RGQ MDx 5plex HRM -laitteessa tiedot analysoidaan Rotor-Gene Q -ohjelmistoversion 2.3.1
(tai uudemman) avulla valmistajan ohjeiden mukaan (Rotor-Gene Q MDx -kayttdopas,
versio 7, syyskuu 2018).

Tietojen analysoinnissa téytyy kayttdd syklin rajausta  (kuva 7): Avaa  raackakanava
Cycling A.Green. Siirry kohtaan Options (Asetukset) > Crop Start Cycles (Rajaa aloitussyklit) ja
sydtd valintaikkunaan luku 5. Ohjelmisto luo uuden kanavan, jonka nimi on Cycling A(from
5).Green. Tee sama raakakanaville Red ja Yellow, niin saat kanavat Cycling A(from 5).Red ja
Cycling Alfrom 5).Yellow.

 Rotor-Gene O Series Software VIRTUAL MODE - 20210617_LoD-LoB_Run12_R0D_RGQ_RD12-035_ CLM (1)
File Analysis Run Gain View Window Help

7 & d vee & @ # B W B B B

New Open Save Settings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Reports Anange

Channels 77 Cycling AGreen 7 Cycling AVellow . Cycling ARed /7 Cycling Alfrom 5).Green /7 Cycling A(from 5).Vellow &7 €

~
100

2

Fluorescence

20

0 T T u T T

g 5 10 15 20 2
Cycle

Adjust Seale .| AutaScale. Default Seale| Opt=-- '

MNormalise to Cycling A.Vellow

Normalise to Cycling ARed
Nermalise to Cycling A(from 5).Green
Normalise to Cycling A(from 5).¥ellow
Nermalise to Cycling A(from 5).Red
Crop starpcycles

Crop end cycles

v

Kuva 7. Nayttokuva rajattujen syklien méérittimisestd RGQ MDx 5plex HRM -ajojen analysointiin
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Avaa Analysis (Analyysi) -valikko (Kuva 8) ja sdilyta eri analyysien valinen yhdenmukaisuus

kéyttamdlla jokaiselle luodulle Cycling A(from 5) -kanavalle seuraavia testiparametreja

(taulukko 17).

Taulukko 17. RGQ MDx 5plex HRM -laitteen testiparametrit

Kanavat Green Red Yellow

Fluoresenssikynnys 0,03 0,03 0,03

Kulmakertoimen korjaus Kylla Kylla Kylla

Dynaaminen putki Kylla Kylla Kylla

Mittauspiste Ei 10-20 10-20

Poikkeavan arvon poisto Kylla Ei Ei

Reaktion tehokkuuden kynnysarvo Kaytdssa: 0 %

Rajatut aloitussyklit 5 5 5

Katkaistut syklit Ct > 38,00 tulkitaan Ei Ct > 35,00 tulkitaan
arvoksi 40,00 arvoksi 40,00

RGQ-ohijelmistossa ajon tulokset ndkyvét analyysin aikana aukeavassa kvantitointitulostaulukossa.

Tiedot voidaan viedd pilkulla erotettuna arvotekstind csv-muodossa: Valitse RGQ-ohjelmiston

ikkunassa File (Tiedosto) > save as (tallenna muodossa) > Excel analysis sheet (Excel-

analyysitaulukko) Varmista, etta kaikki ndytteet ovat valittuing, ennen kuin viet tulokset (kuva 8).

Analysis n
25td Curves (Rel) | Other.. |
Guartitation ] Melt ] |

% Cycling Affrom 5).vellow (Pac
Cucling A Green
Cycling & Red
Cycling & Yellow

Show | Hide ||
[ Auto-shrink window

Kuva 8. Néyttokuva valituista kanavista testiparametrien kéyttoon ja tulosten vientiin (RGQ MDx 5plex HRM -ajojen analysointi).
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Analyysi ABI 7500 Fast Dx -laitteella

ABI 7500 Fast Dx -laitteessa tiedot analysoidaan 7500 Fast System Software -versiolla 1.4.1
(tai uudemmalla) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Valitse setup (valmistelu) -vélilehdessd
kuopparyhmd@ tai koko levy, jota analyysissé voidaan kayttad, ja avaa kuoppien
tarkasteluikkunat napsauttamalla hiiren kakkospainiketta. Fluoresoivia aineita on valittava
kolme (FAM, VIC ja Cy5) ja Passive reference (Passiivinen viitevdri) -asetukseksi on valittava
ROX. Eri analyysien yhdenmukaisuus varmistetaan seuraavilla parametreilla (taulukko 18).

Taulukko 18. ABI 7500 Fast Dx -laitteen testiparametrit

Kanavat FAM Cy5 VIC
Passiivinen vari ROX ROX ROX
Fluoresenssikynnys 0,13 0,025 0,05
Perustaso Automaattinen Automaattinen Automaattinen
Katkaistut syklit Ct > 39,00 tulkitaan Ei Ct > 35,00 tulkitaan
arvoksi 40,00 arvoksi 40,00

ABI SDS -ohjelmistossa valitun kuopparyhmén tai koko levyn Ct-arvot ovat saatavilla Results
(Tulokset) -pécosion data (tiedot) -lehdessd. Tiedot voidaan viedd pilkulla erotettuna
arvoteksting csv-muodossa: Valitse SDS-ohjelmistoikkunassa File (Tiedosto) > Export (Vie) >

Results (Tulokset) (myds valikkokohdan Ct voi valita). Valitse vientitiedoston muodoksi csv.

Analyysi CFX96 Dx -laitteella

CFX96 Dx  -laitteessa  tiedot  analysoidaan ~ CFX Manager Dx  -ohjelmistoversiolla
3.1.3090.1022 (tai vudemmalla) valmistajan ohjeiden mukaisesti. FAM, HEX ja Cy5 on
valittava kaikille kokeessa kaytettaville kuopille. Eri analyysien yhdenmukaisuus varmistetaan

seuraavilla parametreilla (taulukko 19).
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Taulukko 19. CFX96 Dx -laitteen testiparametrit

Kanavat FAM HEX Cy5

Cg-méaritystila: Kylla Kylla Kylla
yksittdinen raja-arvo

Perustason asetus:

o vdhennetty kdyrdn sovitus Kylla Kylla Kylla
o Kaytd fluoresenssisiirtymdn Kylla Kylla Kylla
korjausta
Raja-arvo (RFU) 250 300 100
Katkaistut syklit Ct > 39,00 tulkitaan Ct > 35,00 tulkitaan Ei
arvoksi 40,00 arvoksi 40,00

CFX Manager Dx -ohjelmistossa valitun kuopparyhmén tai koko levyn Ct-arvot (ohjelmistossa
nimellé Cq) ovat saatavilla Quantification Data (Kvantifiointitiedot) -osion tietolehdessé. Tiedot
voidaan viedd pilkulla erotettuna arvoteksting (.esv-muodossa) madrittamalla kohdassa Export

(Vie) > Custom Export (Mukautettu vienti) parametrien asetukset kuvan 9 mukaisesti.

Expodt Fomat: | CSV ("cav) >

§ Dmts o Export
5 iciude Fun Homation Header

IS Ié,ll‘\l I
e
i
§

Cq Standard Deviation
Guantity Standand Deviation
Curve

Met Tempersture

Meak Paak Haight

Mkt Pesk Bagn Tempersture
{ [T Meh Peak End Temperatue
§ End Pont

{ |[] End Port Cal

{ |[J Erd RFU

f OOOrE

Sat as Default Configuration
| eron o=

Kuva 9. Raakadatatiedoston parametrit CFX96 Dx -laitteessa
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Analyysi cobas z 480 Haitteella

cobas z 480 -laitteessa tiedot analysoidaan LightCycler 480 SW UDF -versiolla 2.0.0 (tai
vudemmalla) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Luo naytteiden alijoukko kuopista, joita
kéytetddn tassa kokeessa. Luo jokaiselle kanavalle Abs Quant/Fit Points -analyysisivu ja kaytd
seuraavia parametreja, jotta yhdenmukaisuus eri kokeiden valilla sailyy (taulukko 20).

Taulukko 20. cobas z 480 -laitteen testiparametrit

Kanavat FAM (465-510) HEX (540-580) ATTO647N (610-670)
Cycle range (Syklialue) -vélilehti

e Ensimmdinen - viimeinen sykli 1-40 1-40 6-40

e Tausta 5/10 5/10 6/11
Noise band (Kohinaluokka) -vélilehti

o Menetelmé STD-kerroin STD-kerroin STD-kerroin

o STD-kertoimen arvo 50 40 25
Andlysis (Analyysi) -vélilehti 2 2 2

e Sovituspisteet

o Rajo-arvomenetelméd Automaattinen Automaattinen Automaattinen
Katkaistu sykli Ct > 39,00 tulkitaan Ct > 35,00 tulkitaan Ei

arvoksi 40,00 arvoksi 40,00

LightCycler 480 SW UDF -versiossa 2.0.0 (tai uudemmassa) valitun kuopparyhmén tai koko
levyn Ctarvot (ohjelmistossa nimellé Cp) ovat saatavilla analysis (analyysi) -osiossa (kuva 10).
Tiedot voi viedd fekstitiedostona (.xt-muodossa) kanavakohtaisesti  napsauttamalla
tulostaulukkoa hiiren kakkospainikkeella ja valitsemalla Export  table
(Vie taulukko) -vaihtoehdon.
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Kuva 10. Nayttokuva viedyisté tietoista LightCycler 480 SW UDF -versiossa 2.0.0 (tai vudemmassa).

Analyysi QuantStudio 5 Dx -aitteella

QuantStudio 5 Dx -laitteessa tiedot analysoidaan QuantStudio 5 Dx IVD -ohjelmistoversiolla 1.0.1
(tai uudemmalla) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Assign Targets and Samples (Mddrita kohteet ja
ndytteet) -ikkunassa kaikille kokeessa kaytettaville kuopille on valittava kolme fluoresoivaa ainetta
(FAM, VIC ja Cy5) ja Passive reference (Passiivinen viitevari) -asetukseksi on valittava ROX. Eri

analyysien yhdenmukaisuus varmistetaan seuraavilla parametreilla (taulukko 21).
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Taulukko 21. QuantStudio 5 Dx -laitteen testiparametrit

Kanavat FAM VIC Cy5
Passiivinen vdri ROX ROX ROX
Fluoresenssikynnys 0,21 0,062 0,04

Perustaso Automaattinen Automaattinen Automaattinen
Katkaistut syklit Ct > 39,00 tulkitaan Ct > 35,00 tulkitaan Ei
arvoksi 40,00 arvoksi 40,00
Tiedot voidaan viedd laskentataulukkona tai  teksting (.xls, .xlsx, .xt). Valitse

QuantStudio 5 Dx IVD  -ohjelmiston ikkunan Export (Vie) -vélilehdessd kaikki content
(sisciltd) -osion vaihtoehdot ja sitten unify the above content into one file (yhdistd edellé valittu

sisaltd yhteen tiedostoon).
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Tulosten tulkitseminen

Positiivinen kontrolli (Positive Control, PC) sekd N1- ja N2-geenit havaitaan Green-
fluoresenssikanavassa RGQ MDx 5plex HRM -laitteessa tai FAM-fluoresenssikanavassa
ABI 7500 Fast Dx-, CFX96 Dx-, cobas z 480- ja QuantStudio 5 Dx -laitteessa.

Naytteenoton kontrolli, joka koostuu RNaasi P:std, havaitaan Yellow-fluoresenssikanavassa
RGQ MDx 5plex HRM -laitteessa tai VIC/HEX-fluoresenssikanavassa ABI 7500 Fast Dx-,
CFX96 Dx-, cobas z 480- ja QuantStudio 5 Dx -laitteessa. Jokaisessa kliinisessa naytteessa
pitdisi nakya naytteen kontrollin monistuminen. Positiivisessa kontrollissa monistuminen Yellow-
kanavassa voi ndkyd, vaikka ihmisperdisia sekvensseja ei olisi. Tassa tapauksessa positiivisen
kontrollin signaali Yellow-kanavassa voidaan jattaa huomiotta, koska Green-kanavan vahva
fluoresenssisignaali voi vuotaa Yellow-kanavaan. Sisginen kontrolli (Internal Control, IC)
sisGltyy SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeisiin. Se havaitaan mallitomassa kontrollissa (No
Template Control, NTC), eristamattdmyyskontrollissa (No Exiraction Control, NEC),
positiivisessa  kontrollissa  (Positive  Control, PC) ja kliinisissé ndytteissd  Red-
fluoresenssikanavassa  RGQ MDx  5plex HRM  aitteessa  tai  Cy5/ATTO647N-
fluoresenssikanavassa ABI 7500 Fast Dx-, CFX96 Dx-, cobas z 480- ja
QuantStudio 5 Dx -laitteessa. Jotta ajo realtime RT-PCR -menetelmdllé on hyvaksyttava, PC-,
NTC- ja NEC-kontrollien tulosten on oltava kuten taulukossa 22 ja taulukossa 23.

Taulukko 22. Ajon kelvollisuuden kriteerit ja tulosten tulkitseminen RGQ MDx 5plex HRM -laitteella

Kontrolli Havainto Havainto Yellow-  Havainto Red- Tulkinta

Green- kanavalla kanavalla

kanavalla

. N . .. PC on

Ct< 38,00 Merkityksetdn Merkityksetdn hyvéiksyitive
Positiivinen kontrolli yvaksytava.
(Positive Control, PC) Ct > 38 00 tai PC ei ole

of Cha Merkityksetdn Merkityksetdn Ll
Malliton kontrolli (No Template ~ Ct>38,00tai  Ct>3500taiei . L\‘TQﬁNEF on
Control, NTC) fai i Cti Ctté 4 yVaksyHave.
eristiméttomyyskontrolli . . -

N Miké tahansa muu Green- tai Yellow- . . NTC/NEC ei ole

(No Extraction Control, NEC) e menTnn ek Merkityksetén hyvéiksyttéva.
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Taulukko 23. Ajon kelvollisuuden kriteerit ja tulosten tulkitseminen real-time RT-PCR -tekniikkaa hyédyntévilla
ABI 7500 Fast Dx-, CFX96 Dx-, cobas z 480- ja QuantStudio 5 Dx -laitteilla

Kontrolli Havainto FAM- Havainto Havainto Tulkinta
varissa* VIC/HEX- Cy5/ATTO647N-
vérissa* vérissG*
Ct< 39,00 Merkityksetdn Merkityksetdn PC on hyvaksyttava.

Positiivinen kontrolli

(Positive Control, PC) Ct > 39,00 foi ei Merkityksetdn Merkityksetdn Cclds

Ct:td hyvéksyttava.
Malliton kontrolli (No Ct>39,00taiei Ct>3500tiei . NT(}/NEF on
Template Control, NTC) tai ~ Ch:t& Ct:tc 4 hyvéksyttava.
eristamattomyyskontrolli Miké tah FAM: tai )
(No Extraction Control, VlC/IHCEXGanSG muy ';A o Merkitvksefs NTC/NEC ei ole
NEC) kanavan monistumisen erkitykseton ey
yhdistelma

Jotta testatut ndytteet voidaan hyvidksyd, néytteiden téytyy monistua ja olla havaittavissa
odotetulla tavalla.

Taulukko 24. Néytteen kelvollisuuden kriteerit ja tulosten tulkitseminen RGQ MDx 5plex HRM -laitteella

Havainto Green- Havainto Havainto Red- Tulkinta

kanavalla Yellow- kanavalla

kanavalla

Ct < 38,00 Merkitykseton Merkityksetén Néyte on positiivinen SARS-CoV-2:n RNA:lle.
Ct > 38,00 tai . . Ndyte on negatiivinen, SARS-CoV-2:n RNA:ta ei
oi Chid Ct< 35,00 Merkityksetdn havaittu.
Ct>3800ti  Ct> 3500 tai Virheellinen ndyte. lhmisperdistd ainesta ei havaittu, tai
i Chtd ' ei Ch:td ' Kylla sita on liian vahan. Néyte on ofettava vudelleen.
Ct>38001ti Ct> 3500 tai ) Virheellinen néyte. Realtime RT-PCR -reaktio on estynyt.
il Gl ' & CHE ' Ei Testi on tehtdva vudelleen.
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Taulukko 25. Néytteen kelvollisuuden kriteerit ja tulosten tulkitseminen real-time RT-PCR -tekniikkaa hyédyntévilla
ABI 7500 Fast Dx-, CFX96 Dx-, cobas z 480- ja QuantStudio 5 Dx -laitteilla.

Havainto FAM- Havainto Havainto Tulkinta
vdrissa* VIC/HEX- Cy5/ATTO647N-
vdrissa* vdrissa*
Ct < 39,00 Merkityksetn Merkityksetdn Nayte on positiivinen.
. Néyte on negatiivinen, SARS-CoV-2:ta ei havaittu.
Ct>39,00ta o 3500 Merkityksetén
ei Ch:ta
Ct>39001ti  Ct> 3500 tai ) Virheellinen nayte. lhmisperdista ainesta ei havaittu.
ei CHig ei Chig ' Kyllé Néyte on ofettava uudelleen.
Ct>39,00tai  Ct> 35,00 tai ) Virheellinen nayte. Realtime RT-PCR -reaktio on estynyt.
& G & G Ei Testi on tehtéva vudelleen.
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Rajoitukset

Vain in vitro -diagnostiikkaan.

arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan tuloksia ei ole tarkoitettu kaytettavaksi
ainoana perusteena diagnoosille, hoidolle tai muille potilaan hoitopaatoksille. Negatiiviset
tulokset eivat sulje pois SARS-CoV-2-infektiota, eikd niitd saa kéyttdd potilasta koskevien

hoitopddtdsten ainoana perusteena.

Tata tuotetta saavat kayttad ainoastaan henkildt, jotka ovat saaneet erityisopastuksen ja -
koulutuksen in vitro -diagnostisiin toimenpiteisiin.

Hyvét PCR-ulokset edellyttavat realtime RT-PCR  -tekniikkaa  hyddyntévén alustan
kayttdoppaan  (Rotor-Gene Q 5-plex HRM MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx,
cobas z 480 ja QuantStudio 5 Dx) tarkkaa noudattamista.

Kaikkien komponenttien pakkauksiin ja etiketteihin painetftuja viimeisié kaytopdaivamadria
on noudatettava. Al kdyta vanhentuneita komponentteja.

Taman testin toimivuutta sellaisten potilaiden sylkinaytteilld, joilla ei ole hengitystieinfektion
merkkeja tai oireita, ei ole maaritetty.

Virheellisesti negatiivisen tuloksen riskin valttamiseksi on kirjattava ylés, jos heikosti
positiivista kliinistd naytettd testataan ja putkessa havaitaan verijaémia, ja jos naytteestd
saadaan negatiivinen tulos artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjalla, potilaalta on
otettava uusi néyte vutta arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -testid varten.
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Suorituskyky

Analyyttinen herkkyys (havaitsemisraja)

Analyyttinen herkkyys eli havaitsemisraja madritetdén pienimméksi pitoisuudeksi, jossa
testatuista ndytteistd > 95 % tuottaa positiivisen tunnistuksen. Havaitsemisraja (Limit of
Detection, LoD) arvioitiin analysoimalla sarjalaimennokset negatiivisista nendnielundytteistd ja
nesteytetyistd puhtaista  sylkindytteista, jotka oli valmisteltu kaupallisilta hankkijoilta
(ZeptoMetrix®) hankituista korkean titterin varastoiduista, inaktivoiduista viruspartikkeleista.
Jokaiselle naytteelle kaytettiin kahta ndytepoolia LoD-tutkimuksissa. Jotta aikaansaatu LoD-
pitoisuus olisi vahvistettu, kaikkien replikaattien havaitsemisasteen on oltava > 95 %

(vahintaan 19/20 replikaatin on luotava positiivinen signaali).

LoD-pitoisuus vahvistettiin nenénielundytteille ja puhtaille sylkingytteille ilmoitetuilla realtime
RT-PCR -tekniikkaa hyddyntavilla alustoilla (RGQ MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx,
QuantStudio 5 Dx ja cobas z 480).

Nend-, suunielu- ja nendnielundytteet

LoD-pitoisuudeksi on ilmoitettu 950 cp/ml RGQ MDx-, ABI 7500 Fast Dx-,CFX96 Dx- ja
QuantStudio 5 Dx Haitteilla ja 475 cp/ml cobas z 480 -laitteella (katso taulukko 26).

Puhtaat sylkindytteet

LoD-pitoisuudeksi on ilmoitettu 950 cp/ml  RGQ MDx -laitteella  ja 1200 cp/ml
ABI 7500 Fast Dx-, cobas z 480-, QuantStudio 5 Dx- ja CFX96 Dx -aitteilla  (katso
taulukko 26).
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Taulukko 26. Yhteenveto LoD-tuloksista real-time RT-PCR -tekniikkaa hyddyntavilla alustoilla

Alusta Ndytetyyppi Vahvistettu LoD (cp/ml)
RGQ MDx NPS 950
Puhdas sylki 950
ABI 7500 Fast Dx NPS 950
Puhdas sylki 1200
QuantStudio5 Dx NPS 950
Puhdas sylki 1200
cobas z 480 NPS 475
Puhdas sylki 1 200
CFX96 Dx NPS 950
Puhdas sylki 1200

Analyyttisen spesifisyyden tutkimukset (inklusiivisuus ja
eksklusiivisuus/ristireaktiviteetti)

Inklusiivisuus

artus SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden ja Probes -koetinten inklusiivisuus arvioitiin
GISAID-ietokannassa (www.gisaid.org) saatavilla olevien sekvenssien in silico -analyysin
avulla. Yhteensa 722 488 sekvenssia (saatavilla 23/03/2021) analysoitin COVID CG
tydkalulla (https://covideg.org), jo analyysissd kaytettin  GISAID-metatietoja. Sekvenssit
sovitettiin WIVO4-viitesekvenssiin (100-prosenttisesti identtinen Wuhan-Hu-
1/NC_045512.2 -sekvenssin kanssa poly-A-hdntaa lukuun oftamatta) ja  yksittdiset
nukleotidivariaatiot (Single Nucleotide Variation, SNV) analysoitiin genomisella alueella,
jonka kohteet artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan alukkeet ja koeftimet madrittivat.
Tunnistettujen SNV-variaatioiden esiintyvyys pysyi alle 1 %:n, samoin kuin yhtdaikaisten
mutaatioiden esiintymistiheys. SNV-variaatioita ei havaittu vahintaan 1-3 nukloetidin alueella
kyseisten oligonukleotidien 3'-padstd, minkd olisi odotettu vaikuttavan tulokseen.
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjaa pidetddn kyvykkadné havaitsemaan 100 %

julkaistuista sekvensseistd.
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Eksklusiivisuus/ristireaktiivisuus

In silico -analyysi

artus SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeiden ja Probes -koetinten eksklusiivisuus arvioitiin NCBI-
tietokantaan tallennettujen sekvenssien in silico -analyysin avulla. In silico -analyysi osoitti, ettd
joidenkin testattujen patogeenien homologisuus on yli 80 % jonkin artus SARS-CoV-2 -alukkeen
tai -koettimen kanssa. Téllaisia patogeenejd ovat mm. Candida albicans, SARS-CoV-1,
Streptococcus pyogenes ja Streptococcus salivarivs. Pseudomonas aeruginosa -bakteerin
homologisuus oli alle 80 % yhden SARS-CoV-2-mddrityksen alukkeen/koettimen kanssa.
Kuitenkaan artus SARS-CoV-2 Amp Primers -alukkeet ja Probes -koettimet eivét osoittaneet

mahdollista monistumista NCBI nr/nt -tietokantaan tallennettujen erilaisten sekvenssien kanssa.

Yhteensd 36 bakteeri-, virus- ja sienikantaa (taulukko 27) analysoitiin in silico
-PCR-menetelmélla, kun rajoitettu mahdollinen amplikonikoko oli 500 bp. Patogeenisekvenssit
koottiin NCBl-ietokannasta, mutta mikaén ndistd patogeeneistd ei osoittanut monistumista in

silico. Taulukossa 27 esitetGdn luettelo in silico -testatuista patogeeneistd.

Taulukko 27. Luettelo in silico -testatuista patogeeneistd.

Patogeenit Kanta/tyyppi Taksonominen tunnus In silico -PCR-tulokset
Adenovirus 3 Tyyppi 3 45659 Ei vastaavuutta
Adenovirus 4 Tyyppi 4 28280 Ei vastaavuutta
Adenovirus 5 Tyyppi 5 28285 Ei vastaavuutta
Adenovirus 7A Tyyppi 7A 85755 Ei vastaavuutta
Adenovirus 14 Tyyppi 14 10521 Ei vastaavuutta
Adenovirus 31 Tyyppi 31 10529 Ei vastaavuutta
Bordetella pertussis A639 520 Ei vastaavuutta
Candida albicans 5(2222?4 5476 Ei mahdollista monistumista**
Chlamydia pneumoniae ﬁv\/\\jljog%f 115713 Ei vastaavuutta
Enterovirus Tyyppi 68 42789 Ei vastaavuutta

Sekvenssivastaavuus yhden alukkeen/koetftimen kanssa osoitti < 80 %:n homologisuuden.
Sekvenssivastaavuus yhden alukkeen/koetftimen kanssa osoitti > 80 %:n homologisuuden.
(jatkuu seuraavalla sivulla)

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kayttdohije (kasikirja) 01/2022 57



Taulukko 27. (jatkuu edelliseltd sivulta)

Patogeenit Kanta/tyyppi Taksonominen tunnus In silico -PCR-tulokset
Haemophilus influenzae KwW20 727 Ei vastaavuutta
lhmisen koronavirus 229E 11137 Ei vastaavuutta
lhmisen koronavirus NL63 277944 Ei vastaavuutta
Ihmisen koronavirus HKU-1 290028 Ei vastaavuutta
lhmisen koronavirus OC43 0C43 31631 Ei vastaavuutta
Ihmisen koronavirus MERS-CoV 1335626 Ei vastaavuutta
Ihmisen metapneumovirus - 162145 Ei vastaavuutta
Inflenssa A HIN1 114727 Ei vastaavuutta
Influenssa A H3N2 119210 Ei vastaavuutta
Influenssa B - 11520 Ei vastaavuutta
Mycoplasma pneumoniae MF]'_?Q 272634 Ei vastaavuutta
Parainfluenssavirus Tyyppi 1 12730 Ei vastaavuutta
Parainfluenssavirus Tyyppi 2 2560525 Ei vastaavuutta
Parainfluenssavirus Tyyppi 3 11216 Ei vastaavuutta
Parainfluenssavirus Tyyppi 4 2560526 Ei vastaavuutta
Pneumocystis jirovecii RU7 42068 Ei vastaavuutta
Pseudomonas aeruginosa PAO1 287 Ei mahdollista monistumista*
Respiratorinen synsytiaalivirus Tyyppi A (RSV-A) 208893 Ei vastaavuutta
Respiratorinen synsytiaalivirus Tyyppi B (RSV-B) 208895 Ei vastaavuutta
Rinovirus Tyyppi A 147711 Ei vastaavuutta
Rinovirus Tyyppi B 147712 Ei vastaavuutta
SARSkoronavirus Tor2 694009 Ei mahdollista monistumista®
Staphylococcus epidermidis - 1282 Ei vastaavuutta
Streptococcus pyogenes - 1314 Ei mahdollista monistumista®
Streptococcus salivarius ATCC®CBCIT_|Ag;;)24D_5 1304 Ei mahdollista monistumista’
Streptococcus pneumoniae A,;‘rgfr:czﬂ%%gq 1313 Ei vastaavuutta

*

Sekvenssivastaavuus yhden alukkeen/koetftimen kanssa osoitti < 80 %:n homologisuuden.

T Sekvenssivastaavuus yhden alukkeen/koettimen kanssa osoitti > 80 %:n homologisuuden.
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In vitro -analyysi

Ristireaktiivisuus  vahvistettiin in vitro patogeeneille, joiden homologisuus SARS-CoV-2
Amp Primers -alukkeiden kanssa oli ollut > 80 % in silico -analyysissa. Naytteet valmisteltiin
lisaémalla  mahdollisesti  ristireaktiivisia  organismeja  nendnielundytepuikkomatriisiin
pitoisuudella  10¢ cp/ml,  lukuun  oftamatta  SARS-CoV-1-virusta, joka testattiin
laimentamattomana  toimittajan  suositusten mukaisesti. Mikadn ndisté patogeeneistd ei
osoittanut in vitro -ristireaktiivisuutta.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -mé&adrityksen mikrobiaalinen hairiénkesto testattiin in vitro
suositelluista  patogeeneistd muodostetulla paneelilla (taulukko 28). Naytteet valmisteliin
lisaémalla enintéan 5 patogeenid — viruskohteet pitoisuudella 105 TCID50/ml, bakteeri- ja
sienikohteet pitoisuudella 10° cp/ml tai varastopitoisuuden mukaisella mahdollisimman
korkealla pitoisuudella — negatiivisiin nendnielunéytepuikkondytteisiin, joihin oli lisétty
2,87 x LoD inaktivoituja SARS-CoV-2-partikkeleita (Zeptometrix). NATtrol™-paneelit ja SARS-
CoV-1 liséttiin suoraan yhdessé inakfivoitujen SARS-CoV-2-viruspartikkelien (Zeptometrix)
kanssa pitoisuudella 2,87 x LoD. Alla on yhteenveto kaikista testatuista  mikro-
organismiyhdistelmistd ja niiden pitoisuuksista.

Taulukossa 28 on luettelo mikrobiaalisen hairion tutkimuksessa testatuista patogeeneistd.

Taulukko 28. Luettelo mikrobiaalisen héirién tutkimuksessa in vitro -testatuista patogeeneisté.

Yhdistelmén Lopullinen
tunnus / Mikro-organismi Léhde (g Yksikko Tulos
. pitoisuus

naytetunnus
SARS-CoV-2 ézg""‘e"'x (NATSARSICOVZE 5 79E403  cp/ml
lhmisen koronavirus 229E  Zeptometrix (0810229CFHI) 1,43E+05  TCID50/ml

Yhdistelmé 1 g'g'j;” koronavirus Zeptometrix (0810024CFHI)  5,86E+04  TCID50/ml i hairista
lhmisen koronavirus NL63  Zeptometrix (0810228CFHI) 2,84E+04  TCID50/ml
Adenovirus T3 Zeptometrix (0810016CFHI) 1,43E+05 TCID50/ml
Parainfluenssavirus 1 Zeptometrix (0810014CFHI) 9,14E+06  TCID50/ml

(jatkuu seuraavalla sivulla)
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Taulukko 28 (jatkuu edelliseltd sivulta)

Yhdistelméin . - . Lopullinen L
hJImus / Mikro-organismi Léhde pitoisuus Yksikko Tulos
naytetunnus
SARSCoV-2 Zepfomelrix 2,72E403  cp/ml
(NATSARS(COV2)-ERC)
Adenovirus T31 Zeptometrix (0810073CFHI)  1,67E+04 TCID50/ml
Yhdistelm 2 Parainfluenssavirus 2 Zeptometrix (08 10015CFHI)  4,29E+04 TCID50/ml Ei héiriota
';;2:?:;8;2 e Zeptometrix (0810037CFHI)  1,43E+05 TCID50/ml
Rinovirus T 1A (Zgg;%rg?géFNHl) 2,86E404 TCID50/ml
SARSCoV-2 Zeptomerix 2,72E+03  cp/ml
(NATSARS(COV2)-ERC)
Parainfluenssavirus T3 Zeptometrix (0810016CFHI)  1,43E+07 TCID50/ml
Yhdistelmé 3 Haemophilus influenzae ATCC (51907D-5) 1,00E+06  CFU/ml Ei hairiotd
Streptococcus pneumoniae  ATCC (700669DQ) 3,30E+06  CFU/ml
Candida albicans Zeptometrix (0801504DNA)  1,00E+06  CFU/ml
Staphylococcus epidermidis ~ ATCC (12228DQ) 4,60E+06  CFU/ml
SARS.CoV-2 (ZNeff?s’”:gg’(‘c ST 2,73E403  cp/ml
Adenovirus T7A Zeptometrix (0810021CFHI)  1,02E+06 TCID50/ml
Yhelistelmd 4 - o pfococcus pyogenes  ATCC [700294DG) 1006407  CFU/ml i héiriotd
Mycoplasma pneumoniae Zeptometrix (0801579DNA)  1,00E+08  CFU/ml
Pseudomonas aeruginosa ATCC (47085DQ) 1,00E+07  CFU/ml
SARS.CoV-2 Zepfomelrix 2,72E+03  cp/ml
(NATSARS(COV2)-ERC)
f;:fy'::zl’l'v"l‘f:s RSVA Zeptomelrix (0810482CFHI)  7,14E+04 TCID50/ml
Yhdistelma 5 4 onssa A HINT Kalifornia Zeptometrix (0810165CFHI)  1,43E404  TCID50/ml & NIri0H
Ezfjr’;:’r'r’;s tyyppi 68 Zeptometrix (0810300CFHI)  1,43E+05 TCID50/ml
Adenovirus T14 Zeptometrix (0810108CFHI)  2,86E+04 TCID50/ml
(jatkuu seuraavalla sivulla)
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Taulukko 28 (jatkuu edelliseltd sivulta)

Yhdistelmén Lopullinen
tunnus / Mikro-organismi Lahde opu! Yksikko Tulos
. pitoisuus
naytetunnus
SARSCoV-2 Zepfomelrix 2,736403  cp/ml
(NATSARS(COV2)-ERC) P
. Zeptometrix
MERS-koronavirus (0810575CFHI) 1,43E+04 TCID50/ml
R N ) Zeptometrix R
Yhdistelma 6  Adenovirus T4 (0810070CFHI) 1,43E+05 TCID50/ml  Ei hairista
Ihmisen metapneumovirus Zeptometrix 7 14E+03  TCID50/ml
(hMPV) B (0810156CFHI) !
Respiratorinen synsytiaalivirus ~ Zeptometrix
tyyppi B [RSV-B) (0810040CFHI) 1438403 TCID50/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 cp/ml
. Zeptometrix
Adenovirus T5 (0810020CFH) 6,43E+05 TCID50/ml
R N . . Zeptometrix AT
Yhdistelmé 7 Parainfluenssavirus 4B (0810060BCFH) 7,14E+04 TCID50/ml Ei hairicta
Influenssa A H3N2 Zeptometrix
Sveitsi/9715293/13 (0810511CFHI) 2,86E+04  TCIDS0/ml
. Zeptometrix
Streptococcus salivarius (BAA-1024D-5) 1,00E+06 CFU/ml
SARSCoV-2 Zepfomelrix 2,736403  cp/ml
(NATSARS(COV2)-ERC) P
NATrol-paneeli RP1 (influenssa
A H3N2 (Brisbane/10/07),
influenssa A HIN1
. . (NY/02/2009), rinovirus R
Yhdistelmé 8 (tyyppi 1A], adenovirus T3, ot Ei hairiota
parainfluenssa T1, Zeptometrix (MDZ0O1) vniemaion -
parainfluenssavirus T4,
metapneumovirus (Peru 6-
2003) C. pneumoniae (CWL-
029), M. pneumoniae (M129),
coxsackievirus (tyyppi A1)
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Yhdistelmén Lonullinen

tunnus / Mikro-organismi Lahde PUl Yksikkd Tulos
. pitoisuus

naytetunnus

Zeptometrix

SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC)

2,73E+03 cp/ml
NATrol-paneeli RP2 (influenssa
A H1 (Uusi-
Kaledonia/20/99),
Yhdistelma 9 influenssa B (Florida/02/06), Ei hairistd
RSV-A, parainfluenssa T2, . Tuntematon
parainfluenssa T3, HKU- Zeptometrix (MDZ0OT) i B
rekombinantti koronavirus,
koronavirukset (OC43, NL63,
229E), Bordetella pertussis

(A639)
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 cp/ml
Yhdistelmé 10 Ei hairista
Zeptometrix Tuntematon
SARSCoV-1 (NATSARS-ST) * -

* Toimittaja ei ilmoittanut pitoisuutta.

Hairitsevat aineet

Nené-, suunielu- ja nendnielundytteet

Luultujen hairitsevien aineiden (taulukossa 29 mainitut aineet) vaikutus artus SARS-CoV-2
Prep&Amp UM Kit -sarjan suorituskykyyn arvioitiin. Testit suoritettiin - 3 yhdistelmassa
negatiivisia nendnielundytepuikkonaytteita ja 3 yhdistelmassa positiivisia
nendnielundytepuikkonaytteitd, joihin oli liscitty 4 x LoD inaktivoituja
SARS-CoV-2-viruspartikkeleita (Zeptometrix). Tutkimuksissa kaytettin RGQ MDx 5plex HRM

-alustaa (4 eri laitetta), joita kaytti 1 kayttaja 1 pilottisarjan avulla.

Jokainen yhdistelm@ jaettiin kahtia ja nailla osilla testattiin joko livottimeen (testindyte)
livenneita  hdgiritsevid  aineita tai pelkastdan livotinta  (kontrollingyte). Green- ja
Red-fluoresenssikanavien  osumatarkkuutta  verrattiin  testien  vélilla  sekd  vastaaviin
kontrollingytteisiin. Jos héiriota ei ollut, testin ja sitd vastaavan kontrollindytteen osumatarkkuus

on sama.
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Taulukossa 29 ndkyy, eftd mikadn testatuista aineista ei aiheuttanut héiriditd arfus SARS-CoV-2

Prep&Amp UM Kit -sarjan suorituskykyyn Green-fluoresenssikanavassa.

Taulukko 29. Luettelo hdiritsevistd aineista ja Green-kanavan osumatarkkuuksista.

Osumatarkkuustulokset  Osumatarkkuustulokset
e - L. negatiivisissa positiivisissa (4 x LoD)
Hdiritsevdt aineet Toiminto Testattu pitoisuus nenéinielunéyfepuikko-  nendnielunéytepuikko-
ndytteissd ndytteissd
o Systeeminen Ei hairisté Ei hairisté
Tobramysiini antibiootti 1 mg/ml 0/15 15/15
Nenéin kauta _— _—
o annetftava i hairista i hairista
LRI antibioottinen 6 el 0/15 15/15
voide
ik Nenén kautta y Ei hairiota Ei hairiota
Flutikasoni annettavat 5% (v/v)
kortikosteroidit 0/15 15/15
Suun kautta
Mentoli anzﬂcvci /ol Ei hairiota Ei hairiota
puuduttavat ja 0,5 mg/m
(imeskeltava) analgeettiset 0/15 15/15
aineet
Ei hairiota Ei hairiota
Oksimetatsoliini Nendsuihke 10 % (v/V) 0/15 15/15
Oseltamiviiri Viruslagke 3,3 mg/ml 15/15
0/15
Musiini Ei hairiota Ei hairiétd
15/15
(naudan 2,5 mg/ml 0/15 /
leuanalussylkirauhan
en tyyppi I-S)
) 5 Ei hairiotd Ei hdiriéta
Kokoveri 4% (v/v) 1/15% 15/15
* Artefaktia vastaava monistuminen havaittiin.
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Puhtaat sylkindytteet

Kahdeksan luullun hairitsevén aineen (taulukossa 30Taulukko 30 mainitut aineet) vaikutus
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan suorituskykyyn arvioitiin. Testeissa kdytettiin yhtd
negatiivisten puhtaiden sylkindytteiden poolia, joka jaettiin kahteen osaan kahden eri
laimennustason testaamista varten: (1) negatiiviset puhtaat sylkinaytteet ja (2) keinotekoisesti
positiiviset puhtaat sylkindytteet (negatiiviseen pooliin lisatty 3-kertainen LoD-pitoisuus
[3 600 cp/ml] inaktivoituja SARS-CoV-2-viruspartikkeleita [Zeptometrix]). Kolme kaytajas
testasi puhtaat sylkingytteet cobas z 480 -alustalla ja yhdella kaupallisesti saatavilla olevalla

sarjalla.

Jokaista hairitsevad ainetta kohden naytteen replikaatit jaettiin kahtia ja nailla osilla testattiin
joko livottimeen (testindyte) livenneita hdiritsevid aineita tai pelkdastdén livotinta
(kontrollingyte). Green-, Red- ja Yellow-fluoresenssikanavien osumatarkkuutta verrattiin testien
valilla seka vastaaviin kontrollingytteisiin. Jos hairiéta ei ollut, testin ja sitd vastaavan

kontrollindytteen osumatarkkuus on sama.

Kvalitatiivisen (ndytteen tilan) analyysin osalta kahdeksalla testatulla hairitsevalla aineella
(katso taulukko 30) ei ole vaikutusta artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan tuloksiin

positiivisia ja negatiivisia sylkingytteitd testattaessa.

Taulukossa 30 ndkyy, eftd mikadn testatuista aineista ei aiheuttanut hairiditd arfus SARS-CoV-2

Prep&Amp UM Kit sarjan suorituskykyyn Green-fluoresenssikanavassa.
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Taulukko 30. Luettelo hairitsevistd aineista ja Green-kanavan osumatarkkuuksista.

Hairitseva aine* Toiminto Testattu pitoisuus ~ Osumatarkkuustulok ~ Osumatarkkuustul
set negatiivisissa okset positiivisissa
puhtaissa (3-5x LoD)
sylkindytteissd puhtaissa
sylkingytteissd
Kokoveri Endogeeninen aine: 1%v/v Ei hairiota* Ei hairiota*
ihmisen gDNA, 0/8 8/8
leukosyyftit,
erytrosyytit
Altoids® Makeinen 2% w/v Ei hairicta Ei hairiota
0/8 8/8
Aspiriini Tulehdusladke 1% w/v Ei hairicta Ei hairiota
0/8 8/8
Listerine® Antiseptinen suuvesi 1% v/v Ei hairicta Ei hairiota
0/8 8/8
Ricola® Makeinen 1% w/v Ei hairicta Ei hairiota
0/8 8/8
Colgate® Total SF Hampaita 0,1% w/v Ei hairiota Ei hairicta
Whitening™ valkaiseva 0/8 8/8
Toothpaste hammastahna
Tussidane® Sirop Ladke kuivaan 1% v/v Ei hairicta Ei hairiota
yskaan 0/8 8/8
Pulmofluide® Ladke limaiseen 1% v/v Ei hairiota Ei hairicta
ysk&din 0/8 8/8

* Kokoveren kohdalla héiritseva vaikutus havaittiin Red-kanavan IC-+tunnistuksessa (10-40 %:n esto), mutta silla ei ollut
vaikutusta naytteen kelvollisuuteen. Green-kanavassa kokoveri ei vaikuttanut néytteen tilaan, mutta pieni Ct-siirtyma

havaittiin (keskim&érin 1,35 Ct mydhemmin kokoveren kanssa verrattuna kontrollinéytteeseen).

Virheellisesti negatiivisen tuloksen riskin vélttamiseksi on kirjattava ylos, jos heikosti positiivista kliinista

naytettd festataan ja putkessa havaitaan verijaamid, ja jos ndytteestd saadaan negatiivinen tulos arfus

SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjalla, potilaalta on otettava uusi puhdas sylkindyte ja se on testattava
vudella arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjalla.
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Naytteen stabiiliustutkimus

Naytteen stabiiliustutkimuksessa arvioitiin naytteiden erilaisten s@ilytysolosuhteiden vaikutus
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjojen kvalitatiivisiin (osumatarkkuusanalyysi) ja
kvantitatiivisiin ~ (Ctsiirtymdanalyysi)  tuloksiin.  Kokeet tehtiin  analysoimalla  kaksi
laimennustasoa: (1) negatiiviset ndytteet ja (2) keinotekoisesti positiiviset ndytteet, joihin on
lisatty inaktivoituja  SARS-CoV-2-viruspartikkeleita (Zeptometrix). Naytteiden (sylki- ja
NPS-naytteet) stabiiliuden varmistamiseksi vaadittiin, ettd > 95 % replikaateista antoi saman
osumatarkkuuden ja  Ctsiiftyma oli <10 %:n  ajankohtaan O  ndhden  kaikissa

stabiiliusolosuhteissa.

Neng-, suunielu- ja nenanielundytteet:

Testatut stabiiliusolosuhteet luetellaan taulukossa 31. Testeissa kaytettiin kolmea néytepoolia.
ABI 7500 Fast Dx -alustalla testattiin negatiivisia NPS-ndytteitd, keinotekoisesti positiivisia
5-kertaisen LoD:n (4 750 cp/ml) NPS-naytteita sekd kolme erad myyntiin vapautettujen erien
naytteitd BRST (N2-ketju, 1 000 cp / 10 pl), BRS2 (RNaasi P -gblock, 1 000 cp / 10 pl) ja
BRS3 (N1-ketju, 1 000 cp / 10 l).

Kvalitatiivisen  ja  kvantitatiivisen  analyysin  tuloksissa  NPS-naytteiden  testatuilla
sailytysolosuhteilla ei ollut vaikutusta osumatarkkuuteen (odotettu tila havaittiin) eivatka ne
aiheuttaneet merkitsevia Ctsiirtymia arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan tuloksiin.
Nain ollen sarjan suorituskyky pysyi stabiilina NPS-naytteiden testattujen sdilytysolosuhteiden

eroista huolimatta (katso taulukko 31).

Taulukossa 31 esitetdan nendnielundytteiden stabiiliusolosuhteet.
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Taulukko 31. Nendnielundytteiden stabiiliusolosuhteet.

Olosuhteet

Naytteen ilmoitettu stabiilius

Pakastus/sulatus
4°C (2 °C -8 °C)
-70°C

3 pakastusta/sulatusta
72 h
2 viikkoa

Puhtaat sylkindytteet

Testatut stabiiliusolosuhteet luetellaan taulukossa 32. Testeissa kaytettiin kahta ndytepoolia.

ABI 7500 Fast Dx -alustalla testattiin negatiivisia puhtaita sylkindytteitd ja keinotekoisesti

positiivisia 3-kertaisen LoD:n (3 600 cp/ml) puhtaita sylkinaytteitd.

Kvalitatiivisen ja kvantitatiivisen analyysin tuloksissa testatuilla sailytysolosuhteilla ei ollut

vaikutusta osumatarkkuuteen (odotettu fila havaittiin) eivatkd ne aiheuttaneet merkitsevia

Ctsiirtymia artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan tuloksiin. Nain ollen sarjan suorituskyky

pysyi stabiilina puhtaiden sylkindytteiden testattujen sdilytysolosuhteiden eroista huolimatta.

Taulukossa 32 esitetadan puhtaiden sylkindytteiden stabiiliusolosuhteet.

Taulukko 32. Puhtaiden sylkindytteiden stabiiliusolosuhteet

Olosuhteet

Naéytteen ilmoitettu stabiilius

Pakastus/sulatus
Huoneenlémps (18 °C - 26 °C)
4°C (2°C -8 °C)

Olosuhteiden yhdistelmd: 6 h huoneenldmméssé ja
72 h 4 °C:ssa (2 °C - 8 °C) ja 8 vuorokautta
-20 °C:ssa (<30 °C ... =15 °C)

-20°C (-30°C ... -15 °C)

3 pakastusta/sulatusta
72 h
72 h

6 h huoneenlémméssd ja sitten 72 h 4 °C:ssa
(2 °C - 8 °C) ja sitten 7 vuorokautta 20 °C:ssa
(30 °C ... —15 °C)

1 kuukausi (30,5 vrk)

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kayttdohije (kasikirja)

01/2022 67




Tarkkuus

Tarkkuustutkimuksessa arvioitiin uusittavuutta (sama néyte toistettiin eri ajoissa ja olosuhteissa:

5 paivang, 3 eri erdn sarjoilla, 3 kayttdjan toimesta ja 2 laitteella) ja toistettavuutta (sama

ndyte toisteftiin samassa ajossa ja samoissa olosuhteissa). Testit tehtiin negatiivisille

nendnielunaytteille ja negatiivisille nenanielunaytteille, joihin oli lisatty 5 x LoD, ja ajot tehtiin

RGQ MDx -laitteella.

Jokaisesta laimennuspitoisuudesta keréttiin 204 tietopistetta. Toistettavuus- ja uusittavuustietoja

kéytettiin keskihajonnan (Standard Deviation, SD) sekd variaatiokertoimen (Coefficient of
Variation, %CV) méarittamiseen SARS-CoV-2-kohteille Green-, Yellow- ja Red-kanavissa.
Taulukko 33 osoittaa, ettd arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan yleinen tarkkuus on
0,63 SD (2,03 %CV) Green-kanavassa, 0,54 SD (2,22 %CV) Yellow-kanavassa ja 1,28 SD

(4,10 %CV) Red-kanavassa.

Taulukko 33. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan keskihajonta ja variaatiokerroin.

Naytteet ja .. Pdivien Erien Kayttajien Laitteiden Ajojen Ajon

o Yhteensd Il 1 1l L 1l ol
havainnointikanava valilla valilla valilla valilla valilla sisalla

Keskihajonta (SD)
(Variaatiokerroin [%CV])

Negatiivinen NPS 0,54 0,09 0,10 0,06 0,11 0,09 0,50
Selov eena (222 (037 (0,42 0,27) (0,47) (0,36)  (2,05)
Negatiivinen NPS 1,15 0,0 0,55 0,00 0,12 0,39 0,92
Redkanava (3,68 (0,000  (1,76) (0,00) (0,40) (1,26)  (2,96)
Lisatty NPS 0,63 0,18 0,31 0,00 0,08 0,00 0,51
Crezrlanee (2,03 (0,59  (1,00) (0,00) (0,25) (0,00 (1,64)
Lisatty NPS 0,47 0,13 0,24 0,05 0,18 0,00 0,33
Yellow-kanava (1,93) (053]  (0,98) (0,20) (0,73) (0,000  (1,38)
Lisatty NPS 1,28 0,12 0,58 0,11 0,00 0,49 1,02
Redlrave (4,000 (037  (1,84) (0,34) (0,00) 1,57 (3.27)
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Kliininen suorituskyky

Nendnielundytteet

arfus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp -mddrityksen kliininen suorituskyky arvioitiin kayttamalla
kuljetusaineeseen sailéttyja, puikolla otettuja retrospektiivisia nenanielundytteitd, joihin kuului
150 kliinistd naytettd.

Kaikki ndytteet kerdttiin potilailta, joilla oli COVID-19-infektion merkkejé ja oireita. Naytteitd

s@ilytettiin j@adytettying kayttddn asti.

Kliininen kelpoisuus testattiin ABl 7500 Fast Dx -laitteella. Taulukossa 34 on tiedot

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan suorituskyvysta verrattuna vertailumenetelmaan.

Taulukko 34. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kliininen suorituskyky verrattuna vertailumenetelmédn.

Néytteen tila N Positiivisten 95 %:n Cl Negatiivisten 95 %:n Cl
prosenttiosuus prosenttiosuus
Positiivinen 52 98,1 89,9-99,7 1,9 -
(51/52) (1/52)
Negatiivinen 98 5,1 - 94,9
88,7-97,8
(5/98) (93/98)

Ristiriitaiset tulokset arvioitiin  kolmannella menetelmélld  ja  analysoitiin - uudelleen
yhtapitavyystaulukon avulla. Yleiset kliinisen suorituskyvyn tulokset on ilmoitettu positiivisena
prosentuaalisena yhtdpitdvyytend (Positive Percent Agreement, PPA) ja negdtiivisena
prosentuaalisena yhtapitavyytend (Negative Percent Agreement, NPA) ja ne ovat ndhtévissé

taulukossa 35.
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Taulukko 35. arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kliininen suorituskyky ristiriitaisen tulosten analysoinnin
jalkeen.

Néytteen tila N Positiivisten 95 %:n Cl Negatiivisten 95 %:n Cl
prosenttiosuus prosenttiosuus
Positiivinen 52 98,1 89,9-99,7 1,9 -
(51/52) (1/52)
Negatiivinen 98 5,1 - 94,9 88,7-97,8
(5/98) (93/98)

Alla on lueteltu néyteosuuksien positiiviset ja negadtiiviset prosentuaaliset yhtapitavyydet
(Positive Percent Agreement, PPA, ja Negative Percent Agreement, NPA) sekd odotetut

naytteiden tilat:

Positiivinen prosentuaalinen yhtapitavyys

(Positive Percent Agreement, PPA): 51/52 =98,1% (95 %:n Cl: 89,9-99,7 %)
Negatiivinen prosentuaalinen yhtdpitévyys
(Negative Percent Agreement, NPA): 93/98 = 94,9 % (9?5 %:n Cl: 88,6-97,8 %)

Nendnielundytepuikot, mukaan lukien oireettomat henkilét

artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp -madrityksen kliininen suorituskyky arvioitiin kayttémalla
kuljetusaineeseen sdildttyja, puikolla otettuja retrospektiivisia nendnielunéytteitd, joihin kuului

153 kliinista naytetta.

Kaikki naytteet kerdttiin potilailta, joilla ei ollut COVID-19-infektion oireita tai muita syitd

epdill tartuntaa.

Kliininen kelpoisuus testattiin ABI 7500 Fast Dx -laitteella. 16 néytetta jatettiin analyysin
ulkopuolelle artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan testauksen jalkeen, sillé niiden tila

oli kelvoton naytteen kelvollisuuskriteerien mukaan (taulukko 23).
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Taulukossa 36 on tiedot artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan suorituskyvystd
verrattuna  vertailumenetelmaan, mikd on ilmaistu  positiivisena  prosentuaalisena
yhtapitévyytend (Positive Percent Agreement, PPA) ja negatiivisena prosentuaalisena

yhtapitavyytend (Negative Percent Agreement, NPA).

Taulukko 36. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kliininen suorituskyky verrattuna vertailumenetelmédn

Néytteen tila N Positiivisten 95 %:n Cl Negatiivisten 95 %:n Cl
prosenttiosuus prosenttiosuus
Positiivinen 50 64,0 50,1-75,9 36,0 -
(32/50) (18/50)
Negatiivinen 87 1,15 - 98,85
93,8-99,8
(1/87) (86/87)

19 ristiriitaista  tulosta arvioitiin  kolmannella  menetelmallé ja analysoitiin uudelleen
yhtapitavyystaulukon avulla. Yleiset kliinisen suorituskyvyn tulokset on ilmoitettu positiivisena
prosentuaalisena yhtdpitdvyytend (Positive Percent Agreement, PPA) ja negatiivisena
prosentuaalisena yhtapitavyytend (Negative Percent Agreement, NPA) ja ne ovat nghtavissa

taulukossa 37.

Taulukko 37. arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kliininen suorituskyky ristiriitaisen tulosten analysoinnin jélkeen

Ndytteen fila N Positiivisten 95 %:n Cl Negatiivisten 95 %:n Cl
prosenttiosuus prosenttiosuus
Positiivinen 32 100,0 89,3-100,0 0(0/32) -
(32/32)
Negatiivinen 105 0,95 - 99,05 94,8-99,8
(1/105) (104/105)

18 virheellistd negatiivista ndytettd luokiteltiin vudelleen oikeiksi negatiivisiksi, ja yksi

virheellinen positiivinen pysyi virheellisend positiivisena.
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Alla on lueteltu ndyteosuuksien positiiviset ja negatiiviset prosentuaaliset yhtapitavyydet
(Positive Percent Agreement, PPA, ja Negative Percent Agreement, NPA) sekd odotetut

naytteiden tilat:

Positiivinen prosentuaalinen yhtapitavyys

(Positive Percent Agreement, PPA): 32/32 =100,0 % (95 %:n Cl: 89,3 %-100,0 %)
Negatiivinen prosentuaalinen yhtapitavyys

(Negative Percent Agreement, NPA):  104/105 = 99,05 % (95 %:n Cl: 94,8 %-99,8 %)

Puhtaat sylkindytteet

arfus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp -mddrityksen kliininen suorituskyky arvioitiin kayttamalla
puhtaita sylkinaytteitd, joihin kuului 142 sylkingytetta.

Kaikki naytteet kerdttiin potilailta, joilla oli COVID-19-infektion merkkejé ja oireita. Kliininen
kelpoisuus testattiin ABI 7500 Fast Dx -laitteella. 12 naytetta jateftiin analyysin ulkopuolelle
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan testauksen ja vertailumenetelman jalkeen, silla

kumpikin testi antoi kelvottoman tilan naytteen kelvollisuuskriteerien mukaan.

Taulukossa 38 on tiedot artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan suorituskyvystd

verrattuna vertailumenetelmdan.

Taulukko 38. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kliininen suorituskyky verrattuna vertailumenetelmédn.

Néytteen tila N Positiivisten 95 %:n Cl Negatiivisten 95 %:n Cl
prosenttiosuus prosenttiosuus
Positiivinen 45 93,33 82,14-97,71 6,67 -
(42/45) (3/45)
Negatiivinen 85 0 - 100 95,68-100,00
(0/85) (85/85)
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Kolme ristiriitaista tulosta arvioitiin kolmannella menetelmélla ja analysoitiin uudelleen
yhtapitavyystaulukon avulla. Yleiset kliinisen suorituskyvyn tulokset on ilmoitettu positiivisena
prosentuaalisena yhtdpitdvyytend (Positive Percent Agreement, PPA) ja negatiivisena
prosentuaalisena yhtapitavyytena (Negative Percent Agreement, NPA), ja ne ovat ndhtavissa

taulukossa 39.

Taulukko 39. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kliininen suorituskyky ristiriitaisen tulosten analysoinnin
jalkeen.

Néytteen tila N Positiivisten 95 %:n Cl Negatiivisten 95 %:n Cl
prosenttiosuus prosenttiosuus
Positiivinen 43 97,67 87,94-99,59 2,32 -
(42/43) (1/43)
Negatiivinen 87 0 - 100 95,77-100,00
(0/87) (87/87)

Kaksi virheellisesti negatiivista tulosta luokiteltiin uudelleen todellisiksi negatiivisiksi, ja yksi

virheellisesti negatiivinen tulos pysyi virheellisesti negatiivisena.

Alla on lueteltu ndyteosuuksien positiiviset ja negatiiviset prosentuaaliset yhtapitavyydet
(Positive Percent Agreement, PPA, ja Negative Percent Agreement, NPA) sekd odotetut

naytteiden tilat:

Positiivinen prosentuaalinen yhtapitavyys

(Positive Percent Agreement, PPA): 42/43 = 97,67 % (9?5 %:n Cl: 87,94-99,59 %)
Negatiivinen prosentuaalinen yhtépitavyys

(Negative Percent Agreement, NPA):  87/87 = 100,00 % (95 %:n Cl: 95,77-100,00 %)
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Vianmadritysopas

Tama vianméadritysopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Lisdtietoja on

saatavissa mySs teknisen tuen sivustostamme usein kysyttyjen kysymysten (Frequently Asked

Questions, FAQ) osiosta: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Huomautuksia ja ehdotuksia

Positiivisen kontrollin (Positive Control, PC) Green-signaali (FAM) on heikko tai sitd ei ole

q)

b)
<)

d

e

f

RT-PCR-ietojen analysointia varten
valittu fluoresenssikanava ei ole
yhdenmukainen protokollan kanssa.
Lampétilaprofiilin virheellinen
ohjelmointi.

PCR-reaktio on konfiguroitu vadrin.

Tarvikesarjan yhden tai useamman
komponentin sdilytysolosuhteet eivéat
vastanneet ohjeita tai arfus SARS-
CoV-2 RT-PCR Kit -sarjan viimeinen
kéyttdpdiva on mennyt.

Real-time RT-PCR -tekniikkaa
hyddyntéva alusta on méaritetty
virheellisesti tietojen
konfigurointivaiheessa.

PCR inhiboitui.

Valitse tietojen analysointia varten fluoresenssikanava FAM (Green) RT-
PCR-analyysin SARS-CoV-2-kohteille, fluoresenssikanava HEX/VIC/JOE
(Yellow) néytteen kontrollille ja Cy5/Atto (Red) sisdiselle kontrollille.

Vertaa RT-PCR-ohjelmaa protokollaan.

Vertaa tydskentelyvaiheitasi pipetointijérjestykseen ja toista PCR
tarvittaessa.

Noudata sdilytysohieita ja tarkista reagenssien viimeinen kaytopaiva.
Kaytd tarvittaessa vutta sarjaa.

Kéytd téssé oppaassa suositeltua, kdyttéméadsi realtime
RT-PCR -tekniikan alustaa koskevaa konfiguraatiota.

Valté kontaminaatio noudattamalla hyvié molekyylibiologian
laboratorioita koskevia kaytéantsja.

Varmista, ettd tydskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan
saanndllisesti.

Noudata téssé oppaassa esitettyd protokollaa. Tarkista reagenssin
viimeinen kéyttdpdivd ja kéytd tarvittaessa uutta sarjaa. Toista médritys
toisella néytteelld.

Vihred signaali (FAM) mallitomassa kontrollissa tai eristaméattomyyskontrollissa

SARS-CoV-2-sekvenssit ovat
kontaminoituneet RT-PCR-levyn valmistelun
aikana.

Toista RT-PCR uusilla reagensseilla.

Valté kontaminaatio noudattamalla hyvié molekyylibiologian
laboratorioita koskevia kéytantsja. Noudata téssa kasikirjassa esitettyd
protokollaa.

Varmista, ettd tydskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan
saénndllisesti.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

Sisdisen kontrollin Red-signaali (Cy5/Atto) on heikko tai sité ei ole

a) RT-PCR-reaktioon on padssyt
hairitseva aine. PCR on inhiboitunut.

b) Sisdinen kontrolli on heikentynyt.

c) Realtime RT-PCR -tekniikkaa
hyddyntéva alusta on mddritetty
virheellisesti tietojen
konfigurointivaiheessa.

Vélta kontaminaatio noudattamalla hyvié molekyylibiologian
laboratorioita koskevia kaytantdja.

Varmista, ettd tydskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan
sddnndllisesti.

Noudata téssd oppaassa esitettyd protokollaa.
Toista koe uudella vasta keratylla naytteella.

Valté RNaasien padsy noudattamalla hyvia molekyylibiologian
laboratorioita koskevia kéytantsja. Noudata téssé oppaassa annettuja
suosituksia.

Varmista, ettd tydskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan
saanndllisesti.

Noudata sdilytysohieita ja tarkista reagenssien viimeinen kaytdpdiva.
Kaytd tarvittaessa vutta sarjaa.

Kéytd téssé oppaassa suositeltua, kdyttéméadsi realtime
RT-PCR -tekniikan alustaa koskevaa konfiguraatiota.

Naytteen kontrollin Yellow-signaali (VIC/HEX) on heikko tai sité ei ole

a) Kliininen néyte on heikentynyt.

b) Nayte on ofettu vadrin.
Néytepuikkoon ei ole saatu tai
kulietusaineeseen ei ole siirretty
riittévasti ihmissoluja.

c) RealtimeRT-PCR -tekniikkaa
hyddyntéva alusta on méaritetty
virheellisesti tietojen
konfigurointivaiheessa.

Noudata néytteenottolaitteen toimittajan antamia suosituksia
sdilytyksestd, késittelystd ja kuljetuksesta.

Noudata téssé oppaassa esitettyd protokollaa, mukaan lukien néytteen
valmisteluvaiheet SARS-CoV-2 UM Prep Buffer -puskurilla.

Noudata sdilytysohjeita ja tarkista reagenssien, kuten SARS-CoV-2 UM
Prep Buffer -puskurin, viimeinen kéyttépdivd. Kéytd tarvittaessa uutta
sarjaa.

Noudata néytteenottolaitteen toimittajan antamia suosituksia
ndytteenotosta ja ndytteiden késittelystd.

Kayta tassé oppaassa kuvattua, kayttamadsi realtimeRT-PCR -tekniikan
alustaa koskevaa konfiguraatiota.
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Symbolit

Kayttdohjeessa tai pakkauksessa ja etiketeissa saattaa nékyd seuraavia symboleita:

Symboli Selitys

Sisdltéd  reagensseja, jotka riittdvat 768  tai
3072 reaktioon

"

Viimeinen kayttdopdivamaara

V| Diagnostinen in vitro -ladkintalaite

EH

Tuotenumero
LOT Eréinumero
Komponentit
Sisalts
@l Numero
GTIN-numero

-~
=

R tarkoittaa kéyttdohjeiden versiota ja n on versionumero

Lampéatilarajoitus

o

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan kayttdohije (kasikirja) 01/2022

77



Symboli

Selitys

= K

SNV
i

>

Valmistaja

Katso kéyttdohjeet

Sdilytettévé auringonvalolta suojattuna

Varoitus/huomio

78
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Yhteystiedot

Teknista tukea ja lisatietoja saa otftamalla yhteytta QIAGEN:n tekniseen palveluun osoitteessa

support.qiagen.com.
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Tilaustiedot

Tuote Sisalté Tuotenro
artus SARS-CoV-2 768 reaktioon: valmistelupuskuri, ROX-véri, 4511460
Prep&Amp UM Kit padseos, alukkeet ja koettimet, sisdinen
(768) kontrolli, vesi (NTC) ja positiivinen kontrolli
artus SARS-CoV-2 3072 reaktioon: valmistelupuskuri, ROX-véri, 4511469
Prep&Amp UM Kit padseos, alukkeet ja koettimet, sisdinen
(3072) kontrolli, vesi (NTC) ja positiivinen kontrolli
Laitteet ja liscitarvikkeet
PCR tubes, 0.1 ml for  Kaytettavaksi 72 kuoppaisessa  roottorissa, 981103
Rotor-Gene Q 5-plex  Strip tubes and caps
HRM MDx
Rotor-Gene Q Rotor-Gene Q -ohjelmistoversio 2.3.1 (tai
software vudempi)

Rotor-Gene Q 5-plex Realtime PCR -laite, jossa 5 kanavaa, HRM- 9002032
HRM MDx analysaattori, ohjelmisto, kannettava tietokone
ja lisatarvikkeet; 1 vuoden takuu osien
rikkoutumisen ja asennus- ja valmistusvirheiden
varalta
72-Well Rotor Strip Tubes and Caps, 0.1 ml +uotteille, joiden 9018903
reaktiotilavuus on 10-50 pl
Locking Ring 72-Well  Strip Tubes and Caps 0.1 ml -liuskaputkien ja 9018904

Rotor

korkkien lukitsemiseen 72-Well Rotor -roottoriin

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla

tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat

jo kayttdoppaat ovat saatavilla osoitteessa www.qgiagen.com, tai niitd voi tiedustella

QIAGEN:n teknisesta palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyjalta.
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Asiakirjan muutoshistoria

Versio

Kuvaus

R1, huhtikuu 2021
R2, heindkuu 2021

R3, syyskuu 2021

R4, tammikuu 2022

Ensimmdainen versio.

lImoituksen jatko: Testi on tehty oireettomille henkilille. Kéytttarkoitus paivitettiin
siséltdmadn henkilét, joilla ei ollut oireita tai muita syitd epdilléd COVID-19-infektiota.
Suorituskykytietoihin liséttiin osio Kliininen suorituskyky, mukaan lukien oireettomat
henkildt.

[Imoituksen jatko:

1. Lisétty testaus sylkindytteiden avulla.

2. Tydnkulkua muokattu.

3. Kaytettavaksi kolmen muun alustan ja niihin liittyvien ohjelmistojen kanssa: CFX96 Dx
ja CFX Manager Dx -ohjelmistoversio 3.1.3090.1022 (tai uudempi), cobas z 480 ja
LightCycler 480 SW UDF -versio 2.0.0 (tai uvudempi) sekd QuantStudio 5 Dx ja
QuantStudio 5 Dx IVD -ohjelmistoversio 1.0.1 (tai uudempi).

4. Kolmen lisatyn alustan (CFX96 Dx, cobas z 480, QuantStudio 5 Dx) havaitsemisrajat
liséttiin nendnielu-, nend- ja suunielunéytteitd koskevaan suorituskykyosioon.

5. Suorituskykyominaisuudet-osio on pdivitetty.

6. Vain fluoresenssikanavat (Green, Red ja Yellow) sdilytettin RGQ-laitteen kohdalla
(sulkeissa olleet vérien nimet poistettiin).

7. Vain varien nimet sdilytettin  CFX96 Dx-, ABI 7500 Fast Dx-, cobas z 480- ja
QuantStudio 5 Dx -laitteiden kohdalla.

8. ABI 7500 Fast Dx -laitteen kohdalla fluoresenssisuodattimet A/1, B/2 ja E/5
poistettiin. Vain vérien nimet sailytettiin (FAM, VIC ja Cy5).

9. Muutoksia taulukoihin 34-37 Kliininen suorituskyky -osiossa esityksen selventamiseksi.

Korjattu kirjoitusvirhe taulukossa 39.
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artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit -sarjan rajoitettu kdyttdoikeussopimus

Ta&mdn tuotteen kéyttd tarkoittaa ostajan tai kéytdjdn suostumusta noudattaa seuraavia ehtoja:

1. Tuotetta saa kdyttéd ainoastaan tuotteen mukana toimitettujen protokollien ja témén kasikirjan mukaisesti seké ainoastaan paneelin siséltémien osien kanssa.
QIAGEN ei mydnnd immateriaaliomaisuutensa lisenssid tarkoitukseen kéyttéd tai liittéd tamén paneelin siséltdmié osia muiden osien kanssa, jotka eivét sisélly téhén
paneeliin lukuun ottamatta osia, jotka kuvataan tuotteen mukana toimitetuissa protokollissa, téssé késikirjassa ja muissa protokollissa, jotka ovat saatavana osoitteessa
www.giagen.com. Osa lisémateriaalista on QIAGENkéytdijien toisille QIAGEN-kdyttgjille laatimaa. QIAGEN ei ole testannut tai tarkistanut kyseisté materiaalia.
QIAGEN ei anna takuuta lisémateriaalille eiké takaa, ettei se loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.

2. Muutoin kuin selvésti ilmoitettujen lisenssien osalta QIAGEN ei takaa, ettd tdmd paneeli ja/tai sen kayttéja(t) ei (eivat) loukkaa kolmansien osapuolten oikeuksia.
3. Témé paneeli ja sen osat on lisensoitu kertakéyttdén, ja niiden uudelleenkéytts, kunnostaminen tai edelleenmyynti ovat kiellettyjd.

4. QIAGEN kiistaa nimenomaisesti kaikki kéyttdoikeudet, suorat tai epdsuorat, joita ei ole téssé nimenomaisesti ilmoitettu.

5. Paneelin ostaja tai kéyttdjé suostuu siihen, ettei hén suorita tai anna muiden suorittaa toimenpiteitd, jotka voisivat johtaa edellé mainittuihin kiellettyihin

tapahtumiin tai edesauttaa niiden syntymistd. QIAGEN saattaa vedota témén rajoitetun lisenssisopimuksen kieltoihin tuomioistuimessa. QIAGEN perii kaikki tutkinta- ja
oikeuskulut asianajajan palkkiot mukaan lukien, jotka aiheutuvat témén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sen henkisté omaisuutta koskevien oikeuksien
toimeenpanemisesta paneelin ja/fai sen osien osalta.

Katso pdivitetyt kdyttdoikeusehdot osoitteesta www.qiagen.com.
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Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample fo Insight®, artus®, Prep&Amp™, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection); CFX96™, Hard-Shell®
(Bio-Rad Laboratories, Inc.); Clinical and Laboratory Standards Institute®, CLSI® (Clinical and Laboratory Standards Institute, Inc); Zeptometrix®, NATtrol™ (Cole-
Parmer); Colgate®, Total SF Whitening™ (Colgate-Palmolive Company); Listerine® (Johnson & Johnson); Tussidane® (Laboratoires Des Realisations Therapeutiques
Elerte); Pulmofluide® (Laboratoires Gerdal; Excel® (Microsoft Corporation); Ricola® (Ricola Group); cobas®, LightCycler® (Roche Group); ABI®, MicroAmp™,
EnduraPlate™, QuantStudio®, Thermo Fisher Scientific® (Thermo Fisher Scientific tai sen tytdryhtist); Altoids® (Wm. Wrigley Jr. Company). Téssé asiakirjassa mainittuja
rekisterdityjd nimid, tavaramerkkejé jne. on pidettéva lain suojaamina, vaikkei niitd olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

01/2022 R4 HB-2850-004 © 2021 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétet&dn.
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