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Tassa artikkelissa kuvataan kaanteinen reaaliaikainen PCR-testi geneettisen materiaalin
havaitsemiseksi erilaisista naytteista perustuen A-influenssavirusten membraaniproteiineissa (MP)
stabiilin sekvenssin havaitsemiseen.

Menetelman kuvauksen perusteella menetelma ei ole spesifinen. PCR-syklien lukumaara on 45.
Virusten havaitsemisessa yli 35 syklin maaralld havaitaan vain signaaleja, jotka eivat korreloi
soluvilielmasta eristamalla maaritetyn tartuttamiskykyisen viruksen kanssa. Jos naytetta testataan
PCR-testilla positiiviseksi kayttamalla vahintdan 35 syklin kynnysarvoa, todennakadisyys sille, etta
kyseinen henkild on todella saanut tartunnan, on alle 3 %, ja todennakdisyys sille, etta kyseinen tulos
on vaara positiivinen (false positive), on 97 prosenttia (1).

On siis odotettavissa, ettd menetelma antaa enimmakseen vaaria positiivisia tuloksia.

Kuten PCR-menetelman keksija ja nobelisti, tohtori Kary Mullis selitti, PCR tekniikka ei sovellu
diagnostisiin tarkoituksiin. PCR on suunniteltu ainoastaan monistamaan geneettistd materiaalia
naytteestd. Taman vuoksi on vaistamatta vaarin tehda mitdan kansanterveydellisia ja
elainlddkinnallisia toimenpiteitd epidemioiden ehkaisemiseksi pelkastddn membraaniproteiinien
geneettisen sekvenssin havaitsemisen perusteella.

Lisaksi tama sekvenssi valittiin bioinformatiikan perusteella eika testaamalla kliinisesti
karakterisoituja naytteita. Kuten COVID-19 PCR-pandemian kohdalla, myods tassa tutkimuksessa on
kyse in silico -biologiasta, ei todellisesta biologiasta.

Eteenpain ja taaksepain suuntautuvien alukkeiden sekvenssit on kuvattu, mutta koettimen
sekvenssia ei ole kuvattu (ainoastaan viite). Kirjoittajat eivat kasittele CG-nukleotidien suhdetta etu-
ja kdanteisalukkeissa. Tassa tapauksessa CG-pitoisuus etummaisessa alukkeessa on 70 % (12/17)
ja kéanteisen alukkeen pitoisuus on vahintaan 58 % (10/17). Yksi positio kdanteisen alukkeen sisalla
on degeneroitunut, joten se voi olla mika tahansa nukleotidi. Tama lisda epaspesifisyytta. Kuten
PCR-tekniikan asiantuntijat (1) neuvovat, CG-pitoisuuden tulisi olla 40-60 %, ja jos suhde on
suurempi, lujittumislampdtila (Tm, annealing temperature) saattaa olla suboptimaalinen molemmille
tai jommalle kummalle alukkeista, korkeampi, jolloin alukkeet voivat tarttua lujittuvat mihin tahansa
naytteessa olevaan sekvenssiin, mika johtaa testin epaspesifisyyteen.

Eteenpain ja taaksepain suuntautuvien alukkeiden pitoisuus on 600 nM, kun sen pitaisi
optimaalisesti olla 100-200 nM (1). Tatd korkeammat pitoisuudet johtavat testin spesifiyden
heikentymiseen.

Molekyylibiologista validointia sekvensoimalla tai ajamalla geelid, jossa on DNA molekyylimarkkerit
mukana, DNA-viivaimella (1) ei esitetty.

Virusdiagnostiikassa vahintdén kolmen alukeparin on tunnistettava kolme erillisté viruksen geenié
(mieluiten mahdollisimman kaukana toisistaan viruksen genomissa) (1). Tassa tapauksessa vain
MP-geeni todennettiin. (kursivointi — lainaus viitatusta julkaisusta (1).

PCR-testiputkessa ei mainita olleen negatiivista kontrollia.

Testin todentamiseen kaytettyja naytteita ei ole karakterisoitu. Jaa epaselvaksi, milla perusteella ne
on luokiteltu influenssa A:ksi tai joksikin muuksi virukseksi.

Ei ole mainintaa kultaisesta standardista tai mistddn muusta menetelmasta (esim.
immunofluoresenssi mikroskopointi), jota olisi pitanyt kayttaa vertailumenetelmana.

Kliinisia potilasnaytteita ei ole kuvattu.
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Menetelman spesifisyyttd ei ole maaritetty. Spesifisyyden tutkimiseksi olisi kaytettava Kkliinisia
naytteita, jotka liittyvat samanlaisiin oireisiin, mutta joilla on todistetusti muu etiologia.
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Tassd saman tutkimusryhman julkaisussa kuvataan menetelmd, jota kirjoittajien mukaan tulisi
kayttda One Health -lahestymistapana influenssa A:n diagnosoimiseksi ihmisilla, nisakkailla ja
siipikarjalla.

Vaikka se on kirjoitettu yli kymmenen vuotta myohemmin, kirjoittajat eivat ole korjanneet edellisen
asiakirjan puutteita.

Syklien maara on sama 45, mika johtaa epaspesifisyyteen.
Naytteitd, joita kaytettiin "validointiin”, ei ollut kliinisesti karakterisoitu.

Eteenpain ja taaksepain suuntautuvat alukkeet ovat samat kuin edellisessa tutkimuksessa (GC-
suhde 12/17 ja 10/17). Talla kertaa julkaistiin koettimen sekvenssi. Tassa julkaisussa alukkeiden
pitoisuus oli 1400 nM, mika on suurempi kuin aiemmin (600 nM), kun sen pitaisi olla 100—-200 nM.

Edelleen on epaselvaa, mita menetelmaa vasten kuvattu menetelma validoitiin.

Johtopaatokset

Tarkastelluissa julkaisuissa (Nagy et al. 2010 ja 2021) on useita teknisid puutteita. Kuvattu
menetelmd nayttdd olevan huomattavan epéaspesifinen. Siksi on todennakoista, ettd tama
menetelma, joka on tarkoitettu One Health -ldhestymistavaksi lintuinfluenssan havaitsemiseksi (ja
joka on nyt Suomen viranomaisten kaytdssa), tuottaa suuren maaran vaaria positiivisia tuloksia,
mikd paisuttaa A-influenssan diagnooseja ihmisilla, linnuilla ja muilla elaimillda. Epaspesifisen
menetelman kaytto rutiiniluonteisesti voi johtaa tuhoisiin eldinlaakinnallisiin ja kansanterveydellisiin
toimenpiteisiin.
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