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Clostridium difficile on iti6itA muodostava suolistobakteeri, jonka jotkin kannat
tuottavat toksiineja. Yleisimmat toksiini muodot ovat A ja B. C. difficilen
aiheuttamia tauteja esiintyy maailmanlaajuisesti ja ne aiheuttavat vaikeita
epidemioita. Vuonna 2014 Terveyden ja hyvinvoinninlaitos ilmoitti, etta
toksiinipositiivisia tapauksia I0ydettin noin 5000 kappaletta. C. difficilen
aiheuttamien tautitapausten maara on pysynyt tasaisena, vaikka niiden maara on
laskenut viimeiset viisi vuotta. Ensisijaisena hoitona tautitapauksissa kaytetaan
antibioottikuurin lopettamista tai vaihtamista toiseen. Tauti voi olla joissain
tapauksissa hengenvaarallinen.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittéda kahden C.difficile analyysimenetelman
herkkyyttd ja tarkkuutta mikrobiologian laboratoriossa. Menetelmia verrattiin
toisiinsa 147 kappaleella kliinisia naytteita

C. difficilen diagnosointi perustuu kliiniseen kuvaan, ulostenaytteen
toksiinien/toksiinigeenien  osoitukseen tai viljelyyn. Vertaiimme kahta
nukleiinihappomenetelmé&a: lllumigenea ja GenomeEraa. lllumigenessa kaytetaén
LAMP-tekniikkaan, jossa DNA:n monistus tapahtuu vakiolampdtilassa.
GenomEra on PCR-tekniikkaan perustuva DNA:n monistusmenetelma.

Tuloksemme osoittivat, ettd molemmat menetelmat olivat spesifisia ja herkkia
C.difficilen mittaamiseen.
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Clostridium difficile is a spore-forming intestinal bacterium which generates
toxins. C.difficile infections cause serious epidemics worldwide. The CDI can lead
to death. National Institute for Health and Welfare informed about 5000 toxin
positive cases in 2014. The number has remained even for last five years.

The purpose of the dissertation was to study spesifity and sensitivity of two
C.difficile analyzemethods.

Clostridium difficile laboratory diagnostics are based on a clinical picture. We
became acquainted with the lllumigene and GenomEra methods. Both methods
are based on the nucleic acid methods. lllumigene replaced GenomEra in the
microbiology laboratory. Functionality was examined from the point of view of the
research results.

The main results were that both methods were highly specific and sensitive for
measuring C.difficile.

Keywords: antibiotic-associated diarrhea, toxin, infection, Clostridium difficile
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1 JOHDANTO

Clostridium difficile on anaerobinen, grampositiivinen sauvabakteeri ja yleinen
antibioottiripulin aiheuttaja (Arkkila ym. 2013, 1671). Se on iti6itd muodostava
suolistobakteeri, joka tuottaa toksiineja. Yleisimmat toksiinit ovat A ja B, joista A
on enterotoksiini ja B sytotoksiini. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2015a, viitattu
19.4.2016.) Tunnetuimpien taudinaiheuttajien toksiinien A ja B lisdksi joillakin
Clostridium difficile kannoilla on todettu olevan myds binaaritoksiini CDT, jonka

rooli taudin aiheuttamisessa on vieléa epaselva. (Kuehne ym. 2014, 83,86.)

Vuonna 2014 Suomessa kirjattiin C. difficile-ilmoituksia 5725 kappaletta, joista
toksiinipositiivisia oli 5156. C. difficilen tapausmaarat ovat laskeneet viimeiset
viisi vuotta. Naisten osuus sairastuneista on hieman suurempi (58 %) kuin
miesten ja l&hes puolet tautitapauksista todetaan yli 75-vuotiailla. (Jaakola, ym.
2015, 17).

Ensisijaisena hoitona C. difficile tapauksissa on antibioottikuurin lopetus tai
vaihtaminen toiseen (Mayo Clinic 2013, viitattu 20.4.2016). Jos antibioottia ei
voida lopettaa, suositellaan antibioottihoitoksi metronidatsolia ja vankomysiinia.
Vankomysiinin on todettu olevan osallinen vankomysiini-resistenttien bakteerien
levidmisessa, joten sitd ei yleensa kayteta ensimmaisena antibioottina. (Weston
2008, 161.)

C. difficlen diagnosointi perustuu kliiniseen kuvaan, ulostenaytteen
toksiinien/toksiinigeenien osoitukseen tai viljelyyn. Spesifisin ja herkin menetelméa
C. difficilen toteamiseen on viljeleminen selektiiviselle kasvumaljalle. Yleisimmin
laboratoriot kayttavat kaupallisia nukleiinihappomenetelmid, koska ne ovat
nopeita ja herkkia. (Ylisiurua 2015, 138-139.)

Vertasimme kahta C.difficile menetelmaa toisiinsa 147 kappaleella kliinisia
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potilasnaytteitd. Opinnadytetyon tavoitteena oli selvittda lllumigene ja GenomEra
menetelmien herkkyytta ja tarkkuutta kliinisten potilasnaytteiden tutkimiseen.

Opinnaytetyd tehtiin yhteistydssa kliinisen mikrobiologian laboratorion kanssa.
Clostridium difficile menetelmien vertailutulokset analysoitin vuonna 2015
keratyista naytteista ja kultaisena standardina kaytettiin Illumigene-menetelméan

tuloksia, koska talle menetelmalle on tehty viljelyvertailu.



2 Clostridium difficile

Clostridium difficile on anaerobinen, grampositiivinen sauvabakteeri ja se
aiheuttaa antibioottiripulia (Arkkila ym. 2013, 1671). C. difficile on itidita
muodostava suolistobakteeri, joka tuottaa toksiineja. Yleisimmat toksiinit ovat A
(enterotoksiini) ja B (sytotoksiini) (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2015a, viitattu
19.4.2016). Oireisia infektioita esiintyy mikrobiladkehoitojen yhteydessa
erityisesti kaytettaessa kefalosporiineja, fluorokinoloneja ja klindamysiinié.
Taudin itamisaika vaihtelee vuorokausista useisiin viikkoihin. (Arkkila ym. 2013,
1671.)

Antibioottiripulin tyypillisimpia oireita ovat vesiripuli ja pahanhajuiset l0ysat
ulosteet, joihin voi liittyd vatsakipua. Pahoinvointi, oksentelu ja kuume ovat
enemman tyypillisia ruokamyrkytyksille ja virusperaisille ripuleille kuin
antibioottiripuleille. C. difficile voi aiheuttaa pseudomembranoottisen koliitin eli
paksusuolen tulehduksen, jossa on tyypillista korkea kuume, yhtakkinen
ummetus seka lisaantyvat vatsakivut ja veri ulosteissa. Pseudomembranoottisia
koliitteja todetaan Suomessa vuosittain vain muutamia. (Lumio 2014, viitattu
20.4.2016.)

Clostridium difficiled on jo vuonna 1935 nimitetty “hankalaksi klostridiksi”, silla
sen eristaminen ja viljely laboratorio-olosuhteissa oli vaikeaa. C. difficilen yhteys
antibioottien kayttdon ja pseudomembranoottiseen koliittiin tunnistettiin vasta
1970-luvulla. (Weston 2013, 325)

21 Toksiinit

Osalla C.difficile kannoilla on todettu bindaritoksiini CDT, jonka rooli taudin

aiheuttamisessa on viela epaselva. On epailty, ettd CDT vaikuttaa muun muassa

toksiini A:n virulenssin lisdédntymiseen ja se, ettda CDT: n tuntemattoman roolin
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vuoksi aikaisemmat tutkimustulokset toksiinien A ja B virulenssista ovat
ristiriitaisia. On kuitenkin todistettu, ettd toksiini A seka toksiini B voivat myods
yksin aiheuttaa oireisen taudin. (Kuehne ym. 2014, 83,86.) On olemassa my0s
C. difficile kantoja jotka eivéat tuota toksiineja lainkaan. Nama ovat yleensa
ihmiselle oireettomia. (Jousimies-Somer & Ristola 2003, 234-236.) Suurella
osalla vastasyntyneista on suolistossaan C. difficile bakteeria, mutta ikaantyessa
sen maara suolistossa vahenee ja sita tavataan enéa vain muutamalta prosentilta
terveista aikuisista. Esiintyessdén suolen normaaliflooran joukossa C. difficile ei

aiheuta sairautta eika tartuntaa. (Lumio 2014, viitattu 20.4.2016.)

2000-luvun alussa alkoi maailmalla levita uusi hypervirulentti molempia toksiineja
(A ja B) tuottava C. difficile kanta 027, joka aiheuttaa muita kantoja vakavamman
ja vaikeahoitoisemman taudin. (Lumio 2014, viitattu 20.4.2016.) C. difficilen 027-
kanta tuottaa muihin kantoihin verrattuna moninkertaisen maaran toksiineja ja
siitd on tullut vastustuskykyinen kinoliryhmé&n mikrobilaékkeille (Terveyden ja
hyvinvoinnin laitos 2015a, viitattu 19.4.2016). Toisena merkittavana lI6ydoksena
voidaan pitaa PCR ribotyyppi 078 kantaa, jonka taudinaiheuttamiskyky on samaa
luokkaa kuin 027. Ribotyyppi 078 esiintyy useimmiten nuoremmilla henkil6illa,
seka avohoidon potilailla. (Ylisiurua 2015, 138.) Ribotyypin 027 lisdksi Suomessa
on tavattu muitakin potentiaalisia hypervirulentteja kantoja, esimerkiksi ribotyypit
023, 045 ja 126 (Mentula 2013, 14).

2.2 Esiintyvyys

Suomessa Terveyden ja hyvinvoinninlaitos on tilastoinut C. difficile tartuntoja
vuodesta 2008 alkaen. Tartuntatauti-ilmoituksia tulee vuosittain n. 5000
kappaletta, joista suurin osa on toksiinipositiivisia. Vuonna 2014 Suomessa
kirjattiin C.difficile — ilmoituksia 5725 kappaletta, joista toksiinipositiivisia oli 5156.
(Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2015b, Viitattu 19.4.2015.) C. difficile tapausten

maarat ovat vahentyneet viime vuosina (Jaakola ym. 2015, 17). Naisten osuus
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sairastuneista on hieman suurempi (58 %) kuin miesten ja lahes puolet
tautitapauksista todetaan yli 75 vuotiailla. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos
2015a, viitattu 19.4.2016.) Nykyaan noin 20 % oireisista Clostridium difficile
tartunnoista ovat hypervirulentin kannan aiheuttamia (Lumio 2014, viitattu
20.4.2016).

Vuonna 2011 Suomessa todetuista 33 eri ribotyyppista 14 ilmaantui vain kerran
(Mentula 2013, 16). Terveyden ja hyvinvoinnin laitos tyypittaa kaikki
epidemiaepailyihin ja vakaviin yksittaistapauksiin liittyvat kannat (Terveyden ja
hyvinvoinnin laitos 2015b, viitattu 19.4.2016). Vuosittain Terveyden ja
hyvinvoinnin laitos tyypittd& noin 200 naytettd, vuonna 2011 néaytteita oli 195
kappaletta (Mentula, sdhkdpostiviesti 26.7.2016). 32 % ribotyypitykseen tulleista
naytteista ovat epidemiaepailyksia ja 23 % on saanut poikkeavan profiilin
PCR:ssa (Mentula 2013, 16).

Vuonna 2015 julkaistussa tutkimuksessa todetaan, ettd Yhdysvalloissa
arvioidaan olleen 435 000 C. difficile infektiota vuonna 2011. Clostridium difficilen
arvioitin  samana vuonna olleen osallinen myds jopa 29 000
kuolemantapaukseen. Taudin ilmaantuvuus oli muualla kuin sairaalassa 30-120
tapausta 100 000:tta potilasta kohden. Sairaalaympaéristossa ilmaantuvuus oli
50-160 tapausta 100 000:tta potilasta kohden. Tulokset ovat laskennallisia
arvioita, 10 osavaltion rekisterdidyistd tapauksista. Naissa kymmenessa
osavaltiossa todettiin vuoden 2011 aikana 15 461 CDI tapausta. Yli 65-vuotiailla,
valkoisilla ja naisilla oli korkeampi riski sairastua kuin verrokkiryhmillaan. (Lessa
ym. 2015. viitattu 20.4.2016.)

Kanadassa todettiin vuosina 2007-2011 vuosittain noin 2200 - 3200
terveydenhuoltolahtoista C. difficile -infektiota. Taudin ilmaantuvuus tuhatta
potilasta kohden oli noin 5 (sairastunutta potilasta). Vuosien 2009 ja 2010

valisend aikana kuolleisuus 30 pdaivan kuluttua positiivisesta viljelynaytteesta
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nousi 33 tapauksesta 88 tapaukseen. (Public Health Agency of Canada 2013,
viitattu 20.4.2016.)

Iso-Britanniassa Clostridium difficile tapauksia tilastoidaan vuosittain noin 13 500.
kappaletta (viimeisin tilasto vuodelta 2014). Maara on laskenut rajusti viime
vuosina, koska esimerkiksi 2008 tilastoitiin viela yli 40 500 tapausta. Tuloksissa
on otettu huomioon vain yli kaksivuotiaat potilaat. (Public Health England 2014,
viitattu 20.4.2016.)

Japanissa toteutettiin kaksi vuotta kestanyt tutkimus 550 hoitopaikkaisessa
Sapporolaisessa sairaalassa syyskuun 2010 elokuun 2012 vélisend aikana.
Sairaalassa hoidettiin 22 863 potilasta ja 126 potilaalla todettiin C. difficile infektio.
Infektioon sairastuneiden potilaiden mediaani-ika oli 78 vuotta. Kolmelle potilaalle
suoritettiin infektion takia leikkaus ja 19 potilasta kuoli 30 paivan sisalla C. difficile
infektion hoidon paattymisesta. (Honda ym. 2014, viitattu 20.4.2016.)

Aasiassa tietoisuus Clostridium difficile infektiosta on pysynyt heikkona
huolimatta sen merkittavasta kasvusta Euroopassa ja Pohjois-Amerikassa viime
vuosikymmenen aikana. Tutkimuksia on tehty niukasti, mutta ne osoittavat etta
C. difficile on merkittava patogeeni myts Aasiassa vaikka sen merkitys on viela
epaselva. Valvomaton antibioottien kayttd monissa Aasian maissa viittaa siihen,

ettd CDI tapausten maara voi olla oletettua suurempi. (Collins ym. 2013, 1)

2.3 Torjunta

C. difficilen aiheuttama ripuli uusiutuu antibioottihoidon jalkeen noin 30 %:lla
potilaista ja he tarvitsevat uuden, vahvemman antibioottikuurin. Helpon
uusiutuvuutensa vuoksi, tulisi antibioottikuureja yrittaa valttaa. (Jousimies-Somer
& Ristola 2010, 235.)

Tartunta saadaan bakteerin itidista. Sairaalaymparistossa tauti voi levita
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kosketustartuntana potilaasta toiseen. Bakteerin itiot sailyvat hengissa elimistén
ulkopuolella ja ne alkavat lisdantya paastessaan elimistoon. Kasihuuhde ei tuhoa
C. difficilen itiGita, joten k&sien pesu saippualla on erittain tarke&é. (Terveyden ja
hyvinvoinnin laitos 2015a, viitattu 19.4.2016.)

Jopa 70 %:lla terveista aikuisista on suolistossaan C. difficilen toksiinien vasta-
aineita, mika viittaa yleiseen altistumiseen. Suoliston normaalifloora yleensa
estdd C. difficilen kolonisoitumisen terveella aikuisella, antibioottikuurin
aiheuttama hairid suolistossa taas voi edistdd kolonisoitumista. (Weston 2008,
159)

Tartunnan on todettu kulkevan reittid uloste-kasi-suu. Paras tapa ehkaista
infektion levidmista sairaalassa on pitaa henkilokunta koulutettuna ripulipotilaiden
hoidosta. Potilaalle on hyva antaa kotiuttamisen yhteydessa kirjallinen ohje

kasihygieniasta ja ympéariston puhtaana pitdmisesta. (Elomaa 2007, 119.)

Infektoituneet potilaat on eristettavé sairaaloissa tartuntojen ehkaisemiseksi, silla
C. difficilen itidita on erittdin vaikea havittdd oireisen potilaan ymparistosta.
(Jousimies-Somer & Ristola 2010, 235.) Potilas on parasta sijoittaa
kosketuseristykseen erilliseen huoneeseen, jossa potilaalla on oma wc ja suihku.
Kosketuseristyksessé olevan potilaan luokse mennesséa on kaikkien henkildiden
kaytettava suojaimia. Suojakasineiden poiston jalkeen on ensisijaisesti pestava

kadet vedella ja saippualla. (Elomaa 2007, 121.)

2.4 Hoito

Clostridum difficile -infektion ensisijaisena hoitona on antibioottikuurin lopetus tai
vaihtaminen toiseen (Mayo Clinic 2013, viitattu 20.4.2016). Jos antibioottia ei
voida lopettaa, suositaellaan antibioottihoidoksi metronidatsolia ja vankomysiinia.
Metronidatsolia kaytetdan ensisijaisena antibioottina, koska sen on todettu

tehoavan hyvin suurimpaan osaan C. difficile isolaateista ja se on halvempi kuin
12



vankomysiini. Vankomysiinid kaytetaan vain, jos metrodinatsolihoito ei tehoa,
tauti on vakava tai potilaalla on muita metrodinatsolihoidon kontraindikaatioita
(muun muassa raskaus ja imetys). Vankomysiinin on todettu olevan osallinen
vankomysiini-resistenttien bakteerien leviamisessa, joten sita ei yleensa kayteta

ensimmaisené antibioottina. (Weston 2008, 161.)

Radikaalein hoitomuoto on ulosteen siirto. Ulosteen siirrolla tarkoitetaan
toimenpidettd, jossa terveen henkilon ulostetta siirretdan CDI-potilaan
paksusuoleen kolonoskopisesti (perasuolen kautta) tai nenamahaletkulla.
Terveen henkilon uloste on ennen siirtoa analysoitu tarkasti parasiittien, virusten,
bakteerien ja vasta-aineiden osalta. (Mayo Clinic 2013, viitattu 20.4.2016).
Ulosteen siirron on todettu tehoavan toistuvan C. difficile - infektion hoidossa
kansainvalisissa tutkimuksissa n. 73-100% tapauksissa. Ulosteen siirron
vaikutuksen on osoitettu sailyvan vahintaan kolme kuukautta. Ulosteen siirtoa
pidetdan tehokkaana ja turvallisena toimenpiteend koska sen kayton jalkeen
todetaan harvoin merkittavia komplikaatioita. (Arkkila ym. 2013, 1674.)

Clostridium difficile — infektiota vastaan on kehitteilla rokote, joka stimuloi
immuunijarjestelmaa taistelemaan C. difficilen toksiineja vastaan ja
ennaltaehkdisemaan C. difficle - infektioiden syntyd. Rokote on
tutkimusvaiheessa ja sitd rahoittaa Sanofi Pasteur. Tutkimuksen nimi on
Cdiffence. Tutkimukset on ollut maara aloittaa elokuussa 2013 Yhdysvalloissa
sopivien testihenkiliden rekrytoinnilla. Testihenkil6t kuuluvat riskiryhmaan ja
heidét jaetaan kahteen ryhmaan joista toiset saavat kehitteilla olevaa rokotetta ja
toiset lumerokotetta. Tutkimus kestaa yhden potilaan kohdalla jopa kolme vuotta.
(Sanofi Pasteur 2013, viitattu 20.4.2016.) Suomessa rokotetta tutkii
Rokotetutkimuskeskus, joka aloitti potilastutkimukset Turussa vuoden 2013
lopulla.  My6hemmin tutkimukset laajennetaan  muihin  yliopistollisiin
keskussairaaloihin. Tutkimus toteutetaan 17 maassa ja siihen osallistuu 15 000
vapaaehtoista henkilod. (Varsinais-Suomen sairaanhoitopiiri 2014, viitattu
8.10.2015.)
13



DIAGNOSTIIKKA

C. difficile -infektion diagnosointi perustuu kliiniseen kuvaan, ulostenaytteen
toksiinien/toksiinigeenien osoitukseen tai viljelyyn. Spesifisin ja herkin menetelma
C. difficilen toteamiseen on viljeleminen selektiiviselle kasvumaljalle. Viljeltya
maljaa kasvatetaan anaerobisissa olosuhteissa 35 °C:ssa 48 tuntia. Pesékkeet
tunnistetaan silmamaaraisesti pesakemorfologiaan perustuen. Pesédke on
sinivihred 360 nm:n UV-valossa. Lopullinen vastaus voidaan antaa vasta 2-3
paivan kuluttua. (Ylisiurua 2015, 138.)

C. difficile on anaerobinen bakteeri, ja se on viljeltdva mahdollisimman nopeasti
geeliputkesta maljalle. Kasvattaminen tapahtuu anaerobisissa olosuhteissa
kahden vuorokauden ajan. CCFA -malja (Cycloserine cefoxitin fructose agar),
jota kaytetaan viljelyssa, sisaltaa antibiootteja, jotka estavat muiden bakteereiden
kasvun. Mikali ulostenaytteelle tehdaan alkoholikasittely ennen viljelya, se
suositellaan viljeltavaksi CCEY -maljalle (Cefoxitin cycloserine egg yolk), joka
sisdltaa itididen kasvattamisen mahdollistavaa koolihappoa. Alkoholikasittely
auttaa C. difficile itidita kasvamaan ja tuhoaa muita bakteereja. CCFA -maljalla
pesdke on kellertdva, kun taas CCEY -maljalla peséke on harmahtava tai
valkoinen. Antibioottiherkkyydet voidaan tehda jatkotutkimuksena, jolloin
kaytetaan yleisimmin metronidatsolia ja vankomysiinia, koska ne ovat yleensa
tehokkaita  antibiootteja  jatkohoidoissa.  Antibioottimaljalle  laitettujen
antibioottikiekkojen ymparille kasvava estorengas, kertoo sensitiivisyydesta ja
kiekkoon kiinni kasvava kanta resistenttiydesta. Maljalta ei voida havaita toksiinin
tuottoa, vaan sen maarittamiseen kaytetaan omaa jatkotutkimusta. (Jalava ym.
2009. 246-248.)

Yleisimmin laboratoriot kayttavat kaupallisia nukleiinihappomenetelmia, silla ne
ovat nopeita ja herkkid. Suomessa oli 18 C. difficile diagnostiikkaa tekevaa

laboratoriota vuonna 2014, joista 12 kaytti nukleiinihapon osoitusta ensisijaisena
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menetelmanaan. (Ylisiurua 2015, 139.) Nukleiinihappomenetelmat eivat kerro
onko naytteessa toksiineja silla ne havaitsevat vain toksiinigeenin (Mentula 2012,
14). Tassa opinnaytetyossa kasiteltavat Illlumigene ja GenomEra perustuvat

molemmat nukleiinihappomenetelmiin.

Entsyymi-immunologinen maaritys eli EIA (Enzyme immunoassay)-testit vievat
aikaa  kolmisen tuntia ja niidden herkkyys on 54-67%, kun
nukleiinihappomenetelmien spesifisyys on 95-100%. (Ylisiurua 2015, 139.)
Nykyiset EIA -menetelmat jattavat noin 40 % tapauksista diagnosoimatta (Bartlett
& Gerding, 2008, viitattu 2.5.2016). EIA -menetelméssa entsyymilla leimattu
antigeeni kilpailee naytteessa olevan antigeenin kanssa rajatusta maarasta
vasta-aineen antigeenin sitoutumiskohtia. Vasta-aine on kiinnitettyna kiinteaan
faasiin, yleensa kuoppalevyn kaivoihin. Kiinnittymattoméat entsyymileimat
pestédan pois ja lisdtddn  substraattia.  Lopputuotteeksi  saadaan
spektrofotometrilla mitattava varillinen yhdiste. Laitteella mitattava absorbanssi
on kaantden verrannollinen antigeenin pitoisuuteen. Kun maaritettavaa
antigeenia on runsaasti, Kkilpailu leimatun antigeenin kanssa tehostuu ja

absorbanssi jaa pieneksi. (Openmichigan 2010, viitattu 2.5.2016.)

Menetelman herkkyys ja tarkkuus

Herkkyys on mittalaitteen signaalin arvon muutoksen suhde analyytin pitoisuuden
muutokseen, eli kuinka herkasti mittalaite havaitsee muutoksen mitattavassa
arvossa (Jaarinen & Niiranen 2008, 13). Herkkyys eli sensitiivisyys kuvaa siis
todennakoisyytta, jolla sairas todetaan sairaaksi (Labquality 2016, viitattu
2.9.2016).

Spesifisyys eli tarkkuus tarkoittaa menetelmé&n kykyd mitata vain tarkoitettua
analyyttia (Linko ym. 1997, 48). Spesifisyys kuvaa sitd todennakoisyytta, jolla
terve todetaan terveeksi (Labquality 2016, viitattu 2.9.2016).
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Korrelaatio tarkoittaa kahden suureen riippuvuutta toisistaan (Creative Research
Systems 2016, viitattu 2.9.2016). Korrelaatiolla on kuvattu tulosten oikeellisuutta
verraten saatuja tuloksia toisella, luotettavammalla menetelmalla oikeiksi
todistettuihin tuloksiin. Virheellisyysprosentti kuvaa sitd maaraa tuloksista, joka

poikkeaa oikeaksi todistetuista tuloksista.

2.5 Muut menetelméat

Muina tutkimusmenetelmina voidaan kayttaa sytotoksisuus- ja antigeenitesteja
(Mentula 2012, 6). Lisaksi on olemassa pikatesteja, jotka osoittavat CDI toksiinin
suoraan ulosteesta. Tulos on mahdollista saada jopa 15 minuutissa, mutta
spesifisyys on vain 52—72%. (Ylisiurua 2015, 139.)

Sytotoksisuustestissa infektion tunnistus perustuu oireisiin, seka toksiinin
havaitsemiseen ulosteesta  tai isolaatista  (Mentula 2012, 6).
Sytotoksisuusmenetelmaé pidetdan usein parhaana diagnosointimenetelmana.
Se on myo6s ensimmainen C. difficilen diagnosointiin kuvattu menetelma.
Sytotoksisuustesti ei ole yhta herkk& menetelma kuin ulosteviljely, mutta se on
edelleen herkin menetelma toksiini B:n diagnosointiin. Sytotoksisuustestin
heikkoja puolia ovat sen vaatima tekninen osaaminen ja suhteellisen pitka aika.
(Bartlett & Gerding 2008, 15.) Sytotoksisuustestin valmistumisessa menee 6-48
tuntia ( Mentula 2012, 6).

Glutamaatti-dehydrogenaasi antigeenitesti havaitsee niin toksiinia tuottavat kuin
tuottamattomat C. difficile kannat. Menetelméaa pidetdan herkkéna, mutta se ei
ole yhta spesifinen toksiinia tuottavan C. difficilen diagnosoinnissa. Menetelma
tunnistaa C. difficilen, mutta ei sit&, tuottaako kyseinen bakteeri toksiineja vai ei.
(Lab Tests Online 2014, viitattu 28.4.2016)

Terveyden ja hyvinvoinnin laitos tyypittdd kaikki epidemiaepailyihin ja vakaviin
yksittaistapauksiin liittyvat kannat (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2015b, viitattu
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19.4.2016). Tyypittamalla C. difficile kantoja tutkitaan infektion laatua niin
potilaskohtaisesti kuin yleisella tasolla. On potilaan edun mukaista selvittda, mika
C.difficile kanta on taudinaiheuttaja, silla tAma on tarkea tieto taudin uusiutuessa.
Yleisella tasolla kanta on hyva tunnistaa epidemioiden ja trendien seuraamiseksi,
uusien virulenttien tyyppien havaitsemiseksi ja alueellisten erojen
kartoittamiseksi. (Mentula 2012, 13-14.)

2.6 Clostridium difficilen patogeenisuusalue

PaLoc on noin 19 kb (eméasparin) mittainen alue, jolla C. difficilen toksiinit TcdA
ja TcdB sijaitsevat. Alueella on my6s positiivinen saatelija tcdR. Mikali tcdR on
aktiivinen ja toimiva eivat TcdB ja TcdA pysty lisddntymaan. PalLoc alueelle on
koodattuna myds negatiivinen saatelija tcdC. (Fortier ym. 2013, viitattu 7.3.2016.)
Hypervirulentti kanta 027 siséaltaa tcdC-geenissa yhden eméaksen deleetion, mika
johtaa monikertaiseen toksiinien tuottoon (Jalava ym. 2009, 246—247). Kuviossa
1 on havainnollistamisen helpottamiseksi piirroskuva, jossa tylppépéaiset viivat

kuvaavat negatiivista vaikutusta ja nuolelliset viivat positiivista vaikutusta.

Bakteriofagi
koodattu estaja

RepR —

£ °
B [P S g SR - ST — R E

TedR TcdB TcdE TcdA TedC
Positiivinen Toksiinine Negatiivinen
s eritys sadtelija

KUVIO 1 C. difficilen patogeenisuus alue eli PaLoc. Tehnyt Maijastiina Kontio.
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Alukkeet monistavat emasparin kohdesekvenssid TcdA -geenin 5 -alueella
yhteensa 204 emasparia. Konservatiivinen alue on yhteinen kaikille sytotoksisesti
positiivisille kannoille A+/B+, sekd A-/B+ -kannoille, mutta negatiivisilla A-/B-
kannoilla sitd ei ole. Spesifiset alukkeet monistavat myds binaaritoksiinia, jota
muodostaa vain hypervirulenteista kannoista. (Ylisiurua 2014; UTUlab 2013,
viitattu 18.1.16.)

2.7 C. difficilen analyysimenetelma lllumigene

lllumigenen Clostridium difficile on Meridian Bioscience, Inc:n menetelma, joka
perustuu LAMP- (loop-mediated isothermal amplification) eli silmukkavélitteiseen
isotermiseen monistustekniikkaan. Siina DNA-monistus tapahtuu
vakiolampotilassa. Menetelma on nopea ja helppo. Laite on pieni ja helposti
muunneltavissa jokaiseen laboratorioon. Laite ei tarvitse erillista tietokonetta
toimiakseen. (Meridian Bioscience Inc 2016, viitattu 20.4.2016.)

Menetelmassa tarvitaan kuutta erilaista aluketta monistukseen ja lopputuotteen
pidennykseen. Alukkeet on suunniteltu sitoutumaan patogeenisuusalueelle
(PaLoc), joka on sairautta aiheuttava alue. Kaikilla toksiinia tuottavilla C. difficile
-kannoilla toksiini A ja toksiini B geenit sijaitsevat PalLoc:n konservatiivisella
alueella. (Ylisiurua 2014).

Naytteiden esikasittely on suositeltavaa tehda laminaarikaapissa. Suorituksessa
tulisi ottaa huomioon, ettd naytteiden esikasittely seka erittely tulisi tehda eri
tiloissa kuin monistus ja detektio. (Ylisiurua 2014.) Reaktio tapahtuu noin 60
minuutissa. lllumigenePro-10 laitteessa on kaksi blokkia, joihin kumpaankin
mahtuu viisi naytettd kerrallaan. Menetelma vaatii kuivan lampdhauteen, joka
lampenee 95 celsiusasteeseen, lllumigenePro-10 -laitteen sekd& vortex -

sekoittajan.
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DNA-monistuksen sivutuotteena syntyy magnesium-pyrofosfaattia. Tama yhdiste
muodostaa valkean saostuman saavuttaessaan kyllastymispisteen ja saostuu
liuoksesta. Kyseinen saostuminen on merkki positiivisesta tuloksesta ja se

mitataan turbidimetrilla. (Ylisiurua 2014.)

2.7.1 Silmukkavalitteinen isoterminen monistus

LAMP (loop-mediated isothermal amplification) eli silmukkavalitteinen
isoterminen monistus on tehokas, tarkka ja nopea DNA:n monistusmenetelma.
LAMP-tekniikka eroaa PCR:sta erityisesti siind, etta LAMP ei vaadi
lammonvaihtelua reaktion suorittamiseen, joten DNA:ta voidaan monistaa
yksinkertaisemmissa olosuhteissa. Reaktio voidaan suorittaa yhdessa putkessa,
johon on lisatty neljaa spesifista aluketta, jotka tunnistavat kuusi spesifista
sekvenssia kohde-DNA:sta. Reaktiosta syntyy sivutuotteena
magnesiumpyrofosfaattia niin paljon, ettd varsinkin suurempia naytemaaria
kasiteltaessa voidaan lopputulos havaita paljaalla silméalla. (Codony 2015, viitattu
20.4.2016.)

2.7.2 Herkkyys ja spesifisyys

lllumigene-menetelma on  kayttoonotettaessa  validoitu  mikrobiologian
laboratorioon vilielymenetelman avulla. Illumigene menetelmda kéaytettiin
mikrobiologian laboratoriossa menetelmana viiden vuoden ajan vuoden 2016

alkuun saakka.

Tarkeimpind kriteereina testiajoille pidettiin herkkyytta ja spesifisyytta, seka
uusittavien naytteiden maaraa. Uusittavien naytteiden maarat sisaltdvat muun
muassa liian suurista tai pienista naytemaarista johtuvat ajot, joista ei olla saatu

tulosta. Tallaisten tulosten maaran tulisi olla alle 10% kokonaistuloksista.
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Mikrobiologian laboratorion valintakriteerit olivat naytteen analysointiaika,
kasitybn maara ja hinta.

lllumigene C. difficile on arvioitu vuonna 2010 neljassa itsenéaisessa kliinisessa
koepaikassa (test site), seka valmistuttajan omassa testissé. Koepaikat sijaitsivat
Yhdysvaltojen Etelaosissa seké Keskilannessa. Tutkimuksen mukaan herkkyys
on 95.2 %, spesifisyys 95.3 %, korrelaatio 95.3 % ja virheellisyys 2.9 %. (Meridian
Bioscience Inc 2010, viitattu 20.4.2016.)

2.7.3 Menetelman suoritus

Ulostetta otetaan néayteastiasta sen verran, ettd harja peittyy puoliksi
naytteeseen. Harjan tikku katkaistaan erilliseen nayteputkeen. Naytetta
siséltdvaa putkea sekoitetaan vortexioimalla 10 sekuntia. Nayteputkesta
poistetaan ala korkki ja puristamalla siirretaan 5-10 tippaa lampda kestavaan
pienempaan putkeen. Putkea lammitetaan 10 minuuttia 95 °C, jonka jalkeen
putkea sekoitetaan 10 sekunnin ajan vortexilla. Lammitettd naytetta otetaan 50
ul (mikrolitraa) eppendorf putkeen, jossa on reaktiopuskuria ja sekoitetaan 10
sekunnin ajan. Steriilejd, suodattimellisia pipetinkarkia kayttaen siirretaan 50 pl
vierekkaisiin testikitteihin. Kitit suljetaan ja varmistetaan, etteivat ne sisalla
ilmakuplia, jonka jalkeen ne asetetaan Illumipro-10- laitteeseen. (Meridian
Bioscience Inc 2010, viitattu 20.4.2016.)

Tutkittavan naytteen tulee saapua mikrobiologian laitokselle kierrekorkillisessa
muovipurkissa, tai tutkimusta ei voida suorittaa. Ulostendyte olisi hyva ottaa
kahden vuorokauden sisalla ensioireista, silla mikrobien méaréa saattaa vahentya
huomattavasti sen jalkeen. Menetelmalla havaitaan toksiini A seka toksiini B. Alle
kaksivuotiaiden ulostenaytteiden tulokset eivat ole spesifisid, koska C. difficile voi
kuulua lasten suolistossa normaaliflooraan. (Ylisiurua 2014.) Jopa puolella

vastasyntyneistd CDI kuuluu normaaliflooraan ensimmadisena elinvuodem
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aikana. C. difficilen kantajuus vahenee idn mydéta jolloin yli 2 -vuotiaista ja

aikuisista on kantajia enaa noin 3 %. (Jousimies-Somer & Ristola 2010, 234.)

2.8 C. difficilen analyysimenetelmd GenomEra

GenomEra CDX on Abacus Diagnostican PCR-menetelmélla toimiva,
infektiodiagnostiikkaan kohdennettu suljettu ja nopea testausmenetelma.
Suljetun systeemin vuoksi PCR-analytiikan kontaminaatioriski voidaan minimoida
ja analyyseja voidaan suorittaa myos ilman erillistd puhdastilaa. Teknologian
taustalla on patentoitu testilastu, jossa on valmiiksi kuivattuna kaikki

monistusreaktioon vaadittavat komponentit. (Triolab 2016, viitattu 20.4.2016.)

Analysaattori sisaltda eri lampdétiloihin sdadettyja Peltier-elementtejd, joissa
testilastuja kierratetaan (Triolab 2016, viitattu 20.4.2016). Peltier-elementin
sisélla Peltier-efekti tuottaa sahkovirran avulla lampétilaeroja kahden johtimen
valilla. Vaihtovirran suunnasta riippuen Peltier-elementin avulla voidaan tuottaa
seka lampoa ettd kylmaa ilman mekaanisia muutoksia. (Meerstetter Engineering
2015, viitattu 20.4.2016.) Nain saadaan aikaan monistusreaktiolle tyypillisia
sykleja ilman perinteisia kuumennus- ja jadhdytysvaiheita. Perinteinen PCR-
menetelmalla tehty maaritys kestaa noin 2-3 tuntia, kun taas GenomkEralla CDX-
menetelmalla tehty maaritys valmistuu alle tunnissa. GenomEra tunnistaa vain
toksiini B:td koodaavan geenin. Analysaattori sinetoi testilastut niin, ettei
monistettu tuote paase lastun ulkopuolelle, mika véahentaa kontaminaatioriskia.
(Triolab 2016, viitattu 20.4.2016.) Analysaattoriin mahtuu nelja testilastua

kerrallaan.

28.1 PCR

PCR (polymerase chain reaction) eli polymeraasiketjureaktio on menetelma,

jonka avulla pystytdan monistamaan yksittédinen geeni tai DNA-fragmentti jopa
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miljardikertaiseksi muutamassa tunnissa. Menetelman on keksinyt Kary Mullis
vuonna 1983. Nykyaan siitd on monia eri versioita yleisesti kaytossa laédketieteen
sekd biologian laboratorioissa. (Suomen virtuaaliyliopisto, 2006. viitattu
20.3.2016.)

Polymeraasiketjureaktion l&htémateriaalina voi olla esimerkiksi kudos, veri,
maanayte, sylki tai solut (Suominen ym. 2010, 153-155). Toimiakseen PCR
menetelma tarvitsee monistettavan DNA:n eli templaatti DNA:n, alukkeet, DNA-
polymeraasin, nukleotideja eli dNTP:n, puskuriliuoksen seka ioneja. (Suomen
virtuaaliyliopisto, 2006. viitattu 20.3.2016.) Jotta alukkeet voisivat sitoutua
monistettavaan DNA:han, tulee sen sekvenssi tuntea alueen reunoilta.
Oligonukleotidit eli alukkeet ovat noin 15-40 eméksen mittaisia synteettisesti
valmistettuja DNA-jaksoja. Alukkeet ovat komplementaarisia templaatti-DNA:lle.
Polymeraasientsyymit ovat erittdin hyvin lamp6a kestavia, niitd on useita
ominaisuuksiltaan erilaisia. Optimiolosuhteet reaktiolle saadaan puskurilla, joka
my6s  stabiloi polymeraasientsyymia. Reaktiotarkkuuteen  vaikuttaa
reaktioliuoksen ioni-konsentraatio. (Suominen ym. 2010, 153-155, 162-164.)
Kuviossa 2 on selkeyttava piirroskuva reaktion kulusta.

Kolmivaiheinen reaktio alkaa denaturaatiovaiheesta, jossa lampoétila nousee 95
°C:.een ja DNA:n kaksi juostetta irtoavat toisistaan. Lampdétila voi vaihdella
riippuen kaytetystd menetelmasta. Toisessa- eli annealing -vaiheessa lampdotila
lasketaan alukkeista riippuen 55-72°C vaélille. Alukkeet kiinnittyvat lampdtilan
laskiessa emaspariutumisen vaikutuksesta templaatti-DNA:n. Kolmannessa- eli
ekstensio  -vaiheessa lampdtila nostetaan noin 72 °C  riippuen
polymeraasientsyymistd. Talloin DNA-polymeraasi syntetisoi uutta ketjua
templaatti-DNA:n mallin mukaisesti littamalla reaktioseoksessa olevia vapaita
nukleotideja alukkeen 5° paasta kohti 3'paatad. Tatd haluttua kolmivaiheista
reaktiota toistetaan haluttu maara. Yleisesti syklien enimmaismaarana pidetaan
35:tta syklid. Epaspesifisen tuotteen syntymahdollisuus lisaantyy, jos syklia
toistetaan liian monta kertaa. (Suominen ym. 2010, 153-155, 162-164.)
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DNA:han lisdtaan katkaisukohta restriktioentsyymille. (Suomen virtuaaliyliopisto,
2006. viitattu 20.3.2016.)

2.8.2 Herkkyys ja spesifisyys

Valmistaja on arvioinut menetelman kliinisen kayton suorituskyvyn kahdessa
suomalaisessa ja yhdessa hollantilaisessa laboratoriossa. Menetelmaa vertailtiin
laboratorioissa  kaytdssad oleviin  tunnistusmenetelmiin. Sailomattémia
ulostenaytteitd oli 322 kappaletta (65 tuoretta, 257 kertaalleen pakastettua).
Testausmenetelman herkkyys sailontaaineettomille naytteille oli 99,0 %,
spesifisyys 99,1 %, korrelaatio 99,1 % ja virheellisyys 1,2 %. (Abacus Diagnostica
2016, viitattu 20.4.2016.) GenomEran Kliininen suorituskyky

yhteisty6laboratoriomme saamien tulosten mukaan on kuvattu taulukossa 2

Vaasan keskussairaalassa tehtiin tutkimus, jossa kerattin 310 |0ysaa
ulostenaytetta sairaalan potilailta elo-syyskuussa 2012. Potilaiden keski-ika oli 72
vuotta, potilaiden ian vaihdellessa seitsemasta 95 vuoteen. Naytteet tutkittiin
vilielymenetelmalla ja ne jaadytettiin -70 asteeseen. Lajit tunnistettiin viljellyista
API 20A, API 20E ja RapiD ANA — menetelmilla. Tunnistettujen lajien kannat
maaritettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen mikrobiologian yksiksséa. Naista
naytteista valittin 33 tunnettua C. difficile positiivista naytettd, 15 C. difficile
negatiivista naytettd ja 18 muita klostrideja sisaltavia tai klostridinegatiivisia
naytteitd, jotka tutkittin GenomEra-menetelmalla. Pakastetut naytteet tutkittiin
GenomEran lisdksi myds GeneXpert PCR-menetelmélla sekad viljelemalla
naytteet CCEY-maljalle ja inkuboimalla anaerobisesti 48 tuntia 38 °C.
GenomEran herkkyydeksi laskettin 98,8 % ja spesifisyydeksi 99,6 %.
GenomEra-menetelmalla havaitaan vain toksiini B:td koodaava geeni, jonka on
todettu olevan toksiini A:n geenida parempi kohde seulottaessa Clostridium
difficile -infektioita. (Hirvonen ym. 2013, 3-5, 8)
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2.8.3 Menetelman suoritus

Analysointikitti sisaltaa puskuriliuosta, Z-putken, testilastuja ja 1 pl viljelysauvan.
Ulostenaytettéd annostellaan viljelysauvalla puskuriliuokseen, josta siirretddn
viljelysauvalla 1 pl naytettd Z-putkeen. Z-putkea sekoitetaan viisi minuuttia
vortexilla, jotta solut rikkoutuvat. Liuoksesta pipetoidaan 35 pl suspensiota
testilastulle, jonka jalkeen lastu ja lastuteline suljetaan huolellisesti. Lastuteline
siirretaan analysaattoriin ja analysointi voidaan aloittaa. (Abacus Diagnostica
2016, viitattu 20.4.2016.)
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3 Validointiprosessi ja tulokset

Validointi tarkoittaa menettelyd, jolla osoitetaan tietyn analyysimenetelman
soveltuvuus aiottuun kayttotarkoitukseen. Validointi suoritetaan ennalta
suunniteltujen mittausten avulla ja mittauksista saatuja tuloksia hyddynnetaan
muun olemassa olevan tiedon ja tausta-aineiston kanssa, jotta voidaan maarittaa
menetelman luotettavuus. Validoinnista tehdaan raportti, johon kirjataan laitteen
suorituskykyd mittaavat parametrit, miten nama tulokset on saatu seka
menetelman laatuvaatimukset. Validointiraportin pohjalta luodaan
menetelmaohje, jossa kuvataan menetelmén suoritus ja muut ohjeet analyysin
tekijalle. (Jaarinen & Niiranen 2008, 11, 14-15)

Validointi tehdaan, kun on tarpeellista todentaa analyysimenetelman riittava
suorituskyky esimerkiksi kehitettdessa uutta menetelmaa tiettyyn tarkoitukseen
tai jos kaytossa olevaa menetelmé&é uudistetaan. Validoinnin laajuus riippuu siita,
millaisia muutoksia menetelmaan tehdaan. Vaikka menetelma on validoitu
kansainvalisesti kayttoon sopivaksi, tulee sen kayttokelpoisuus viela tarkistaa

kayttdlaboratoriossa. (Metrologian neuvottelukunta & Ehder, T. 2005, 25-26)

Mikrobiologian laboratorion C. difficile analyysimenetelméan vaihto lllumigenesta
GenomEraan on suoritettu kesalla 2015. Menetelman vaihto tuli ajankohtaiseksi,
koska markkinoille oli tullut uusia vaihtoehtoja. Testiajot suoritti laboratorion
sairaalamikrobiologi touko-kesdkuussa 2015. Naytteet, joita oli 147 kappaletta,
tutkittin -~ kaytdssa  olevan lllumigenen  lisdksi  kahdella  muulla
analyysimenetelmélla (GenomEra ja GenREAD). Naistd GenomEra valittiin
uudeksi menetelméksi. Emme ole laskeneet GenREADINn suorituskykya, mutta
arvioimme saamistamme tuloksista, ettd se oli hyvin ldhella GenomEran
suorituskykya. Mikrobiologinen laboratorio teki valinnan GenomEran ja
GenREADIn vélilla hinnan, ajoajan, kasitydmaéran ja tietenkin spesifisyyden ja
herkkyyden vaikuttaessa asiaan. Valitsimme n&akokulmaksi verrata uutta
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menetelmaa kaytdossa olevaan, silla se on aikanaan spesifioitu kayttoon
vertaamalla sité luotettavana pidettyyn viljelymenetelmaan.

Taulukosta 1 n&hdéaéan, ettda GenomkEralla todettiin 59 positiivista tulosta, 85
negatiivista tulosta ja kolme vaaraa negatiivista tulosta. Vaaria positiivisia tuloksia

ei ollut. Yhteensa naytteita oli 147, joista 62 positiivista ja 85 negatiivista.

TAULUKKO 1 Naytemaarat ja tulokset

[llumigene GenomEra
Positiivinen 62 59
Negatiivinen 85 85
Vaara negatiivinen - 3
Vaara positiivinen - -
Naytemaara yht 147 147

Tuloksissa on huomioitu vaariksi tuloksiksi vain tulokset, jotka ovat lopullisesti
vaarin, eli tulos ei muuttunut uusinta-ajossa. Jos testi on jostain syysta uusittu, ja
tulos on sitten vastannut vanhalla menetelmdlla saatua tulosta, olemme sen
tassa taulukossa laskeneet oikeaksi tulokseksi. GenomEran naytemaara on
hyvin tarkka (1pl), vaard naytemaard aiheuttaa virheilmoituksen. Nama testit
kuitenkin uusitaan aina, joten emme laskeneet niita vaariksi tuloksiksi. Uusittuja

naytteita oli 12 kappaletta.

Genomeran (ML) suorituskyvyn tulokset on laskettu taulukkoon 2 taulukon 1
lukujen mukaisesti. GenomEran valmistajan lupaama suorituskyky on kuvattu
taulukossa 2 keskelld. lllumigenen tulokset (Taulukko 2 oikea reuna) on otettu

suoraan kayttdoppaasta, eli ne kuvaavat valmistajan lupaamaa suorituskykya.

27



TAULUKKO 2 Kliinisen suorituskyvyn tulokset

GenomEra GenomEra lllumigene
ML (%) Valmistaja (%) | (%)
Naytteitd 147 | Naytteita 322 Naytteitd 697
kpl kpl kpl
Herkkyys 95.2 99.0 95.2
Spesifisyys 100 99.1 95.3
Korrelaatio 98.0 99.1 95.3
Virheellisyys 0 1.2 2.9

Herkkyys on laskettu jakamalla GenomEralla saatujen positiivisten tulosten
maara lllumigenella saatujen positiivisten maaralla. Herkkyys eli sensitiivisyys
kuvaa siis todennakoisyytta, jolla sairas todetaan sairaaksi. Spesifisyys on saatu
jakamalla GenomkEralla saatujen negatiivisten tulosten maard Illumigenella
saatujen negatiivisten tulosten maaralla. Spesifisyys eli tarkkuus kuvaa
todennakoisyyttd, jolla terve todetaan terveeksi. (Labquality 2016, viitattu
2.9.2016)

Korrelaatio on laskettu vahentamalla kokonaisndytemdaarasta vaarien
negatiivisten (ja vaarien positiivisten, jos tallaisia esiintyisi) tulosten maara ja
jakamalla tama luku kokonaisnaytemaaralla. Toisin sanoen GenomEralla
saatujen (lllumigenelld) oikeaksi todistettujen tulosten maara on jaettu
lllumigenella saatujen tulosten maaralla eli kokonaisnaytemaaralla. Korrelaatio
tarkoittaa kahden suureen, tdssé tapauksessa tuloksen, riippuvuutta toisistaan
(Creative Research Systems 2016, viitattu 2.9.2016).

Virheellisyys on laskettu jakamalla virheellisten tulosten maara

kokonaisnaytemaaralla. Ongelmaksi muodostuu se, etta  tassa
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kokonaisnaytemaarassa ei ollut virheelliseksi tulkittavia tuloksia. Myos vaarien

negatiivisten osuus oli niin pieni, ettd tulokset eivat ole yleistettavissa laajemmin.

Tulosten positiivinen ennustearvo on 100 % ja negatiivinen ennustearvo 96,6 %.
Positiivinen ennustearvo kuvaa sitd, milla todennékdisyydella positiivisen
tuloksen saanut potilas on sairas. Negatiivinen ennustearvo kuvaa sita, milla
todennakoisyydella negatiivisen tuloksen saanut potilas on terve. (Labquality
2016, viitattu 2.9.2016)

Menetelmien kaytettavyyden vertailua

GenomEran naytemaarat ovat todella pienid, analysointiin tarvittava
naytemaaran on oltava tarkalleen 1 mikrolitraa, kun taas lllumigenella maaré on
hailyva “puolikas harjallinen”. Pipetointimaarat ovat lllumigenessa isompia ja
helpommin hallittavia. GenomErassa tytvaiheita on huomattavasti vahemman
kuin lllumigenessa. GenomEra vaatii enemman totuttelua ja harjoittelua, juurikin
pienen naytemaaran takia. GenomEran analysaattori huomauttaa helposti jos
naytetta on liilan vahan tai liilan paljon. Talléin kone antaa virheilmoituksen PCR-
inhibitio, maarittelematén, maaritys epaonnistunut tai kaikki maaritykset

epaonnistuneet jolloin nayte on laimennettava 1:10 ja analyysi uusittava.

PCR-inhibitio -tulos johtuu liiallisesta naytemaarasta, jolloin ulosteen sisaltamat
inhiboivat yhdisteet hairitsivat monistumista. Analysointi suositellaan uusittavan
laimennetusta naytteesta. Maaritteleméaton (Borderline) tulos merkitsee sita, etta
kohdesekvenssin esiintymista naytteessa ei ole voitu luotettavasti osoittaa ja
tulos on maarittelematon. Tallaisessa tapauksessa analysointi suositellaan
suorittamaan 2l naytemaaralla. Maaritys epaonnistunut (Assay failed) tarkoittaa,
ettd nayte ei ole yhteensopiva maarityksen kanssa. Naytetta voi olla liikaa tai sita
ei ole lainkaan. Samea nayte suositellaan laimentamaan ennen
uudelleenanalysointia. Kaikki maaritykset epaonnistuneet (Run failed) tarkoittaa

jarjestelman toimintahairiota, jossa koko maaritys on epaonnistunut ja tuloksia ei
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ole saatavilla. Tama virheilmoitus on erittdin harvinainen ja se ei johdu
kaytettavista naytteista. (Abacus Diagnostica 2016, viitattu 2.9.2016)

lllumigene vaatii tyontekijaltd huomattavasti enemman tyovaiheita, seka
pipetointikertoja, jolloin  virheiden tekemisen mahdollisuus suurenee
GenomEraan verrattuna. lllumigenen tydvaiheisiin kuuluu enemman korkkien
avaamista ja naytteen siirtdmistd putkesta toiseen. GenomErassa nayte
pipetoidaan eppendorff -putkesta testilastun kaivoon, jonka jalkeen testilastu
suljetaan ja laitetaan analysaattoriin. Testilastun pieneen reikaan pipetointi vaatii
usein harjoittelua, silla kaivoon ei saa paasta ilmakuplaa. Nain ollen GenomEra

on tyontekijalle miellyttdvampi menetelma.
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4 Pohdinta

GenomeEran ja lllumigenen herkkyys, spesifisyys, korrelaatio ja virheellisyys eivat
ole taysin verrattavissa keskenédéan. GenomEran tulosten laskennassa on kaytetty
vain 147 naytteen tulosta kun lllumigenen tulokset ovat suoraan valmistajan
kayttboppaasta, jossa tulosten laskentaan on kaytetty tietoja noin 700 naytteesta.
GenomEran valmistajan antamat kliinisen suorituskyvyn arvot ovat kuitenkin
luettavissa GenomEran kayttdoppaasta sekd taman raportin kappaleessa
GenomEra. Emme saaneet kayttédmme mikrobiologian laboratorion alkuperaisia
viljelytuloksia, joiden avulla lllumigene on aikanaan validoitu. Tulokset ovat
kuitenkin hyvid, ja menetelma ei vaihtunut tulosten perusteella huonompaan.

Vaihdoksen syina olivat menetelmén vanheneminen ja sen muuttaminen uuteen

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia mikrobiologian laboratorion Clostridium
difficile analyysimenetelmid. Tutkimme kaytosta poistuvaa Illumigene- seka
kayttoon otettavaa GenomEra -menetelmaa. Menetelmanvaihdos suoritettiin,
koska lllumigenen menetelma vanheni. Validoidun kliinisen laboratorion
menetelmat tulee tarkistaa kayttoon sopiviksi tietyin valiajoin. Samalla tulee

selvittdd, onko tarpeisiin sopivampaa menetelmaé saapunut markkinoille.

Tavoitteenamme oli selvittdd, kumpi menetelmistd on toimivampi ja miten
menetelman vaihdos suoritetaan kliinisesséa laboratoriossa. Tutkimme analyysien
tulokset 147 naytteesta, jotka oli analysoitu Illumegenen ja GenomEran liséksi
GenREAD -analyysimenetelmalla. Nama kesa-elokuussa 2015 kootut tulokset

saimme mikrobiologian laboratorion sairaalamikrobiologilta.

Yleisesti ottaen opinnaytetydprosessi sujui hyvin. Opinnaytety6

oppimisprosessina lisasi tietouttamme mikrobiologiasta seka mikrobiologian
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laboratorion menetelmanvaihdosprosessista. Yhteistyd ~ mikrobiologian

laboratorion kanssa onnistui hyvin.

Saimme opiskelijoina todella paljon arvokasta tietoa ja kokemusta mikrobiologian
laboratorion analyysimenetelmien vertailusta. Opinnaytetyon tekemisen kautta

saimme ammatillista varmuutta mikrobiologian alalle.
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