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Akuutti gastroenteriitti, eli oksenteluna ja ripulina ilmeneva suoliston limakalvon tuleh-
dus, on merkittdvd maailmanlaajuinen terveysongelma. Virusperdiset gastroenteriitit
ovat erittdin tartuntavaarallisia ja niiden aiheuttamat varotoimet kuluttavat terveyden-
huollon resursseja, minka vuoksi niiden mahdollisimman nopea diagnosoiminen poti-
lailla on erityisen tarkeaa.

Opinnaytetyossa késiteltdva multiplex-PCR -menetelma mahdollistaa useiden eri virus-
ten tunnistamisen samanaikaisesti yhdelld testilla. Tarkoituksena oli vertailla kolmea eri
multiplex-PCR -tunnistusmenetelméa toisiinsa. Vertailussa tutkittavia viruksia olivat
adeno-, astro-, noro-, sapo- ja rotavirus.

Opinndytetyon tilaajana toimi Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian yksikkd, jossa
opinndytetyon kokeellinen osuus suoritettiin 5.-9.10.2015. Opinnaytety6 oli kokeelli-
nen, kvantitatiivinen ja vertaileva tutkimus, jonka tehtdvané oli vertailla multiplex-PCR
-tunnistusmenetelmien toimintaa sekd soveltuvuutta laboratorion rutiinikayttéon. Ta-
voitteena oli tuottaa Fimlab Laboratoriot Oy:lle luotettavaa vertailutietoa, jonka pohjalta
valita molekyylibiologian yksikdn kayttddn parhaiten sopiva menetelma.

Tutkimuksessa olivat mukana R-Biopharmin RIDA®GENE Viral Stool Panel 1, Fast-
Track Diagnosticsin FTD Viral gastroenteritis ja Seegenen Allplex™ Gastrointestinal
Infection Full Panel tunnistusmenetelmat. Naista kédytettdvyydeltadn parhaiten Fimlab
Laboratoriot Oy:lle sopi Seegenen Allplex™ GI-Virus Assay. RIDA®GENE Viral
Stool Panel 1 puolestaan ei ollut validoitu Fimlab Laboratoriot Oy:n tdmanhetkiselle
laitteistolle, mik& ndkyi poikkeavina tuloksina. Muuten menetelmissé ei ollut tulosten
suhteen eroja.

Opinndytetyén otoskoko osoittautui muiden kuin norovirusten kohdalla vahaiseksi,
mink& vuoksi jatkotutkimuksia pitéisi tehdd suuremmalla ndytemaaréalld. Myo6s, mikali
Fimlab Laboratoriot Oy péatyy valitsemaan RIDA®GENE Viral Stool Panel 1 -
menetelmdn rutiinidiagnostiikkaansa, kyseinen menetelma tulisi validoida ja koestaa
uudelleen.

Asiasanat: akuutti gastroenteriitti, virusdiagnostiikka, multiplex-PCR, norovirus, rotavi-
rus, adenovirus, astrovirus, sapovirus
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Viral gastroenteritis is a significant global risk affecting the lives of millions annually. It
is highly contagious and the precautions taken to avoid its spreading cause a great strain
on the healthcare industry. Therefore diagnosing and treating the disease quickly is crit-
ical.

The purpose of this study was to compare the Multiplex-PCR -assays of R-Biopharm,
Fast-Track Diagnostics and Seegene. The aim was to produce verifiable results for Fim-
lab Laboratories Ltd so they can choose the most suitable assay for them.

The study is structured in two parts: a survey on viral gastroenteritis, and a detailed re-
port of the comparison of the assays. The comparison was made by using 94 different
stool samples.

In terms of usability, the Allplex™ GI-Virus Assay from Seegene could be considered
as the best choice. The assay from R-Biopharm was found to be unvalidated to the cur-
rent equipment used in Fimlab Laboratories Ltd. This caused a deviation in otherwise
similar test results between the assays.

The amount of positive samples can be considered insufficient and hence more research
with a bigger sample size would be beneficial. It would also be advisable to validate and
test the assay of R-Biopharm again, if Fimlab Laboratories Ltd chooses it.

Key words: viral gastroenteritis, viral diagnosis, multiplex-PCR, norovirus, rotavirus,
adenovirus, astrovirus, sapovirus
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1 JOHDANTO

Gastroenteriitti eli suolistotulehdus on merkittava kuolleisuuden aiheuttaja kehitysmais-
sa seka huomattava taloudellinen taakka teollisuusmaiden terveydenhuollossa. Sairautta
esiintyy etenkin nuorten lasten ja immuunipuutteisten potilaiden keskuudessa. (Terve-
yskirjasto 2009; Chow, Leung & Hon 2010; Binnicker 2015.) Akuutin gastroenteriitin
oireita ovat ripuli ja oksentelu; ripuli-oksennustautiin sairastuu vuosittain arviolta noin
1,7 miljardia ihmistd (World Health Organization 2013; Binnicker 2015). Merkittavia
akuuttia gastroenteriittia aiheuttavia patogeeneja, eli taudinaiheuttajia, ovat virukset,
joista yleisimpi& ovat rota-, adeno- ja astrovirus seka kalikivirusryhma (Terveyskirjasto
2009; Chow ym. 2010).

Virukset ovat taudinaiheuttajia, jotka vaikuttavat merkittavasti niin yksilon kuin yhtei-
sOjen hyvinvointiin. Ehkéisyn, diagnoosin ja hoidon kannalta onkin térkead, etté virus-
ten luonnetta, eli niiden lisdantymisté ja taudinaiheuttamiskykyad, tutkitaan. (Carter &
Saunders 2013, 3.) Virusten tunnistamiseen voidaan kayttaa useita eri menetelmid, ku-
ten virusviljelya, elektronimikroskopiaa tai PCR:&4 eli polymeraasiketjureaktiota (Cann
1999, 111; Lappalainen, Vainionpdd & Hedman 2011). Reaaliaikainen PCR muistuttaa
toimintaperiaatteeltaan tavallista PCR:44, mutta siind monistettavat kohteet visualisoi-
daan fluoresoivilla koettimilla (Makarewicz ym. 2015, 39). Parhaiten akuuttia gastroen-
teriittia aiheuttavien virusten eristykseen soveltuu ulostendyte (Collier, Kellam, Oxford
& Langdon. 2011, 319).

Opinndytetyémme aihe on akuuttia gastroenteriittia aiheuttavien virusten tunnistaminen
erilaisten multiplex-PCR-tunnistuskittien avulla. Tarkoituksenamme on vertailla kolmen
eri valmistajan, R-Biopharmin, Fast-Track Diagnosticsin sekd Seegenen gastro-
multiplex-PCR-tunnistuskitteja toisiinsa. Tavoitteena on, ettd tunnistuskittien toimivuu-
desta ja rutiinikdytantoon soveltuvuudesta saadaan luotettavaa vertailutietoa, jonka poh-
jalta toimeksiantaja voi valita yksikon tarpeisiin sopivan menetelman. Opinnaytetyos-
sdmme esiintyvid, multiplex-PCR-menetelman avulla tunnistettavia gastroenteriitin ai-

heuttajaviruksia ovat adeno-, astro-, noro-, rota-, seka sapovirukset.

Opinnaytety6 jakautuu kahteen eri osaan: teoreettiseen taustaan sek& menetelmaosioon,

jossa raportoidaan opinndytetyon koestusvaiheen eteneminen. Teoreettisessa osuudessa
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kasitelladn kunkin opinndytetydssa kasiteltavan viruksen liséksi yleisesti virusten labo-
ratoriodiagnostiikassa hyddynnettdvia menetelmid. Erityispainotus diagnostiikassa on
kuitenkin PCR:11a sekd sen multiplex-sovellutuksella.

Opinnaytetytssa vertailtavia menetelmia kasitellaan ensin niiden menetelméan pohjau-
tuvien yhtéalaisyyksien ja erojen suhteen. Tdman jalkeen opinnéytetyGraportissa esitel-
l4&n niiden kayttdon ja tuloksiin liittyvid yhtélaisyyksia ja eroja. Opinndytetyon mene-
telmdosuudessa puolestaan késitellddn menetelmien vertailu vaihe vaiheelta. Lopuksi

tulokset kootaan yhteen erillisessa luvussa.

Teemme opinndytetyon toimeksiantona Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian yk-
sikkdon, jossa tulemme suorittamaan opinndytetyon kokeellisen osuuden aikavélilla
05.-09.10.2015. Valitsimme tdman toimeksiannon, koska halusimme tehda opinnéyte-
tyémme molekyylibiologian tutkimusalueelta ja pidimme viruksia mielenkiintoisena

tutkimuskohteena.



2 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITE

Opinnaytetyon tarkoituksena on vertailla kolmen eri valmistajan, R-Biopharmin, Fast-

Track Diagnosticsin ja Seegenen gastro-multiplex-PCR-tunnistuskitteja toisiinsa.

Opinnaytetyon tavoitteena on tuottaa Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian yksikol-
le luotettavaa vertailutietoa, jonka pohjalta he voivat valita heille parhaiten sopivan tun-

nistuskitin.

Opinnaytetyon tutkimustehtdvia ovat tarjottujen tunnistuskittien vertailu niiden toimin-

nan ja laboratorion rutiinikayttdon soveltuvuuden suhteen.



3 OPINNAYTETYOSSA KAYTETTAVAT TUTKIMUSMENETELMAT

Tutkimuksellinen opinndytety6 voidaan toteuttaa teoreettisena tutkielmana, joka sisaltaa
kaytannon nakokulman. Yleisimmin tutkimus tehdédan sille erikseen kerédtyn aineiston
pohjalta. Aineistoa analysoidaan joko kvalitatiivisesti eli laadullisesti tai kvantitatiivi-
sesti eli madrallisesti. (Heikkilda 2014, 26.) Kvantitatiivisen tutkimusmenetelmén avulla
voidaan kuvata muuttujien eli mitattavien ominaisuuksien valisida suhteita ja eroja
(Vilkka 2007, 13). Koska opinndytetydémme koostuu eri menetelmien vertailusta, valit-

simme opinndytetydmme tutkimusaiheeseen kvantitatiivisen nakokulman.

Teorialdhtdinen vertailu ja aineistopohjainen analyysi kvantitatiivisessa tutkimuksessa
edellyttavat maarallisten mittareiden ja niiden arvojen vertailukelpoisuutta (Pdntinen
2004, 44). Jotta tutkimustulokset olisivat luotettavia ja yleistettavissa, taytyy havainto-
yksikoiden, eli tutkimuksessa analysoitavien kohteiden, maara olla riittdva (Kananen
2008, 10, 13, 19). Mittayksikdina kvantitatiivisessa tutkimuksessa toimivat luvut, tar-
koittaen sitd, ettd saadut tutkimustiedot ja niista esitettdvat tulokset ovat numeerisessa
muodossa, jossa niitd voidaan késitell4 tilastollisesti. Olennaiset numerotiedot selitetaan
sanallisesti kuvaten asioiden valisid yhteyksia ja eroavaisuuksia. Tuloksia ja tekstia voi-
daan havainnollistaa kuvioita, taulukoita tai tunnuslukuja kayttaen. (Vilkka 2007, 14,
117, 135; Kananen 2008, 16.)

Opinndytetydssamme vertailemme kolmen eri valmistajan, Seegenen, Fast-Track Diag-
nosticsin seka R-Biopharmin multiplex-PCR-tunnistusmenetelmid. Koska kukin mene-
telmé antaa kullekin néytteelle tulokseksi vain sen, onko se tutkittavien virusten suhteen
positiivinen ja negatiivinen, menetelmien antamia tuloksia voi helposti verrata toisiinsa.

Tutkimuksen analysoitavina kohteina kaytettiin yhteensd 94 eri potilasnéytetta.

Tieteellinen tutkimus jakautuu empiiriseen ja teoreettiseen tutkimukseen (Nummenmaa
2009, 23). Empiirinen eli kokemusperainen tutkimus perustuu havaintoihin, numeerisen
aineiston hankinnan suunnitteluun seka tietojen keradmiseen, niiden esittdmiseen ja ana-
lysoimiseen. Teoreettinen tutkimus sen sijaan pohjautuu perusolettamuksiin ja tutkimus
voidaan tehdd kayttamatta mittalaitteita. (Nummenmaa 2009, 23; Valli 2015, 16.)
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Opinnaytetyémme on empiirinen, silla sen tavoitteena on ollut tuottaa koestuksen tulok-
siin perustuvaa tietoa, jota analysoidaan ja esitetddn. Tutkimusaineistomme Kkoostui
meille Fimlab Laboratoriot Oy:n kerddmista ulostenaytteista, jotka oli valikoitu niin,
ettd niiden joukossa oli vertailtavien multiplex-PCR -menetelmien kannalta oleellisten

virusten suhteen seka positiivisia ettd negatiivisia naytteita.

Empiirisessa tutkimuksessa kasitellaan eri muuttujia eli arvoltaan vaihtelevia, mitattavia
ominaisuuksia, jotka jaetaan riippuviin ja riippumattomiin. Riippuvien muuttujien ar-
voihin ei voida suoraan vaikuttaa, mutta riippumattomiin muuttujiin voidaan. Kokeelli-
sen tutkimuksen koeasetelma tulisi olla muodoltaan sellainen, ettd tutkittavaan riippu-
vaan muuttujaan voi ainoastaan vaikuttaa tutkijan saatelema ominaisuus. (Nummenmaa
2009, 31, 33.) Tama toteutetaan vakioimalla muut tekijat (Heikkila 2014, 19). Saatele-
van tekijan vaikutusta riippuvaan muuttujaan tutkitaan kontrolloiduissa olosuhteissa ja
tutkimus toteutetaan yleensa laboratoriotilassa (Nummenmaa 2009, 33; Heikkila 2014,
14).

Opinnaytetyossamme verrattiin toisiinsa kolmen eri multiplex-tunnistusmenetelman
saamia tuloksia samoista naytteistd. Koeasetelma pyrittiin vakioimaan niin, ettd muuttu-
jana olisivat ainoastaan kaytetyt koestusmenetelmat. Taméa toteutettiin kayttamalla tut-
kimuksen suoritukseen samoja laitteita sekd samoja naytteitd, joiden kasittely oli saman-

laista menetelmasta toiseen.

Tieteellinen tutkimus on tiedon jarjestelmallista hankintaa seka teorioiden, eli mallien
muodostamista ndiden hankittujen tietojen pohjalta. Tutkimusaineistoissa esiintyy usein
vaihtelua, jota tilastollisilla menetelmilld pyritddn kuvaamaan ja tarkastelemaan.
(Nummenmaa 2009, 15-16, 18.) Kuvailevilla tilastollisilla menetelmilla mittaustulosten
vaihtelu tiivistetddn suurista lukujoukoista pienempaan maaraan lukuja. Naiden mene-
telmien avulla tutkittava aineisto voidaan esittdd muodossa, joka on helpompi ymmartaa
ja tulkita. (Nummenmaa 2009, 17.)

Johtuen laajasta tutkimusaineistostamme saamamme mittaustulokset vaativat jatkokasit-
telyd niiden tulkinnan ja ymmartdmisen helpottamiseksi. Olemmekin opinnéytetyds-
samme pyrkineet kdyttdmaan tilastollisia menetelmi& saamiemme tuloksien selventami-
seen. Olemme kuitenkin sdilyttaneet tulokset myds alkuperéisessa muodossaan, jotta

mahdollisten jatkotutkimusten tekeminen niiden pohjalta olisi mahdollisimman helppoa.
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Empiirisen osan lisdnd opinndytety0ssé tarkastellaan tutkimusongelmia teoreettisesta
nakokulmasta seka osoitetaan teorian ja tutkimustulosten vélinen yhteys (Heikkila 2014,
71). Olemme toteuttaneet tdman opinndytetydraportissamme tutustumalla tarkemmin
gastroenteriittia aiheuttaviin viruksiin sek& kuvaamalla niiden diagnostiikkaa, painotta-

en erityisesti koestuksessamme kéytettyda multiplex-PCR -menetelméa.
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4 AKUUTTI GASTROENTERITTI JA SEN AIHEUTTAJAVIRUKSET

4.1 Virusinfektion maarittely

Infektio- eli tartuntataudit ovat sairauksia, jotka johtuvat mikrobeista tai niiden tuotta-
mista toksiineista eli myrkyistd (Lumio 2014). Virus voi aiheuttaa akuutin tai kroonis-
tuvan infektion. Akuutissa eli produktiivisessa infektiossa infektiokykyisen viruksen
uudistuotanto on usein runsasta, mutta taudin péaattyessa loppuvaa. Joissain tapauksissa
virustuotanto voi jatkua pitkdaikaisena, jolloin virusinfektiota kutsutaan krooniseksi eli
persistoivaksi. Viruksen lisddntyminen voi talléin kuitenkin olla véhaisempéé akuuttiin
infektioon nahden. Latentissa virusinfektiossa virus on elimistdssa piileva, eli sen aihe-
uttamat oireet ja virustuotanto ovat loppuneet. (Hukkanen, Saksela & Hyo6ty 2010, 433-
434.) Piilevé virus saattaa aika ajoin aktivoitua uudelleen elimistén puolustuskyvyn
heikentyessé esimerkiksi sairauden ja sen hoidon yhteydessa (Terveyskirjasto 2015).
Virusinfektiosta on myds hidas muoto, jossa infektio vaistamatta etenee ja pahenee,

kunnes isantaelio kuolee (Hukkanen ym. 2010, 434).

Virustautien patogeneesi eli késitys sairauden synnystd ja sen kehityksestd, koostuu
virustautiin ja sen oireisiin johtavista virusinfektion tapahtumista (Hukkanen ym. 2010,
432; Terveyskirjasto 2016d). Infektiivinen annos, taudinaiheuttajien ja isénnan ainutlaa-
tuiset ominaisuudet, mikrobien séilyvyys ymparistossa seka tartuntareitti ovat infektion
levidmiseen vaikuttavia tekijoita (Lounamo, Tuuminen & Kotilainen 2014, 793). Viruk-
sen ominaisuuksista esimerkiksi sen solu- ja kudoshakuisuus eli tropismi, seka taudinai-
heuttamiskyky eli virulenssi, ovat osana virusinfektioiden patogeneesia. Patogeneesiin
vaikuttavia isanndn ominaisuuksia ovat muun muassa ika, sukupuoli, yksilollinen im-

muunivaste sekd ravitsemus. (Hukkanen ym. 2010, 432, 437.)

Tartunta yksilosta toiseen voi tapahtua esimerkiksi ilma-, veri- ja kosketusteitse seka
ulosteella kontaminoituneen aineksen joutuessa suuhun (Lounamo ym. 2014, 793). Ae-
rosolin tai muiden roiskeiden valityksell& levidvat muun muassa hengitysteita infektoi-
vat virukset. Toisenlaiset patogeenit, kuten sukupuoliteitse tarttuvat virukset, vaativat
suoraa tai ihon l&pdisevad kontaktia. Fekaalis-oraaliset, eli uloste-suu -tien kautta tarttu-

vat infektiot, voivat aiheuttaa laajojakin epidemioita levitessaan kontaminoituneen ruo-
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an tai juoman valitykselld. (Hukkanen ym. 2010, 434-435; Terveyskirjasto 2016a,
2016c¢.)

Infektion tarttuvuutta voidaan arvioida muun muassa RO-arvoa apuna kayttaen. RO-arvo
(basic reproduction number) kuvaa infektioiden leviamista vaestdssa eli sitd, kuinka
monta ihmist4 taudinkantaja voi tartuttaa. RO-arvon ollessa suuri voidaan olettaa, ettd
tartunta todennakoisesti leviad edelleen ja voi aiheuttaa epidemian. Epidemioiden esit-
tdmiseen voidaan kayttdd myds muita suureita, kuten kuolleiden prosenttiosuutta sairas-
tapauksissa (case fatality rate) ja infektiotapausten kumulatiivista prosenttiosuutta (at-
tack rate). (Lounamo ym. 2014, 793.) Naista jalkimmainen arvo kuvaa sitd osuutta vaes-
tostd, joka sairastuu epidemian aikana (U.S. Department of Health and Human Services
2012, 187).

4.2  Akuutin gastroenteriitin taudinkuva

Gastroenteriitti on suoliston limakalvon tulehdus, jonka oireita ovat oksentelu ja ripu-
lointi. Kyseessé on siis terveydentilan hairid, jonka aikana 10yséé tai nestemdista ulos-
tetta erittyy pdivassa normaalia enemmaén. (Chow ym. 2010; World Health Organization
2016a.) Maha-suolikanavan infektion aiheuttamat ripuli-oksennustaudit ovat merkittava
maailmanlaajuinen terveysongelma. Maailman terveysjarjestd on arvioinut, ettd vuosit-
tain sairastapauksia ilmenee 1,7 miljardia, ja niisté yli 750 000 johtaa alle viisivuotiai-
den lasten menehtymiseen. (World Health Organization 2013; Binnicker 2015.)

Infektioperdiset ripuli-oksennustaudit syntyvét patogeenien paastessa elimistoon fekaa-
lis-oraalista reittid tai niiden tarttuessa henkilostd toiseen ulosteella tai oksennuksella
kontaminoitujen k&sien vélityksell4. Tautitapaukset voidaan jakaa niiden epidemiologi-
an ja kliinisen kuvan mukaan kolmeen eri kategoriaan. Tauti voi olla akuutti, elimistoa
kuivattava tila, joka oireilee vetisena ripulina. Kyseessa voi olla my6s akuutti suolisto-
tulehdus ja tulehdus, jossa esiintyy verista ulostetta. Yhtdmittaisessa tautitilassa sairaus
on pitkittynyt ja voi kestdd yli kaksi viikkoa. (Keusch ym. 2016; Terveyskirjasto
2016e.) Virusperéisen gastroenteriitin aiheuttajia ovat adeno-, astro-, noro- rota- ja sa-
povirukset (Anttila, Nieminen & Maunula 2010, 1575). Maha-suolikanavan virusinfek-
tion aiheuttajina voivat lisdksi toimia enterovirukset ja mahdollisesti myds koronaviruk-
set (Eerola, Hyténen & Kaulttila 2012, 27).
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Epadiltdessa tarttuvaa ripulia, sairaaloissa ja muissa terveydenhuoltoyksikoissa on yleen-
sé& kaytossa yksityiset, eristetyt huoneet, jotta taudin tarttumiselta potilaalta toiselle val-
tyttaisiin. Tutkimustuloksien valmistuminen vie aikaa ja usein hoitohenkilékunnan tay-
tyy paattéé jo ennen tulosten valmistumista, sijoittavatko he potilaan eristyshuoneeseen.
Tama on ongelma, silla eristyshuoneet ovat usein véhissa ja ripuli on yleinen oire sai-
raalahoidossa olevilla potilailla, jolloin infektioperaisté gastroenteriitti& voi olla vaikea
erottaa ei-tarttuvista tapauksista. Mikéli sairautta ryhdytddn hoitamaan ei-tarttuvana ja
potilasta ei eristetd, patogeeni voi paasta leviamaan osastolla. Tarpeeton potilaiden eris-
tdminen puolestaan kuluttaa sairaalan resursseja. (Goldberg ym. 2014.) Tavoitteena on-
kin, ettd laboratoriovastaus saadaan mahdollisimman pian. Virusten pikadiagnostiikka
osana taudinmadritysta toimii apuna potilaiden sijoittamisessa osastoilla silla aikaa, kun
tutkitaan, onko kyseessa bakteeri- vai virusinfektio. (Loginov, Mannonen & Lap-
palainen 2016, 650.)

4.3 Norovirus

Norovirus on kalikiviruksiin kuuluva, akuuttia gastroenteriittid aiheuttava yksijuostei-
nen RNA-virus (Anttila ym. 2010, 1576; Lé&aketieteellinen aikakauskirja Duodecim
2012, 368). Noroviruksella ei ole lipidivaippaa, joka joillakin viruksilla toimii viruksen
uloimpana kerroksena. Lapimitaltaan virus on 38 nanometria ja sen RNA-genomi on
kooltaan 7500 emésta. (Vuento 2016, 16, 134.) Virusinfektion itdmisaika on 12—36 tun-
tia, minka jalkeen infektio oireilee ankarana oksenteluna, ripulina ja lievana kuumeena.
Yleensd varsinainen vatsatauti kestaa enintdan kaksi paivaa, mutta viruseritys ulosteisiin

jatkuu noin kuukauden. (L&aketieteellinen aikakauskirja Duodecim 2012, 368.)

Infektioita tavataan kaikissa ikaryhmissa. Vakavia tapauksia esiintyy erityisesti nuorilla
lapsilla, idkkailld potilailla sek& henkil6illg, joilla on ollut oireita jo ennestd&n. Norovi-
rus levidd veden tai elintarvikkeen vélitykselld, kontaminoituneilta pinnoilta, ilmateitse
aerosolimuodossa seka silloin, kun henkilé on kontaktissa sairastuneen kanssa. (Lou-
namo ym. 2014, 795-796.) Virionit, eli infektiokykyiset viruspartikkelit, pysyvat suh-
teellisen vakaina niitd ymparQivissa olosuhteissa; niiden on todettu selvidvan jaadytyk-
sestd, kuumennuksesta 60 asteessa seka kloorilla desinfioinnista (Bamford, Hyypia &

Saksela 2010, 449; Sidoti ym. 2015, 552). Infektoiva annos on pieni, muutamia kym-
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menié viruksia, minka johdosta norovirus tarttuu herkésti. Grammassa kantajan ulostetta

voi olla jopa sata miljardia virusta. (Lumio 2014.)

Ihmisen norovirukset jaetaan kolmeen genoryhmaén I, Il ja IV. Genoryhma | sisaltaa
yhdeksén genotyyppid ja genoryhmassa Il genotyyppeja on 22, joista genotyyppi Gll.4
on maailmalla hallitsevin (Mattila & Jarvinen 2011; Mori ym. 2016, 5.) Talvikautena
2014/2015 havaittiin genotyypin GI1.17 uusi variantti, joka on aiheuttanut gastroenterii-
tin epidemioita Kiinassa ja Japanissa (Lu ym. 2015, 1240; Fast-Track Diagnostics
2016). Lun ja tutkijaryhman (2015, 1241-1242) mukaan tdmé variantti on viime vuosina
levinnyt laajalle alueelle, ja sité tulisi tulevaisuudessa tutkia enemman, jotta sen luon-
teesta, kuten esimerkiksi sen rakenteesta, taudinaiheuttamiskyvysta seké esiintyvyydesta

saataisiin tarkempaa tietoa.

4.4 Rotavirus

Rotavirukset ovat Reoviridae -perheeseen kuuluvia viruksia, joiden rakenne on vaipa-
ton, kolmikerroksinen ja ikosahedraalinen eli monitahokkaan muotoinen. Naita viruksia
esiintyy maaperdssa ja vesiympdrist0ssd, ja ne ovat maailmanlaajuisesti yleisimpia
akuutin gastroenteriitin aiheuttajia. (Mattila & Jarvinen 2011; Aiyegbo ym. 2013; Kar-
humaki, Jonsson & Saros 2016, 25.) Rotavirukset jaetaan viruksen VP6-
rakenneproteiinin serologisen reaktiivisuuden ja geneettisen muuntelun mukaan kah-
deksaan ryhméan, A:sta H:hon, joista paéosin A, B ja C aiheuttavat infektioita ihmisis-
sd. Rotavirus A on néista yleisin, ja se jaetaan vielé eri serotyyppeihin. (Matthijnssens
ym. 2011; Desselberger 2014; Araud ym. 2015.) Rotaviruksen aiheuttamaa oireellista ja
tarttuvaa gastroenteriittia ilmenee yleisimmin nuorilla, 3 kk - 2-vuotiailla lapsilla (Kar-
humaki ym. 2016, 128; World Health Organization 2016¢). Maailman terveysjarjest6
WHO arvioi elokuussa 2016, ettd vuonna 2013 rotavirusten aiheuttamiin infektioihin
kuoli maailmalla keskim&&rin 215 000 alle viisivuotiasta lasta (World Health Organiza-
tion 2016b).

Viruksen itdmisaika on 1-2 péivaa ja sen oireita ovat vetinen ripuli, kuume, oksentelu ja
vatsakivut. Tauti on kestoltaan 2-6 vuorokautta. (L&&ketieteellinen aikakauskirja Duo-
decim 2012, 368; Karhuméki ym. 2016, 128.) Pahimpana ripulin ja oksentelun aiheut-

tamana komplikaationa on kuivuminen (Mattila & Jarvinen 2011; Karhuméki 2016).
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Yleistd on myds lievempi tautimuoto, joka voidaan sairastaa kotona eika vaadi sairaala-
hoitoa. Suomessa viiteen ikavuoteen mennessa lahes kaikki lapset ovat sairastaneet oi-
reellisen tai oireettoman rotavirusinfektion. (Mattila & Jarvinen 2011.) Ensimmainen
sairastettu rotavirusinfektio on taudinkuvaltaan vaikein, jonka jélkeen uusiutuvien in-
fektioiden oireet ovat lievempia (Mattila & Jarvinen 2011; Terveyden ja hyvinvoinnin
laitos 2015b).

Rotavirusta vastaan on kehitetty rokote, joka tuli osaksi Suomen kansallista rokotusoh-
jelmaa vuonna 2009 (Vesikari 2013, 2429). Rokotusohjelmassa kaytettdvd Rotateq-
rokote annetaan maksutta 6-31 viikon ikéisille vauvoille (Terveyden ja hyvinvoinnin
laitos 2015a). Rokote pitéa sisallaan viitta eldvaa rotaviruskantaa ja se on oraalinen, eli
suun kautta annettava (Laakeinfo.fi 2016). Rokotteen tehokkuudesta tehtyjen tutkimuk-
sien mukaan rotaviruksen aiheuttamaa gastroenteriittid on pystytty vahentamaan merkit-

tavésti rokotteen kayttdonoton jalkeen (Hartwig ym. 2014).

Suomessa on esimerkiksi tehty tutkimus siitd, kuinka rotavirusrokotteen tehokkuus on
vaikuttanut sairaalan hoitojaksojen kestoon. Tutkijat analysoivat rotaviruskausia
2000/2001 kaudesta 2011/2012 kauteen asti kayttden Oulun ja Tampereen yliopistolli-
sista sairaaloista keréttyja hoidosta kotiuttamistietoja. Tdma aikavali k&sittd4 ajan ennen
ja jélkeen rotavirusohjelman kaynnistdmisen. Kotiuttamisrekisteristd saatuihin tietoihin
sisaltyivat tautiluokitus ICD 10:n koodit A00-09 eli akuutin gastroenteriitin ja A08.0:n
eli rotaviruksen aiheuttaman akuutin gastroenteriitin. Naité tietoja kayttéen tutkijat sel-
vittivat edelld mainittujen tautiluokitusten vaatimaa sairaalahoitoa, sek& hoitopéivien
maaraéa ja niiden vahentymistd 0-16 -vuotiailla lapsilla. Tutkimus osoitti, ettd rotavirus-
rokotuksen kayttd ilmenee sairaaloissa selkednd hoitopdivien védhentymisené rotaviruk-

sen aiheuttaman akuutin gastroenteriitin suhteen. (Hartwig ym. 2014.)

45 Adenovirus

Ihmisen adenovirukset luokitellaan Adenoviridae -perheeseen, Mastadenoviruksen su-
kuun (La Rosa ym. 2015). N&ma kaksijuosteiset ja lineaariset DNA-virukset ovat l&pi-
mitaltaan noin 80 nanometrid ja muodoltaan ikosahedraalisia, eli niiden kapsidi raken-
tuu kahdestakymmenesta tasasivuisesta, proteiinirakenneyksikoista koostuvasta kolmi-

osta. Tunnusomaisena morfologisena piirteend adenoviruksilla on kapea kuitu, joka
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ulkonee ikosaedrin kustakin 12 kérjesta. (Bamford ym. 2010, 453; Collier ym. 2011, 10,
76; Lion 2014.) Adenoviruksen genomi on kooltaan 34-37 kb:t4 ja se sisaltdd noin 40
geenid (Lion 2014).

Adenoviruksen serotyypit tyyppiin 51 asti on aikaisemmin luokiteltu sen mukaisesti,
kuinka ne neutraloivat seerumin vasta-aineita ja agglutinoivat punasoluja (Branton
2011, 275; La Rosa ym. 2015). Taman jalkeen uusia adenovirustyyppeja on tunnistettu
my0s viruksen koko geeniperimédn perusteella, genomiikan ja bioinformatiikan ana-
lyysejd apuna kéyttden (Lion 2014). Nyt adenovirustyyppeja on tunnistettu yli 60 ja ne
jaetaan A:sta G:hen (Moyo ym. 2014). Pienill& lapsilla tavattavat oireelliset suolistoin-
fektiot ovat adenoviruksen serotyyppien 40 ja 41 aiheuttamia (Collier ym. 2011, 76).

Adenoviruksen itdmisaika kestaa noin viikon verran ja taudin vakavuus voi vaihdella;
pitkittynyt tila voi jatkua jopa kymmenen vuorokauden ajan (Mattila & Jarvinen 2011).
Kliiniset oireet ovat yleensa lievié ja rajoittuvat itsestddn, mutta adenovirukset kykene-
vat aiheuttamaan myos paikallisia epidemioita (Lion 2014). Osalla infektion saaneis-
ta voi esiintyd kuumetta ja sairaalahoitoa vaativaa pitkakestoista ripulia (Loginov ym.
2016, 648).-Infektion aiheuttamat tautitilat voivat olla myds vakavia, ja ne ovat johta-
neet kuolemantapauksiin jopa immuunipuolustuksen omaavilla henkil@illa (Lion 2014).
Gastroenteriitin liséksi adenovirukset aiheuttavat silman infektioita ja seké tulehduksia

hengitys- ja virtsateissa (La Rosa ym. 2015).

4.6 Astrovirus

Ihmisen astrovirukset (Human Astroviruses) ovat vaipattomia, positiivissdikeisia eli
proteiinisynteesia ohjaavia, yksijuosteisia RNA-viruksia (Vuento 2016, 272; York ym.
2016). Namé virukset I0ydettiin vuonna 1975 elektronimikroskoopin avulla. Viruksen
genomi on kooltaan noin 6.2-7.8 kb:ta. (Bosch, Pintd, & Guix 2014.) Astrovirukset kuu-
luvat Astroviridae -perheeseen, joka jakautuu kahteen sukuun; Mamastroviruksiin, jotka
sairastuttavat nisakkaitd, seka Avastroviruksiin, joiden aiheuttamia infektioita esiintyy

eri lintulajeilla (Cordey ym. 2016).

Metagenomiikka eli jonkin kokonaisen yhteisdn geenien tutkiminen on muuttanut kasi-

tysta astroviruksista huomattavasti. Viruksesta on l0ydetty toisistaan poikkeavia muoto-
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ja, jotka pystyvét infektoimaan erilaisia eldinlajeja, mukaan lukien ihmisid. Ihmisen
astroviruksista on tunnistettu kolme toisistaan eridvdd ryhmaa; klassinen astrovirus
(MAstV 1) sekd uudemmat, ei-klassiset ryhmét HAstV-MLB ja HAstV-VA/HMO
(Hultman & Auvinen 2010, 1278; Bosch ym. 2014). Klassiset astrovirukset on jaettu
niiden antigeenisyyden mukaan kahdeksaan serotyyppiin, joista tyyppi yksi on maail-
manlaajuisesti vallitsevin (Bosch ym. 2014; Yoneda ym. 2016, 4). Astroviruksista eten-
kin Klassisia astroviruksia pidetddn lasten gastroenteriittida aiheuttavina patogeeneina.
Myos ei-klassisten astrovirusten aiheuttamat infektiot liittyvat gastroenteriittiin, mutta
niiden patogeenistd luonnetta ei olla vield tdysin pystytty osoittamaan (Bosch ym.
2014).

Astrovirus leviad yleisimmin kosketustartuntana ihmisten valilla ja on tarttumiskykyi-
nen 1-100 partikkelin maaralla. Tauti oireilee ripulina, pahoinvointina, kuumeena seka
lihaskipuina. (Mattila & Jarvinen 2011.) Tyypillista on lieva vetinen ripuli, joka kestaa
enintdén kolme péivaa (Sidoti ym. 2015, 553). Tama lievempi tautimuoto johtaa har-
voin sairaalahoitoon ja infektiosta voi selvitd myds oireitta (Mattila & Jarvinen 2011).
Astroviruksista aiheutunutta kuolleisuutta on ilmennyt, mutta tapaukset ovat erittdin
harvinaisia (Sidoti ym. 2015, 553). Kuolemantapauksia on esiintynyt lapsipotilailla,
joiden immuunipuolustus on erittéin heikko (Bosch ym. 2014).

4.7 Sapovirus

Ensimmainen havainto sapoviruksesta tehtiin vuonna 1976 Englannissa ulostenaytteista
ja vuotta mydhemmin viruksen alkumuoto tunnistettiin Japanissa Sapporossa gastroen-
teriitin massaesiintymisen yhteydessa (Sidoti ym. 2015, 552). Sapovirukset ovat pienid,
halkaisijaltaan noin 30-38 nm, ja rakenteeltaan ikosahedraalisia. Viruksen pinnalla on
kuppimaisia painaumia, jotka ovat tyypillisia kalikiviruksen morfologiassa. Sapoviruk-
sen RNA-genomi on yksijuosteinen ja kooltaan noin 7.1-7.7kb:t4. Vuoteen 2015 men-
nessa ihmisen sapoviruksia oli luokiteltu viiteen geeniryhméan GI-GV. (Oka, Wang,
Katayama & Saif 2015.)

Sapovirukset aiheuttavat akuuttia gastroenteriittia seké& ihmisilla etta elaimillg; viruksis-
ta johtuvia epidemioita ja satunnaisia tapauksia esiintyy kaikenikaisilla ympari maail-

maa. Sapoviruksien aiheuttamien gastroenteriittien on todettu olevan lievempia kuin
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noroviruksista ja rotaviruksista johtuvien tautitapausten. Sapovirusinfektioista johtuvat
kuolemantapaukset ovat harvinaisia. (Oka ym. 2015; Sidoti ym. 2015, 552.) Suomessa
sapovirusten aiheuttamia lasten maha-suolitulehduksia on noin 10 % tapauksista, ja ne
vaativat sairaalahoitoa vain harvoin (Mattila & Jarvinen 2011). Vakavampia Kliinisia
tiloja esiintyy sairauksille alttiimmilla ryhmilld, kuten keskosilla ja immuunipuutteisilla
potilailla (Sidoti ym. 2015, 552).
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5 VIRUSTEN LABORATORIODIAGNOSTIIKKA

5.1 Tutkimusindikaatiot

Akuuttia gastroenteriittia aiheuttavien virusten tunnistamista laboratoriotutkimusten
avulla ei yleensa koeta aikuisvdeston kohdalla tarpeelliseksi tutkimukseksi, etenk&én
silloin, kun paraneminen tapahtuu itsestddn muutamassa pdivassa. Virusdiagnostiikkaa
hyodynnetdén lahinna silloin, kun kyseessa on esimerkiksi lapsipotilaan pitkittynyt ripu-
li, tutkimuksen tulos tulee vaikuttamaan suoraan potilaan hoitoon, tai kun potilaan gast-
roenteriittia epailldén tartuntavaaralliseksi. Tutkimuksia tehdadn myos tautiepidemioi-
den yhteydessa, tarvittaessa yhdessa elintarvikevalvonnan ja muiden viranomaistahojen
kanssa. (Mattila & Jarvinen 2011.)

Virustutkimuksia ei akuutin gastroenteriitin ollessa kyseessd koskaan tehda yksindan,
vaan yhdessa muiden ulostetutkimusten, kuten bakteeriviljelyiden ja parasiittitutkimuk-
sien kanssa. Tarvittaessa voidaan tehda myds muita tutkimuksia, esimerkiksi ripuliin
liittyvan korkean kuumeen yhteydessd suositellaan veriviljelyn tekemistd. (Mattila &
Jarvinen 2011.) Sairaalaolosuhteissa ulosteen virusdiagnostiikkaa, erityisesti pikadiag-
nostiikkaa, hyddynnetdan hoidon suunnittelun lisaksi silloin, kun arvioidaan potilaan
eristamisen tarpeellisuutta virusperdisen gastroenteriitin leviamisen torjumiseksi (Vinjé
2014).

Useille akuuttia gastroenteriittia aiheuttaville viruksille on tyypillistd niiden erittyminen
ulosteeseen myos oireettomien jaksojen aikana: esimerkiksi norovirusta voidaan o0soit-
taa ulostendytteesta vield viikkojen tai jopa kuukausien kuluttua varsinaisten oireiden
kadottua. Tdma voi vaikeuttaa virustutkimusten tulosten tulkintaa ns. vaarien positiivis-
ten muodossa. (Buss ym. 2015.) Toisaalta, osittain tastd johtuen virusdiagnostiikkaa
voidaan hyodyntdd akuuttien, kdynnissé olevien primaaristen virusinfektioiden tunnis-
tamisen lisaksi latenttien, yha uudelleen alkavien infektioiden tunnistamiseksi. Virus-
diagnostiikkaa kéytetddn myds immuniteettitutkimuksiin, esimerkiksi rotavirusrokot-

teen tehon todentamiseen ja seurantaan. (Lappalainen ym. 2011.)
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5.2 Naytteenotto virustutkimuksissa

Lappalainen, Vainionpé&a ja Hedman (2011) korostavat virustutkimusten yhteydessa
huolellisesti tehtyjen esitietojen tarkeyttd. Heiddn mukaansa muun muassa potilaan oi-
reiden kuvailu, mahdollisten aiempien matkakohteiden listaaminen seka rokotustietojen
kertominen ovat olennainen apu viruslaboratoriolle, jotta se voi kliinikon antamien tie-
tojen pohjalta voi itse valita ndytteelle sopivan tutkimuspaketin (Lappalainen ym.
2011). Tallin laboratorion osuus laboratoriotutkimuksissa alkaa vasta naytteenottovai-
heessa tai silloin kun nayte saapuu laboratorioon, ja varsinaisen tutkimuspyynnon tekee
pyytava yksikkd (Matikainen, Miettinen & Wasstrom 2010, 10,13). Mahdollisten epé-
selvyyksien kohdalla laboratoriolta voidaan kuitenkin kysyd neuvoja tutkimuspyynnon

teon ja tutkimusten valinnan suhteen (Karhuméki ym. 2016, 202).

Akuuttia gastroenteriittia aiheuttavien virusten kohdalla néytteenotto tutkimuksia varten
on hyva ajoittaa mahdollisimman pian oireiden alkamisesta. N&in voidaan varmistaa,
ettei potilaan oma immuunipuolustus ole vield ehtinyt vahentaa infektiivisten virusten
maaréé. (Lappalainen ym. 2011.) Esimerkiksi rotavirusten kohdalla paras ajankohta
naytteenotolle on 3-5 paivan sisalla oireiden ilmestymisestd (Vesikari 2013). Jos tarkoi-
tuksena sen sijaan on latenttien infektioiden diagnosointi, ndytteenotto on parempi ajoit-

taa oireettomalle jaksolle (Lappalainen ym. 2011).

Akuuttia gastroenteriittid aiheuttavien virusten kohdalla paras néyte virusten eristysta
varten on puhtaaseen, kuivaan ja suljettavaan astiaan laitettu ulostendyte (Collier ym.
2011, 319). Néaytteenotto toteutetaan ulostamalla ensin puhtaaseen astiaan, josta tarvit-
tava mééara néytettd siirretddn naytepurkkiin. Siirrostamiseen voidaan kayttaa esimerkik-
si purkin kannessa olevaa lusikkaa, tai, ulosteen ollessa nesteméistd, kaataa ndytetta
suoraan purkkiin. (VSSHP 2016.) Naytepurkki pyritdan tayttdmaan puolilleen tai noin
neljasosaan purkin tilavuudesta (Fimlab Laboratoriot Oy 2013; VSSHP 2016). Tayteen
purkkia ei kuitenkaan tarvitse laittaa (Fimlab Laboratoriot Oy 2013, Huslab 2015 &
VSSHP 2016). Purkkiin Kiinnitetdan tarra, johon merkitdédn ndytteenantajan nimen ja
henkilotunnuksen lisaksi néytteenottoaika (Fimlab Laboratoriot Oy 2013 & VSSHP
2016). Ulostendytteiden mahdollisen tartuntavaaran seké yleisen hygienian vuoksi nay-
tepurkit laitetaan uudelleensuljettaviin muovipusseihin. Ne on myds toimitettava labora-
torioon mahdollisimman pian naytteenoton jalkeen. Mikéli naytteita sailytetdén yon yli,

ne on laitettava jadkaappiin. (Collier ym. 2011, 319.)
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Bakteriologisia tutkimuksia varten ulostetta kerdatd&n usein myos néytteenottotikkuun
pyorittdméalla néytteenottotikkua ulosteessa ja sulkemalla se sen jalkeen tiiviisti geeli-
taytteiseen kuljetusputkeensa (Fimlab Laboratoriot Oy 2013). My6s esimerkiksi norovi-
rusta voidaan tarvittaessa osoittaa tikkunaytteiden avulla (Vinjé 2014). Tikkunaytteita ei
kuitenkaan voida pitdd yhta hyvina virustutkimusten toteutuksen kannalta kuin purkissa
olevaa ulostendytetta (Collier ym. 2011, 319).

5.3 Virusten tunnistamismenetelmat

Virusten tunnistusta varten on olemassa useita eri menetelmid, joista kullakin on omat
vahvuutensa ja heikkoutensa. Menetelmén valintaan vaikuttavat paitsi laboratorion kay-
t0ssé olevat resurssit, myds potilaaseen liittyvat tekijat, kuten millaisia ndytteita poti-
laasta on mahdollista saada, kauanko oireiden alkamisesta on kulunut aikaa ja minka

tyyppinen tauti on kyseessa. (Lappalainen ym. 2011.)

Virusviljely on erittdin herkka tutkimusmenetelmd, jossa potilas- tai tutkimusnaytteesta
perdisin oleva virus istutetaan soluviljelmdan tunnistamista varten. Tutkimus vaatii
naytteenotolta ja kuljetukselta paljon: néaytteen viruspartikkelien on oltava elossa nayt-
teen saapuessa laboratorioon. Kuitenkin jo yksi lisddntymiskykyinen viruspartikkeli
naytteessa riittda tutkimuksen onnistumiseen, mika onkin muuten ty6l4én ja hitaan me-
netelmén vahvuus. Eri viruslajien kyky kasvaa eri solutyypeissa vaihtelee suuresti, joten
naytteitd tutkittaessa solukot valitaan huolellisesti sen perusteella, mitd viruksia néyt-

teissé oletetaan esiintyvan. (Lappalainen ym. 2011.)

Viruksen lisd&dntyminen virusviljelméssé voidaan todeta esimerkiksi valomikroskoopilla
néhtavén, kullekin viruslajille ominaisella tavalla ilmenevén solutuhon perusteella. Lo-
pullinen tunnistus tehd&éan yleenséd immunologisin menetelmin, esimerkiksi neutralisaa-
tiotestillg, jossa viruksen kasvua pyritdan estamaan sille spesifiselld, viruslajikohtaisella
vasta-aineella. (Lappalainen ym. 2011.) Talléin soluviljelmasta eristettyyn, tietyn méé-
ran viruksia sisaltavadan naytteeseen lisatdan tunnetulle virustyypille immunisoitua see-
rumia, minka jalkeen nayte viljelladn uudelle soluviljelmalle. Tatd uutta soluviljelya
seurataan péivittdin, jolloin solujen muutosten perusteella voidaan todentaa, onko kay-

tetty vasta-aine vaikuttanut virusten kasvuun. Mikéli virusten kasvu on estynyt, alkupe-
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réisessa viljelynaytteessa oli kyseisen vasta-aineen osoittamaa virusta. Viljelyssa kasva-
vien virusten tunnistuksessa on mahdollista kayttda immunologisten menetelmien lisak-
si muun muassa PCR:a4, eli polymeraasiketjureaktioon perustuvaa tunnistusta, seka
elektronimikroskopiaa. (Cann 1999, 85, 111.)

Elektronimikroskopiassa virus tunnistetaan sen morfologian ja koon perusteella (Cann
1999, 111; Lappalainen ym. 2011). Menetelma vaatii varsinaisen elektronimikroskoopin
lisaksi my6s muuta erikoislaitteistoa, kuten ultramikrotomin (Lecatsas 2011). Néytteen
valmistelussa mikroskopointia varten tarvitaan lisdksi muun muassa erikoisvarjayksié,
joiden tekemiseen vaaditaan erityisasiantuntemusta (Cann 1999, 113, 118-121 & 123;
Lecatsas 2011). Osittain néistd tekijoistd johtuen elektronimikroskopia on vaistynyt
muiden virusten tunnistusmenetelmien tieltd. Mikroskopoiminen vaatii ndytteelta pal-
jon: naytteen tulee sisaltda vahintdan 10- viruspartikkelia naytemillilitraa kohti, jotta
menetelmd on mahdollinen. Akuuttia gastroenteriittia aiheuttavien virusten kohdalla
tdma vaatimus tayttyy yleensa helposti, minka vuoksi elektronimikroskopiaa onkin ai-
emmin hyddynnetty paljon ripuliepidemioiden selvittamisessa. (Lappalainen ym. 2011.)
Néiden virusten kohdalla on myds mahdollista kayttaa niille spesifista vasta-ainetta, jota
lisdtdan naytteeseen ennen sen valmistelemista mikroskopoitavaksi. Té&lloin vasta-
aineseerumi sakkaa nédytteen samankaltaiset virusrakenteet toisiinsa, mika paitsi helpot-
taa huomattavasti niiden loytamistd mikroskoopin avulla, myés auttaa varmentamaan
niiden tunnistusta. (Collier ym. 2011, 119.)

Immunologiaa voidaan hyddyntdd myos virusdiagnostiikassa osoittamaan virusprote-
iineja potilasnaytteistd. Menetelma perustuu vasta-aineisiin, jotka kiinnittyvat spesifisti
etsittavien virusten proteiinirakenteisiin. Naytemateriaaliin Kiinnittyneet vasta-aineet on
merkitty erilaisilla leima-aineilla, jonka vuoksi ne voidaan havaita vaikkapa fluoresens-
simikroskoopilla tai silmin n&htavélla vérireaktiolla. Erilaisia immunologisia menetel-
mi& on useita, ja laboratoriossa kéytettava menetelmé vaikuttaa muun muassa tutkimus-

aikoihin suuresti. (Lappalainen ym. 2011.)

Muun muassa rotaviruksen ja noroviruksen osoitukseen on olemassa myos pikatesteja
(Mattila & Jarvinen 2011). Naissa testeissé viruksen antigeenin olemassaolo voidaan
suoraan osoittaa potilaan ulosteesta esimerkiksi immunokromatografiaan perustuvalla
menetelmalld. Talldin testikittiin voi kuulua esimerkiksi ulostesuspensioon kastettavia

liuskoja, tai kasetti jonka néytekuoppaan nayte pipetoidaan. Erilaisia kaupallisia testeja
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on saatavilla useita, ja niitd voidaan kayttaa laboratorioiden lisdksi myos vieritestauk-
sessa. Huomattavaa kuitenkin on, etté testit eivat sovi suurille tutkimusméarille. (Lo-
ginov ym. 2016, 650, 652.)
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6 MULTIPLEX-PCR

6.1 PCR-menetelma

Virusten nukleiinihappojen osoitus tapahtuu yleensd polymeraasiketjureaktion, eli
PCR:n avulla, jossa etsittdvan viruksen geenijakso monistuu, mikali sitd ndytteessa on.
Monistamiseen kadytetddn alukkeita, jotka sitoutuvat spesifisti haluttuun nukleiinihappo-
ketjun osaan. (Lappalainen ym. 2011.) Menetelmélla voidaan saada analyysiin tarvitta-
via nukleiinihappojakson kopioita muutamassa tunnissa, ja diagnoosien tekeminen seka
tautien seuranta ovat mahdollisia pienellakin ndyteméaéaralla. (Roche Molecular Diagnos-
tics 2016.) Positiivisissa ndytteissd syntyva monistustuote voidaan todeta esimerkiksi
elektroforeesin avulla tai hybridisaatiomenetelmalla, jolloin tuote tunnistetaan leimattu-
jen koettimien avulla. Nykyaddn yleisimpid ovat kuitenkin reaaliaikaiset PCR-
menetelmat, joissa mahdollisen monistustuotteen syntyminen nahdaén valittomasti, eika

sitd endd PCR-reaktion jélkeen tarvitse erikseen todentaa. (Lappalainen ym. 2011.)

Reaaliaikainen PCR on kvantitatiivinen ja hyvin herkk& menetelmé spesifisten patogee-
nien ominaisuuksien tunnistamiseen. Menetelman toimintaperiaate on samankaltainen
kuin PCR:ssd, mutta siind monistettavien kohteiden visualisointiin kéytetddn fluo-
resoivia koettimia, ja toiminta tapahtuu reaaliajassa. Menetelmasta riippuen voidaan
kayttdd SYBR vihred- tai FRET eli Forster resonanssi energian siirto- pohjaista meto-
dia. SYBR vihred fluoresoi variaineen kerdéntyessa kaksijuosteiseen DNA:han. FRET
on mekanismi, joka kuvaa energian siirtymistd kemoforien tai fluoroforien valilla.
Useimmiten kaytetddn TagMan-koettimia, jotka ovat leimattu luovuttaja-fluoroforilla
sekd vastaanottaja-sammuttajalla, joka pysayttdd fluoroforin toiminnan. (Makarewicz
ym. 2015, 39.)

PCR-menetelmien etuna on niiden suuri herkkyys, mika toisaalta voi my6s aiheuttaa
ongelmia tulosten tulkinnassa; positiivinen tulos ei valttamatta tarkoita kyseisen viruk-
sen aiheuttamaa infektiota, vaan voi johtua esimerkiksi kontaminaatiosta (Ford 2010,
304). Menetelméa, erityisesti sen uudempaa multiplex-PCR —sovellusta kdytetddn yha
laajemmalla alueella sekd terveydenhuollossa ettd tutkimustarkoituksiin (Lappalainen
ym. 2011). Multiplex-PCR on arvokas véline monissa biologisissa ja laéketieteellisissa

tutkimuksissa, sill& sen avulla voidaan samasta naytteestd monistaa yhtdaikaisesti useita
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tutkittavia geenijaksoja. Monistaminen tapahtuu kayttdmalla useita eri alukkeita samas-
sa reaktioputkessa. Menetelmd on monitahoinen, ja se taytyy suunnitella ja optimoida
huolellisesti kestévien ja tarkoituksenmukaisten tuloksien saavuttamiseksi. (Sint, Raso
& Traugott 2012.)

6.2 Toimintaperiaate

Polymeraasiketjureaktio eli PCR on nukleiinihappojen monistamiseen kehitetty mene-
telmd, joka perustuu tietyn nukleiinihappoketjun jakson kohdentamiseen spesifisillg,
hyvin tunnetuilla synteettisilla alukkeilla (Suominen, Parssinen, Haajanen & Pelkonen
2013, 154; Lehmann & Schmitz 2015, 55). Alukkeet ovat yksijuosteisia ja lyhyita, pi-
tuudeltaan noin 15-40 nukleotidia, ja ne rajaavat esimerkiksi monistettavan nukleiini-
happoketjujakson kiinnittyméall& sen vastakkaisiin pdihin. Monistettavat jaksot sijaitse-
vat siis jo nukleotidijérjestykseltddn tunnettujen jaksojen vélissd. (Suominen ym. 2013,
153-154.)

Ennen esimerkiksi kohde-DNA:n kasittelyd ja PCR-monistusta se tdytyy eristaa tai
muuten poistaa reaktioita hairitsevat epapuhtaudet. Nykyisin nukleiinihappojen puhdis-
tukseen kaytetdan silikamenetelmid, jotka perustuvat niiden sitoutumiseen silikaan.
Naissd menetelmissd esimerkiksi DNA sitoutuu silikaan korkeassa ionivahvuudessa,
jossa on myo0s kaotrooppia, eli biomolekyylejé denaturoivaa yhdistetta. Silikamenetel-
mistd hyva esimerkki on spin-kolonni, jossa nukleiinihappoketjua voidaan puhdistaa
kayttamalla pienia pylvaita, joihin silikamatriksi on sidottu. Talldin varsinainen puhdis-
tus suoritetaan joko mikrosentrifuugia kayttéden tai vakuumi-imulaitteilla. Naytteena voi
toimia myos esimerkiksi matalan sulamislampdétilan eli LGT-agaroosigeeliltd leikattu,
kaotroopin l&sné ollessa liuotettu pala nukleiinihappoketjua, joka sentrifugointia hyo-
dyntden saadaan l&pi pylvaéan pohjaan kiinnitetysta silikakalvosta. Talloin DNA sitoutuu
silikaan, minka jélkeen naytteelle suoritetaan pesu lisaédmalla puskuroitua 80% etanolia
ja sentrifugoimalla pylvas. Pylvéaéseen lisatddn laimeaa puskuria, joka sentrifugoidaan
kalvon 1api puhtaaseen vastaanottoputkeen. (Suominen ym. 2013, 103,106-107; Choi
ym. 2014.)

Tarjolla on useita erilaisia automatisoituja, nukleiinihappojen eristykseen tarkoitettuja

menetelmid. Menetelmét on suunniteltu DNA:n ja RNA:n késittelyyn siten, ettd ne pois-



27

tavat epapuhtauksia ja soveltuvat erilaisille ndytetyypeille. (Thatcher 2014.) Thatcherin
(2014) mukaan automatisoidut menetelmét ovat yleensé yhté tehokkaita kuin manuaali-
set menetelmét: useissa julkaistuissa vertailututkimuksissa on todettu, ettd menetelmien
valilla ei ole havaittavissa suuria eroja. Automatisoitua jarjestelmaa hankittaessa tulee
ottaa huomioon muun muassa se, mité naytteita ja kuinka paljon niité voidaan siséllyttaa
yhteen ajokertaan, naytteiden ajoon kuluva aika sek& keinot, joilla ristikontaminaatiota
voidaan estda (Thatcher 2014).

PCR:ssa toiminnan perustana ovat termostabiilit, eli korkeita lampdtiloja kestavat
DNA-polymeraasit, joita on eristetty muun muassa kuumissa l&hteissa eldvista baktee-
reista. Ndistd k&ytetyin on Thermus aquaticus- bakteerista eristetty Tag-polymeraasi,
joka on kuitenkin virhealtis. Vaihtoehtona on myds vdéhemman virheita tekevia polyme-
raaseja, kuten esimerkiksi Pfu- ja DynaZyme-polymeraasit. PCR-menetelmassa kéyte-
taan hyvin usein lampatilakontrolloituja, pienid mikrosentrifuugiputkia tai kuoppalevy-
ja, jotka ovat kooltaan usein esimerkiksi 384-kuoppaisia. (Suominen ym. 2013, 153.)
PCR-laite (thermal cycler) lammittééa ja viilentaa reaktioputkia, jotta lampdtila saataisiin
jokaisessa PCR-syklin vaiheessa vaaditulle tasolle. Ohutseindiset reaktioputket sallivat
maksimaalisen lammdonjohtokyvyn ja lammitetyt kannet estédvat nesteiden tiivistymisen
putkien yldosaan, mika voisi muuten aiheuttaa konsentraation muutoksia. (Lehmann &
Schmitz 2015, 57.)

Kaksisdikeinen DNA denaturoidaan eli muutetaan korkeassa, noin 95 celsiusas-
teen lampokasittelyssa yksisdikeiseksi, juosteiden erotessa toisistaan lammon vaikutuk-
sesta. Taman jalkeen lampotila lasketaan noin 50-60 °C: een annealing-reaktiota varten,
jolloin alukkeet sitoutuvat komplementaarisesti DNA:han eli PCR:ssa toimivaan temp-
laattiin. La&mpatilan lasku on niin lyhyt, ettd varsinainen templaatti ei ehdi renaturoitua
eli sitoutua takaisin kaksijuosteiseksi, mutta pienikokoiset ja kokonsa vuoksi nopeam-
min liikkuvat alukkeet ehtivat kiinnittymaan niille komplementaarisille alueille. An-
nealing-reaktion pééatteeksi lampotilaa nostetaan reaktioseoksessa olevan DNA-
polymeraasin optimilampoétilan mukaisesti 72 °C:een, jonka seurauksena DNA-
polymeraasi aloittaa uusien, DNA-ketjuille komplementaaristen, juosteiden valmistuk-
sen. DNA-polymeraasientsyymi kiinnittyy alukkeen 3’-paahan ja alkaa liittd4 siihen
vapaita nukleotideja templaatin mallin mukaisesti. (Suominen ym. 2013, 154; Horelli-
Kuitunen & Orpana 2016, 117,451.)
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DNA-polymeraasin toimintaa kutsutaan usein myds templaatin pidennysreaktioksi, jon-
ka aikana templaatin kumpaankin juosteeseen syntyy vastinjuoste alukkeista lahtien.
Juosteiden synteesi valmistuu muutamassa minuutissa, ja sen jalkeen lampdétila noste-
taan jalleen 95 asteeseen. Kaikki nauhat irtoavat toisistaan tassd lampotilassa, minka
jalkeen denaturointi-annealing-pidennys -reaktiosarjaa, eli sykli, toistetaan haluttu

maaré. (Suominen ym. 2013, 154.)

Ensimmaisessd syklissa alkuperdisesta DNA-segmentista saadaan yksi kopio. Uuden
syklin alkaessa seka alkuperdinen DNA-nauha seka edellisessa syklissé muodostunut
kopio tuottavat uudet kopiot. PCR-menetelmassa on yleensé noin 30-40 syklid. (Roche
Molecular Diagnostics 2016.) Kun sykleja toistetaan tarpeeksi monta kertaa, hyvin pie-
nestakin méaéarasta templaatti-DNA:ta voidaan saada monistettua suuriakin maaria pituu-

deltaan tarkalleen mééritettyja DNA- jaksoja (Suominen ym. 2010, 154).

RT-PCR-menetelméssa kéytetddn koettimia, joiden toinen pad on leimat-
tu fluoresoivalla variaineella eli fluoroforilla ja toinen sammuttajalla, jonka tarkoitus on
estaa fluoroforin fluoresointireaktio silloin, kun koetin ei ole kiinnittyneena sille komp-
lementaariseen nukleiinihappoketju-juosteeseen. Méaritettdvan kohteen, eli opinnéyte-
tyémme tapauksessa viruksen, l&dsna ollessa koettimet hybridisoituvat, eli Kiinnittyvat
alukkeiden rajaamaan nukleiinihappoketju- jaksoon. Fluorofori séteilee fluoresoivaa
signaalia, joka havaitaan RT-PCRn optisella yksikdlla. (R-Biopharm 2014.) Mikali re-
aktiossa on mukana spesifisid virusjaksoja, niiden lasn&olo ilmenee fluoresenssin kas-
vuna, joka ilmoitetaan Ct-arvona eli syklin kynnysarvona (Fast-Track Diagnostics
2015).

Multiplex-PCR eroaa tavallisesta PCR:sté siten, etté reaktioseokseen siséllytetadn useita
alukesarjoja. Tdman ansiosta kohdenukleiinihapposekvensseja voidaan havaita useista
viruksista, jotka voivat aiheuttaa samoja kliinisia oireita. (Collier ym. 2011, 320.) Mul-
tiplex-PCR:ssé kaytetyt alukkeet tulee olla tarkoin suunniteltuja (Lappalainen 2013).
Alukkeiden toiminta riippuu paljon esimerkiksi siitd, kuinka ne vaikuttavat toisiinsa ja
mika niiden sulamislampdtila on (Sint ym. 2012). Mita suurempi samassa reaktiossa
kaytettavien alukkeiden maara on, sitd todenndkdisemmin reaktion aikana tulee tapah-
tumaan epaspesifistda monistumista. Alukeparien toimivuutta, herkkyytta ja spesifisyytta
tulisi testata sekd yhdessa ettd erikseen. (Lappalainen 2013.) Reaktio-olosuhteiden ja

potilasnéytteiden kasittelyn tulee olla jokaiselle ndytelaadulle erikseen optimoitua, jotta
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epéaspesifisyyksilta valtyttéisiin (Elnifro, Ashshi, Cooper & Klapper, 2000; Lappalainen
2013).

6.3 Kaytto laboratoriodiagnostiikassa

Mahasuolikanavan infektioiden osin laboratoriodiagnostiikka on tukeutunut tavallisem-
pien tekniikoiden, kuten mikroskopian, virusviljelyn, antigeeninosoituksen seké reaali-
aikaisen PCR:n, yhdistelmaan. Menetelmat on todettu suorituskyvyltdan toimiviksi,
mutta ovat tyolaita ja aikaa vievid. (Binnicker 2015.) Hiljattain markkinoille tulleilla
multiplex-molekyylipaneeleilla voidaan mahdollisesti nopeuttaa laboratoriotydskente-
lya, edistda diagnostista tarkkuutta seké tehostaa sairaalan resurssien kayttoa (Goldberg
ym. 2014). Naitd multiplex-molekyylimenetelmié on kehitetty infektiosairauksien méaéa-
rittdmiseen ja patogeenien identifiointiin (Binnicker 2015). Menetelmén kéayttoalueita
virusdiagnostiikassa ovat gastroenteriittien lisédksi esimerkiksi keskushermostoinfektioi-
den, matkailijoiden kuumetautien ja verenvuotokuumeiden diagnostiikka, respiratoris-
ten infektioiden diagnostiikka ja monitorointi sekd verenluovuttajien ja verituotteiden

seulonta (Lappalainen 2013).

Multiplex-paneelien mainittavia ominaisuuksia ovat muun muassa vaadittavan nayte-
maaran vahentyminen verrattuna aikaisempiin maarityksiin, tunnistuspaneelien laaja
madritysalue patogeenien suhteen sek& tehostunut kyky havaita samanaikaisesti useita
eri taudinaiheuttajia. (Binnicker 2015). Jotkut laboratoriot ovat kehittdneet omia multi-
plex-PCR -menetelmié tiettyjen lajien tai geenivarianttien maaritykseen. Maaritys voi-
daan suorittaa analysoimalla amplikonin eli PCR -monistustuotteen pituutta aga-
roosigeelilla. Saatavilla on myods kaupallisia tutkimuskitteja, jotka siséltavat kaikki maa-
ritykseen tarvittavat komponentit, mukaan lukien tiettyjen geenien osoittamiseen kaytet-
tavat alukkeet. (Brown & Brown 2011, 288; Makarewicz ym. 2015, 40.)

Multiplex-menetelmi& voidaan kayttaa rutiinidiagnostiikassa sek& akuuttien etté latent-
tien infektioiden diagnosoimiseen (Lappalainen ym. 2011). Maha-suolikanavan infekti-
oiden tunnistuksessa kaytettavat multiplex-menetelmét kohdentuvat nukleiinihappoihin
ja eivat siten pysty erottamaan elinkykyisié, jakautuvia taudinaiheuttajia lisdantymisky-
vyttomista patogeeneista. Tama voi olla tarked tekija mahasuoli-kanavan infektioiden

diagnosoimisessa, silld tunnistuspaneeleissa esiintyvien patogeenien, kuten esimerkiksi
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adeno-, astro-, noro- ja rotavirusten on todettu erittyvan ulostendytteisiin vield pitkaan

sairastamisen jalkeen. (Binnicker 2015.)



31

7 VERTAILTAVIEN TUNNISTUSMENETELMIEN EROT JA YHTALAI-
SYYDET

7.1 Menetelmien kayttétarkoitus

Vertailemamme tunnistuskitit ovat R-Biopharmin RIDA®GENE Viral Stool Panel 1,
Fast-Track Diagnosticsin FTD Viral gastroenteritis ja Seegenen Allplex™ Gastrointes-
tinal infection Full Panel. Kaikki tunnistuskitit on tarkoitettu akuuttia gastroenteriittia
aiheuttavien virusten tunnistamiseen. Tutkimuskitit ovat myods kaikki multiplex-PCR -

menetelmaan perustuvia, eli ne tunnistavat useita viruksia yhden tutkimuksen avulla.

Seegenen Allplex™ Gastrointestinal Full Panel - menetelmén avulla voidaan 16ytéa ja
tunnistaa samalla kertaa 25 erilaista mahasuolikanavan patogeenia. Patogeenien tunnis-
tus on jaettu neljaén eri paneeliin, joista paneelia | kdytetd&n virusten, norovirusten Gl
ja GllI, rota-, adeno-, astro- seké sapoviruksen tunnistukseen. (Seegene Inc. n.d.a.) Ky-
seiset virukset kuuluvat myos Fast-Track Diagnosticsin FTD Viral gastroenteritis — me-
netelman tutkimuksiin (Fast-Track Diagnostics 2015). Biopharmin RIDA®GENE Viral
Stool Panel I: sen erona muihin valmistajiin on se, etta sen tunnistuskitti ei sisalla aluk-
keita sapovirusten maarittdmiseen (R-Biopharm 2014). Valmistajien viruskohtaista tun-

nistuskittitarjontaa havainnollistetaan taulukossa 1.

TAULUKKO 1. Eri tunnistuskiteilla tunnistettavat virukset

RIDA®GENE | Seegene | Fast-Track

Norovirus | x X X
Rotavirus | x X X
Astrovirus | x X X
Adenovirus | X X X

Sapovirus | - X X
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7.2 Menetelmien toimintaperiaate

Valmistajien menetelmat ovat reaaliaikaisia multiplex RT-PCR-menetelmi&. Kuviossa 1
on esitettyna RIDA®GENE Viral Stool Panel I:n onnistunut rotaviruskontrollin ajo.
Néyteajossa nayte arvioidaan positiiviseksi, jos se yksin tai yhdessa sisdisen kontrollin

kanssa muodostaa samanlaisen nousevan kéyran. (R-Biopharm 2014.)
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KUVIO 1. Rotaviruksen onnistunut positiivisen ja negatiivisen kontrollin ajo (R-
Biopharm 2014, muokattu)

Seegenen Allplex™ Gastrointestinal Full Panel Assay on reaaliaikainen yksivaiheinen
multiplex RT-PCR-menetelmé, joka perustuu Seegenen patentoituun MuDT™ (Multi-
ple Detection Temperatures) -teknologiaan, ja jossa hyédynnetddn neljaa, osittain samo-
ja arvoja mittaavaa detektiokanavaa. MuDT™-teknologialla voidaan samanaikaisesti
havaita ja erottaa useita maaritettavia taudinaiheuttajia. Mikali infektion aiheuttajana on
yksi tietty patogeeni, MuDT™-teknologia, kuten moni muukin teknologia, tuottaa télle
patogeenille Ct-arvon kéyttden yhtd fluoresoivaa kanavaa. Erona MuDT™-
teknologiassa on se, ettd usean eri patogeenin omaavan naytteen tapauksessa menetel-
méll4 voidaan tuottaa Ct-arvo kullekin patogeenille samanaikaisesti kayttden edelleen
yht& samaa fluoresoivaa kanavaa, siind missa toisenlainen teknologia nayttaisi vain yh-

den, vallitsevan Ct-arvon. (Seegene Inc. n.d.a, n.d.b.)
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7.3 Tunnistuskittien reagenssit ja naytteiden kasittely

Tunnistuskitit ovat valmiita paketteja, joihin on jo valmistusvaiheessa lisatty kaikki tut-
kimuksessa tarvittavat reagenssit; kukin valmistaja kdyttda omia, patenttisuojattuja ver-
sioitaan. Analysointivaiheeseen tunnistuskitin lisdksi tarvitaan vain tutkittavaa materiaa-
lia, eli tdssa tapauksessa ihmisten ulostendytettd. Ennen PCR-ajon suorittamista néyt-
teen DNA taytyy kuitenkin eristdd, jotta PCR-monistusreaktio mahdollistuisi.

FTD Viral gastroenteritis — menetelman FTD-3-32 kitissé on aluke-koetin-seos norovi-
ruksille (G1 ja G2 seka sisainen kontrolli), yhteinen seos adeno-, astro-, ja rotaviruksille
seké& oma seos sapovirukselle. Nama aluke-koetin seokset ovat kooltaan 48 pl. Tunnis-
tuskitissé on 150 pl:n positiivinen kontrolli sapovirukselle sekd 300 pl:n suuruinen posi-
tiivinen kontrolli muille kitin viruksille. Muita tunnistuskittiin sisaltyvia reagensseja
ovat 2000 pl:n negatiivinen kontrolli, 64 pl:n sisdinen kontrolli, 96 ul:n entsyymiseos
sek& 1200 pl:n puskuriliuoksen. FTD-3-32 kitin reagenssit riittavat enintdan 30 eri nayt-
teen madritykseen yhdessa positiivisen ja negatiivisen kontrollin kanssa. Vastaavasti
FTD-3-64 kitilla voidaan maarittda enintaan 62 erillista naytetta kaytettdessa seka posi-
tilvista ettd negatiivista kontrollia. (Fast-Track Diagnostics 2015.) FTD-3-64 Kittiin
sisdltyvét reagenssimaarat ovat kaksinkertaiset FTD-3-32 kitin sisaltoon néhden.

RIDA®GENE Viral Stool Panel | -kitti sisaltdd kaksi 700 pl: n reaktioseosta, yhden

770 pl:n aluke-koetin-seoksen, 80 ul:n entsyymiseoksen, kaksi 1800 pl:n sisdistda RNA-
kontrollia, yhden 500 pl:n PCR-veden seka 100 pl:n positiivisen kontrollin. Tunnistus-
kitin reagenssiampullien korkit ovat vérikooditettuja. Yhden paketin reagenssit riittavét

sataan méaritykseen. (R-Biopharm 2014.)

Kunkin valmistajan reagenssit tulee séilyttdd valolta suojattuina -20°C pakkasessa ja
kayttaa niiden erépdivddn mennessg, silla valmistaja ei takaa niiden laatua enad vanhen-
tumisen jalkeen. Reagenssit sulatetaan ennen niiden kayttdd ja ne tulee laittaa takaisin
pakkaseen heti kayton jalkeen. Fast-Track Diagnostics (2015) suosittelee valttamaan yli
yhdekséa sulatus- ja pakastuskertaa, silla reagenssien altistuminen toistuville lampoti-
lanvaihteluille-voi vahentdd menetelmén herkkyytta. R-Biopharmin (2014) mukaan jaa-
dytys-sulatusprosessin voi tehda viidesti ilman, ettd se vaikuttaa menetelman suoritus-
kykyyn. Molemmat valmistajat kehottavat jakamaan reagenssit ensimmaisen sulatusker-

ran jalkeen pienempiin alieriin (R-Biopharm 2014; Fast-Track Diagnostics 2015).
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Ulostendyte suspensoidaan puskuriliuokseen kunkin valmistajan ohjeiden mukaisesti.
RIDA®GENE Viral Stool Panel I -kitin tydohjeen mukaan ulostenayte olisi hyva lai-
mentaa suhteessa 1:10 ennen eristysprosessia. Suspensio vorteksoidaan hyvin ja suosi-
tellaan sentrifugoitavaksi kierrosnopeudella 12000 rpm minuutin ajan. Kitin sisdista
RNA-kontrollia (ICR) voidaan kayttaa joko ainoastaan PCR-inhibitiokontrollina tai sen
lisdksi myos eristyskontrollina néytteen valmistelussa. Mikéli ICR on kaytdssa vain
inhibitiokontrollina, sité lisatddn mastermixiin 1 ul. Kun kontrollia kaytetddn molempiin
aiemmin mainittuihin tarkoituksiin, sen mééra on 20 pl, joka lisatdan eristysvaiheessa.
ICR:n lisdystd ei tule tehdd koskaan suoraan ndytteeseen, vaan se lisatdan nayte-

puskuriseokseen. (R-Biopharm 2014.)

FTD Viral gastroenteritis —menetelméassé ulostesuspensiota suositellaan sentrifugoita-
vaksi 14000 rpm kierrosnopeudella viiden minuutin ajan. Suspension supernatantti ja
puskuri sekoitetaan suhteessa 1:5. Valmistaja kehottaa eristdmadn 40 ul supernatanttia
ja 160 pl puskuria, ja eluoimaan sen 55 mikrolitraan. Eristyskontrollina k&yt6ssa on

BMV (brome mosaic virus) eli kattaran mosaiikkivirus. (Fast-Track Diagnostics 2015.)

7.4 Yhteensopivat laitteistot

Seegene (n.d.) on maininnut yhteensopivaksi laitteistoksi vain BIO-RADin CFX 96TM
reaaliaikaisen PCR-jdrjestelmén, joka soveltuu kaytettdvaksi myds FTD Viral gast-
roennteritis — menetelmén kanssa. Muita Fast-Track Diagnosticsin (2015) mainitsemia
RT-PCR-laitteistoja ovat Thermo Fisher Scientificin  Applied Biosystems®
7500/7500Fast, Rochen Light-Cycler®480 ja Qiagenen Rotor-Gene 3000, 6000, Q seka
Cepheidin SmartCycler® yhdessa Life Science software 2.0d:n kanssa. R-Biopharm
(2014) listaa RIDA®GENE Viral Stool Panel | - tydohjeessaan yhteensopiviksi PCR-
instrumenteikseen Rochen LightCycler® 48011- ja Stratagenen Mx3005P-laitteistot.
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8 MENETELMAVERTAILUN TOTEUTUS

8.1 Lahtokohdat

Toteutimme opinndytetyon koestusvaiheen 05.-09.10.2015, jolloin kaytimme yhden
paivén tiloihin tutustumiseen sek& naytteiden esikéasittelyyn, minké jalkeen kaytimme
seuraavat kolme péivaa varsinaiseen koestukseen. Fimlab Laboratoriot Oy oli koestusta
varten kerdnnyt yhteensd 96 eri potilasndytettd omalta toimialueeltaan sekd Seindjoen
mikrobiologian yksikén potilasndytteistd. Koska ndytteet olivat aitoja potilasnéytteita,
ne oli analysoitu ja vastattu ennen opinndytetydémme koestusvaihetta. Naytteiden jou-
kossa oli seké positiivisia ettd negatiivisia naytteiden edustavuuden varmistamiseksi.
Alun perin kaytettavaksi nayteméaaraksi suunniteltiin noin 150 ulostendytettd, mutta

madrad pienennettiin teknisisté syista.

8.2 Naytteiden esikasittely

Opinnaytetydémme koestusvaihe alkoi naytteiden uudelleenidentifioinnilla, jolloin kor-
vasimme aiemmin kaytssa olleet tutkimusnumerot juoksevalla numeroinnilla. Kéaytan-
ndssa tdma toteutettiin lilmaamalla nayteputkien, seka niitd vastaavien eristysputkien,
kylkiin uudet tarralaput, seka kirjaamalla erilliseen taulukkoon yl6s kutakin numeroa
vastaava aiempi tutkimusnumero. Varsinaiset henkilGtiedot jaivat siis vain opinnayte-

tyémme toimeksiantajan, sairaalamikrobiologi Jari Hirvosen, tietoon.

Identifioinnin jalkeen toteutimme néytteiden siirrostuksen eristysputkiin, jotka sisélsivat
2 ml TE-puskuria, eli tris-EDTA:ta. Suoritimme siirrostuksen vetokaapissa, ja kaytim-
me siind sekd nukkatikkuja, ettd myohemmin pumpulitikkuja ndytetikkujen loputtua
kesken. Saamamme ohjeen mukaan kerdsimme siirrostustikkuun joko pienen nokareen
naytettd tai kastoimme puolet tikusta nestemaiseen néytteeseen, minka jalkeen sekoi-
timme siirrostustikkua voimakkaasti TE-puskurissa (kuva 1). Tavoitteena oli, etta eris-
tysputkessa oleva puskuriliuos vaihtaisi varia, mutta etta siihen ei jaisi kiinteita paloja
tai hitusia, jotka mydhemmin hairitsisivat eristyksen suorittavan automaatin toimintaa.
Johtuen ndytemé&éran suuruudesta jaoimme siirrostuksen tasan opinnéytetyon tekijoiden

kesken: kukin siirrosti noin 32 ndytetta.
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KUVA 1. Ulostenaytteiden siirrostus eristysputkiin (Kuva: Hanna Saari 2015)

8.3 Nukleiinihapon eristys

Toteutimme nukleiinihappojen eristdmisen naytteista Abbott m2000 sp —automaatilla,
jotta inhimillisten virheiden mahdollisuus saataisiin minimoitua, ja jotta tuloksena olisi
mahdollisimman tasalaatuista materiaalia multiplex-PCR -menetelmien vertailuun. Eris-
tyksessa kéaytimme totaalinukleiinihappoeristyskittia. Eristysautomaattia varten irro-
timme eristysputkista korkit ja tarkistimme, ettd putkien naytemateriaali oli mahdolli-
simman homogeenista. Tarvittaessa poistimme mahdolliset kokkareet ja hituset kerta-
kayttopipetilla varmistaaksemme, etteivat ne paasisi tukkimaan automaatin pipetointi-

jarjestelmia.

8.4 Naytereagenssit

Suurin osa reagenssien pipetoinnista tapahtui puhdastilassa, jonka kaytolla pyritdédn mi-
nimoimaan vieraan DNA:n tai RNA:n sekd niitd hajottavien entsyymien paatyminen
tutkimusreagensseihin. Fimlab Laboratoriot Oy:lla puhdastilan erottaa muusta tydsken-
telyalueesta valitila, jossa pukeudutaan suojatakkiin, kertakéyttohansikkaisiin sek& yh-

teiskaytossa oleviin kenkiin ennen varsinaiseen puhdastilaan siirtymista (kuva 2). Puh-
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dastilassa olevia valineité ei saanut tuoda tilasta ulos, eiké sinne mydské&éan saanut tuoda
nukleiinihappoja tai niitd hajottavia entsyymeitd. TyGskenneltéessa pyritdan litkkumaan

rauhallisesti ja valttdm&an avoimien reagenssiputkien ylitse kurottelua.

,.

KUVA 2. Puhdastilatydskentelya (Kuva: Siru Koskinen 2015; Hanna Saari 2016)

Opinnaytetyossamme vertailtavien kittien reagensseja sailytettiin pakastimessa, minne
ne myos pipetointien jalkeen palautettiin myohempéé kayttod varten. Jokaisen Kitin
mastermixit pipetoitiin tehdaspuhtaisiin 2,5 ml:n Eppendorf-putkiin. Reagenssien kayt-
tomaarat laskettiin kittien tydohjeissa annettujen kaavojen mukaan. Vaikka tutustuim-
mekin tydohjeisiin ja laskimme mastermixiin tarvittavat reagenssimadrat yhdessa, paa-
dyimme jakamaan varsinaisen pipetointivaiheen niin, ettd kukin opinndytetyon tekija

pipetoi yhtend péivana mastermixit ja keskittyi muina paivind toisiin tyévaiheisiin.

RIDA®GENE Viral Stool Panel 1: sen mastermix-maaran laskimme ensin annetun tyo-
ohjeen mukaan niin, ettd mukana oli 10% ylimé&é&rdista mahdollisten pipetointivirheiden
varalta. Koska liuosta laskettiin ndin tulevan yhteensd 2170 pl, pdddyimme jakamaan
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mastermixin varmuuden vuoksi kahteen Eppendorfiin, mika kaytdnndssé tarkoitti alku-

perdisten laskettujen mastermix-méarien jakamista kahdella.

Fast-Track FTD Viral gastroenteritis —paneelissa saimme laskettua mastermixin liuos-
maaréat kertomalla 96:lla kirjallisessa ohjeessa kerrotut liuosmaarat yhté reaktiota varten.
Koska mastermixia oli yhteensa 1440 pl, johon myohemmin liséttiin vield sisdinen
kontrolli, totesimme yhden Eppendorf-putken riittdvén. Menetelmassa tehdaén yhteensé
kolme PCR-ajoa, joista yhdessd on noroviruksen G1 ja G2 —kannat tunnistavia, toisessa
astro-, rota- ja adenoviruksille tarkoitettuja ja viimeisessé sapoviruksen kanssa yhteen-
sopivia alukkeita. Kolmesta PCR-ajosta johtuen menetelmd tarvitsee yhteensd kolme
mastermixid, joten ajoitimme seuraavan mastermixin pipetoinnin aina edellisen ajon
yhteyteen vilttydksemme valmiiden mastermixien huoneenlamma@sséa seisottamiselta.

Samasta syysté sailytimme reagenssiliuokset pipetointien vélilla jadkaapissa.

Seegene Allplex™ GI-Virus Assay —menetelmdsséd mastermixin liuosmaarat saatiin
my0s suoraan kertomalla yhteen reaktioon tarvittava méaara 96:1la. Lopulliseksi maarak-

si saimme 1920 ul mastermixid, jonka totesimme mahtuvan yhteen Eppendorfiin.

8.5 Naytteiden pipetoinnit sekd PCR-ajo

Kaikissa menetelmissa mastermixiin lisattiin muiden reagenssien lisaksi myds sisainen
kontrolli, jotta valtyttaisiin sen lisddmiseltd ndytteiden pipetointivaiheessa jokaiselle
naytekuopalle erikseen. Toteutimmekin tdmén vaiheen ennen varsinaisten naytteiden
pipetointia samassa vetokaapissa, kuin missd pipetoimme néaytteet. Tasapuolisuuden

vuoksi kukin opinndytetydn tekijoista suoritti yhden koestuskitin pipetoinnit (kuva 3).

Jokaisella menetelmélld kaytettiin myo6s positiivista ja negatiivista kontrollia. Naista
positiivinen kontrolli oli kunkin menetelman oma, mukana tuleva reagenssi, ja negatii-
vinen kontrolli toteutettiin pipetoimalla ndytekuoppaan tislattua vettd. Paadyimme lait-
tamaan jokaiselle kuoppalevylle positiivisen kontrollin kuoppaan G12 ja negatiivisen
kuoppaan H12.
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2016)

Koska kéytimme koestuksessamme 96-kuoppalevyjd, paadyimme kontrollien liséksi
ajamaan jokaisella menetelmalla 94 naytettd. Naytteitd 95 ja 96 ei siis ajettu ollenkaan,
eivatka ne osallistuneet tutkimukseen. My6s ndmé ndytteet ovat kuitenkin sdilytyksessa
yhdessa tutkimuksessa kayttdmiemme naytteiden kanssa -70 °C pakastimessa. Naytteis-

td on sailytetty sekd primaarindytteet etté niista tehdyt eristysputket.

Ennen PCR-ajoa ndytekuoppalevyt sentrifugoitiin. Kdytimme Fimlab Laboratoriot Oy:n
tahan tarkoitukseen kayttamaa Eppendorf Centrifuge 5430 —laitetta, johon on ohjelmoi-
tu PCR-ajoja varten oma ohjelmansa. Teimme myos kaikki PCR-ajot yhdell& laitteella.
Kéytossamme oli Fimlab Laboratoriot Oy:n CFX96 Real-Time System —PCR-laite.
Menetelmasta riippuen PCR-ohjelmat olivat joko valmiiksi ohjelmoituina laitteeseen tai

ne ohjelmoitiin siihen erikseen sairaalamikrobiologi Jari Hirvosen toimesta.



40

9 MENETELMAVERTAILUN TULOKSET

9.1 Menetelmien kayton vertailu

Kuten taulukossa 2 listataan, RIDA®GENE ja Fast-Track FTD Viral gastroenteritis
eivét kédyttoohjeissaan ota kantaa eristysvaiheeseen, mutta Seegene Allplex™ GI-Virus
Assay —menetelma sisaltdd omat eristysohjeensa. Tasapuolisuuden vuoksi paadyimme
kuitenkin kayttaméan kaikille menetelmille samaa naytemateriaalia, jonka eristamiseen
kaytimme automaattia. Eristysautomaattia kdyttamalla minimoimme koestuksen tulok-
siin vaikuttavien muuttujien, kuten esimerkiksi inhimillisesta virheesté johtuvan vaihte-
lun, maaran. Paadyimme eristysautomaatin kayttoén myos sen vuoksi, ettd sen kaytto

on Fimlab Laboratoriot Oy:ssé vakiintunut kaytanto.

Reagenssien pipetointivaiheessa RIDA®GENE Viral Stool Panel 1 erottui edukseen
silla, ettd reagenssiliuosten korkeissa oli selked merkinta niiden sisallosta. Myds rea-
genssipurkkien kyljessa oli maininta, kuinka paljon niiden sisalla on reagenssia. Koim-
me taman helpottavan pipetointia ja toimivan hyvénéd varmistuskeinona, ettemme va-
hingossa péatyisi sekoittamaan reagenssiliuosten korkkeja — ja siten my0s reagensseja —
keskenaan. Esimerkiksi Fast-Track FTD Viral gastroenteritis —menetelmén reagenssi-
purkeista puuttuivat tallaiset véarikooditetut korkit, ja purkin sisalloén joutui tarkistamaan

purkinkylkien pieni& teksteja lukemalla.

Toisin kuin RIDA®GENE:n menetelméssd, muiden vertailemiemme testikittien tydoh-
jeiden ilmoittamiin mastermix-liuosmaariin oli laskettu jo valmistajan toimesta pipe-
tointivarat, emmeké siis joutuneet niitd erikseen laskemaan, mik& nopeutti laskutoimi-
tusten tekoa. Toisaalta, koska tydohjeiden pohjalta ei voi péatelld, kuinka suuret pipe-
tointivarat ohjeisiin on laitettu, pipetointivaraa ei voi itsendisesti saatda suuremmaksi tai

pienemmaksi.

Taulukossa 2 olemme listanneet eri menetelmien vaatimia mastermix-liuosmaaria. Kay-
tdnndssa koimme hankalaksi RIDA®GENE Viral Stool Panel 1 — menetelmé&n master-
mix-liuosmaarén, joka ohjeen mukaisesti kerrottuina ei mahtunut yhteen 2,5 ml:n Ep-
pendorf-putkeen. Mastermixin jakaminen kahteen putkeen aiheutti ongelmia erityisesti

96-kuoppalevylle pipetoitaessa. Olisimme my6s halunneet pipetoida koko mastermixin
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kerralla ja siten valttya mahdollisilta pienempien tilavuuksien aiheuttamilta pipetointi-

virheilta.

Taulukon 2 listauksen mukaisesti totesimme, ettd RIDA®GENE —kitti vaati naytteiden
pipetointivaiheessa vertailtavista menetelmista vahiten néytetta: naytekaivoihin lisattiin
vain yksi mikrolitra naytetta tai kontrollia. Muilla menetelmill& ndytettd vaadittiin 5 pl,

mika toisaalta oli suurempana méarana helpompi pipetoida varmasti.

PCR-ajovaiheessa menetelmien véliset erot nousivat kaikista selvimmin esiin. Toisista
menetelmista poiketen RIDA®GENE Viral Stool Panel 1 —kitti& ei oltu validoitu opin-
naytetyossamme kayttamallemme PCR-laitteelle. Jouduimme my0ds jattdmaan kyseises-
t4 testipaneelista adenovirustulokset pois, koska laitteen naytteiden analysointiin kayt-
tdmat fluoresenssikanavat eivat sopineet yhteen testimenetelman valmistajien antamien,
tunnistuksessa kéytettavien aallonpituuksien ohjearvojen kanssa. Vaikka tdma aiheut-
taisikin ongelmia varsinaisessa laboratoriokdyttssd, oman koestuksemme suhteen
adenovirustulosten poisjattaminen talla menetelmalld ei aiheuttanut ongelmaa, koska
sairaalamikrobiologi Jari Hirvosen mukaan néytevalikoimaamme ei osunut yhtakaan
adenovirusnéytetta. Taulukossa 2 esitellddn kaikkien menetelmien yhteen ajoon kulu-
neet ajat, joihin ei kuitenkaan ole laskettu mukaan pipetointivaiheita, eikd sentrifugoin-

tia.

Seegene Allplex™ GI-Virus Assay sopi muista menetelmistd poiketen PCR-
laitteellemme ilman ylimaé&raisia ohjelmointeja. Osittain tdmé& johtunee siitd, ettd PCR-
ajon tulosten varsinainen tulkinta tapahtui erillisen ohjelman avulla, jonne PCR:n anta-
ma data tuli siirtdd omaksi tiedostokseen. Muilla ohjelmilla vastaukset saatiin suoraan

ilman vélivaiheita.

Fast-Track FTD Viral gastroenteritis —paneeli puolestaan vaati oman ohjelman luontia
PCR-laitteellemme. Osittain t&sta johtuen ajojen pituus ei ollut tiedossa ennen ensim-
maisen ajon loppua. Lopulta yhteen ajoon kului n. tunti ja 20 minuuttia. Omassa koe-
stuksessamme menetelma vaati 96 naytteelld yhteensé kolme ajoa (taulukko 2), joista
jokainen vaatii oman ndytelevynsa. Rutiinikdytdssa menetelma sopisikin parhaiten pie-
nemmille ndytemadrille. Tuloksia tarkastellessamme havaitsimme myos, ettd detektio-
aallonpituudet eivat mydskaén osuneet aivan kohdalleen, miké voisi myos rutiinikaytos-

sé aiheuttaa ongelmia tulosten varmennuksen suhteen.
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TAULUKKO 2. Vertailtavien menetelmien eroja kaytdnnon tydskentelyn suhteen

RIDA®GENE Seegene Fast-Track
Eristys - oma ohjelma -
mastermix
reagenssimaara / 96 naytetta 2170pl 1920ul 1440ul
Néytemaara / naytekuoppa 1l 5ul 5ul
PCR-ajojen maara 1 1 3
Yhden PCR-ajon kesto n. 1h 20min n.2h 44min | n.1h 20min

9.2 Saatu materiaali

Seké Fast-Track FTD Viral gastroenteritis, ettd RIDA®GENE Viral Stool Panel 1 -
menetelmissa tulokset saatiin suoraan tulkittuina RT-PCR:It4 ajon jalkeen. Varsinaisten
tuloslistauksien lisdksi on mahdollista myds ndhd& PCR-ajon aikana tallentuva kuvaaja,
josta voi reaaliaikaisesti seurata ajon edistymistd. Kuviossa 2 nahdaan skannattu tuloste
Fast-Track FTD Viral gastroenteritis-menetelman PCR-ajon tulosnakymaésté ja kuviossa
3 puolestaan havainnollistetaan R-Biopharmin (2014) RIDA®GENE Viral Stool Panel

1 -menetelmén tuloskuvaajaa.
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KUVIO 3. RIDA®GENE Viral Stool Panel 1-menetelméan tuloskuvaaja (R-Biopharm

2014, muokattu)

Seegene Allplex™ GI-Virus Assay —menetelman antamien tulosten tulkinta puolestaan

ei ole suoraan saatavana PCR:II&, vaan valissa pitaa olla erillinen tulkintaohjelma, jonne

PCR:n tuottama tiedosto ensin siirretddn. Tulosten tulkitseminen ilman tulkintaohjelmaa

on my6s mahdollista, mutta tulkintaohjelma mahdollistaa niiden suoran hyddyntamisen.
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Muilla menetelmilld tulisi ennen varsinaista kayttoonottoa tehda Cutoff threshold —
arvot, joilla poistettaisiin positiivisten 10yddsten joukosta ne, joiden signaalitasot ovat
liian matalat, eli jotka ovat todellisuudessa negatiivisia. Seegenen (n.d.a) Allplex™ GI-

Virus Assay :n tuloskuva on esitettynd kuviossa 4.
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KUVIO 4. Seegene Allplex™ GI-Virus Assay :n tuloskuva (Seegene Inc. n.d.a, mu-
okattu)

9.3 Tulosten kasittely

Koska opinndytetydmme tarkoituksena on vertailla kayttimiemme menetelmien saamia
tuloksia kesken&an, listasimme jo opinndytetyon toteutusvaiheessa koestuksesta saa-
mamme tulokset yhteen taulukkoon, jonka my&hemmin siirsimme Excel-muotoon (liite
1). Kyseisessa taulukossa on listattu kunkin tutkimuksessa mukana olleen néytteen nay-
tenumeroa vastaava juokseva numerointi seké sen saamat tulokset jaoteltuna omiin sa-
rakkeisiinsa sekd kayttdmamme kolmen eri menetelman, etta viiden eri tutkitun viruk-
sen (adeno-, astro-, noro-, rota- ja sapovirus) kohdalta. Tulokset saavat positiivisen tai
negatiivisen arvon, jossa positiivinen tarkoittaa kunkin viruksen kohdalla PCR:ss4 ta-
pahtunutta monistumaa, eli siis diagnostista 16ydosta. Lisataksemme taulukon havain-
nollisuutta paddyimme myods merkitseméén jokaisen positiivista tulosta merkitsevan
solun taulukosta vihrealla varilla. Mikéli kyseisen naytteen kohdalla oli esiintynyt ade-
no-, astro- tai sapovirusten suhteen eridvia tuloksia eri menetelmien kohdalla, merkit-

simme my0s kyseisen ndytteen numeron keltaisella varilla. Merkitsimme myoés noro- ja



45

rotavirusten kohdalla punaisella ne naytteet, joissa jokin menetelmé& oli saanut muista
menetelmista poikkeavan tuloksen. Lisdsimme taulukkoon myds sarakkeen, jossa laske-
taan yhteen kunkin néytteen eri menetelmilla saamat positiiviset tulokset. Taulukossa on
my0s merkitty mustaksi adenovirussarake RIDA®GENE Viral Stool Panel 1 -
menetelman kohdalla, koska kyseisellda menetelmalla ei koestuksessamme tdman viruk-

sen tuloksia otettu huomioon.

Paadyimme koestuksessamme kasittelemaan saamiamme tuloksia oikeina positiivisina
ja negatiivisina sen perusteella, oliko véahintaan kaksi kéyttdmastamme kolmesta mene-
telmasta paatynyt samaan tulokseen. T&ta rajanvetoa hyddynnettiin astro-, noro- ja rota-
virusten kohdalla, joiden tunnistamiseen voitiin kayttd4 kaikkia kolmea testimenetel-
maa. Sen sijaan adeno- ja sapovirusten kohdalla, joita ei voitu tutkia RIDA®GENE Vi-
ral Stool Panel 1 —menetelmalld, tdma rajanveto ei ollut mahdollinen. Emme kuitenkaan
kokeneet tata ongelmaksi tutkimuksen luotettavuuden kannalta, johtuen siitg, ettd kysei-

sié viruksia ei 94 naytteen tutkimusaineistossamme juuri esiintynyt.

Seuraavana vaiheena tulosten kasittelyssa erottelimme alkuperdéisesta taulukosta kunkin
viruksen kullakin menetelmalld saadut positiiviset ja negatiiviset vastaukset ja taulu-
koimme niiden lukuméarat. Liséksi laskimme aiemmin mainittuja rajanvetoja hyodyn-
téen astro-, noro- ja rotaviruksille oikeiden positiivisten ja negatiivisten tulosten luku-

maaran.

9.4 Tulosten lapikayminen

Norovirusta esiintyi tutkituissa ndytteissa ehdottomasti eniten, ja 27 % ndytteistamme
osoittautui noroviruksen suhteen positiivisiksi. T&mén viruksen kohdalla sek& Seegene
Allplex™ GI-Virus Assay ettd Fast-Track FTD Viral Gastroenteritis — tutkimuskitit
paatyivat tasmélleen samoihin tuloksiin. RIDA®GENE Viral Stool Panel 1 —menetelma
sen sijaan sai alkuperéisen, liitteend olevan taulukon perusteella kahden néytteen, nume-
roiden 91 ja 93, kohdalla vaaran negatiivisen tuloksen. N&iden kyseisten naytteiden
kohdalla menetelman sisdinen kontrolli oli kuitenkin ja&nyt monistumatta eli jaanyt ne-

gatiiviseksi.



46

RIDA®GENE:n kayttéohjeen mukaan nayte voidaan hyvéksya sisdisen kontrollin olles-
sa negatiivinen vain silloin, jos jokin kitin siséltamista kohdeviruksia osoittavista koet-
timista monistuu, eli kun nayte osoittautuu jonkin viruksen suhteen positiiviseksi. N&i-
den kahden néytteen kohdalla ndin ei ole kuitenkaan kéynyt, eikd PCR-ajossa ole tapah-
tunut siis mitddn monistumaa. Nain ollen kyseisia tuloksia ei voida pitdad luotettavina,
vaan niiden kohdalla tutkimus pitdisi suorittaa uudelleen. Taman huomioidaksemme
olemmekin jattdneet kyseiset kaksi ndytettd pois RIDA®GENE:n kohdalta taulukosta 3.

TAULUKKO 3. Noroviruksen suhteen positiiviset ja negatiiviset naytteet

Norovirus Seegene FastTrackDiagnostics | RidaGene
Positiiviset 25 25 23
Oikeat positiiviset 25

MNegatiiviset 69 69 69
Oikeat negatiiviset 69

Né&yteaineistostamme rotaviruksen suhteen positiivisia ndytteita oli odotusten mukaises-
ti toiseksi eniten norovirusten jalkeen. Kyseisen viruksen kohdalla esiintyi myds toisek-
si eniten hajontaa tulosten suhteen. Aiemmin esittelemdmme rajanvedon perusteella
rotaviruspositiivisia naytteitd oli 3 % kaikista naytteistd. Kuten taulukosta 4 ilmenee,
my®0s rotaviruksen kohdalla sekd Seegene ettd Fast-Track péaatyvat tdysin samoihin tu-
loksiin. RIDA®GENE:n saamat tulokset sen sijaan poikkeavat reilusti, yli 130 % oi-
keiksi positiivisiksi katsotuista naytteistd. Jaettaessa RIDA®GENE:Ila saadut vaarat
positiiviset ndytteiden kokonaisméaaralla, paadytaan siihen, ettd RIDA®GENE:Ila kai-

kista vastauksista vaaria positiivisia on 4 %.

Koska RIDA®GENE:n kayttdohjeen perusteella ndyte voidaan hylata vain silloin, kun
sekd sisdinen kontrolli ettd varsinainen kohde-DNA jadvat nédytteessd monistumatta,
rutiinikaytossa ndma tulokset olisi hyvaksytty, etenkin kun osassa tuloksista myos sisdi-
nen kontrolli on monistunut odotetulla tavalla. Selvitysta tilanteeseen voidaan kuitenkin
etsid naytteestd numero 47, joka RIDA®GENE:n menetelméllad on saanut positiivisen
tuloksen kaikilla tutkimuskitin kohdeviruksilla (adenovirusta huomioimatta). Mahdollis-
ta on, ettd poikkeavat tulokset johtuvat siitd, ettd menetelma ei ole validoitu kayttamal-
lemme PCR-laittelle. Toinen vaihtoehto on my®és, ettd kyseisessd naytteessé on tapahtu-

nut epaspesifia monistumaa testin koettimien reagoitua jonkin muun néytteessa olleen
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DNA:n kanssa, kuin mitd menetelméssa alun perin oli tarkoitettu. Tahén viittaisi myos
naytteen 78 saama tulos, joka on seka rotaviruksen etta astroviruksen suhteen positiivi-
nen. T&ta on kuitenkin mahdotonta varmistaa, koska emme tiedd menetelméssé kaytet-
tyjen koettimien tarkkaa rakennetta. VVoi toki olla mahdollista, ettd kyseiset naytteet ovat
todellisuudessa positiivisia kaikkien RIDA®GENE:n osoittamien virusten suhteen, mut-

ta piddmme t&ta kuitenkin epatodennékoisend vaihtoehtona.

TAULUKKO 4. Rotaviruksen suhteen positiiviset ja negatiiviset naytteet

Rotavirus Seegene FastTrackDiagnostics | RidaGene
Positiiviset 3 3 7
Dikeat positiiviset 3

Negatiiviset 91 91 87
Oikeat negatiiviset 91

Astrovirus oli tutkimuksemme kolmesta viruksesta viimeinen, jota voitiin tunnistaa kai-
killa vertailussa olleilla tutkimuskiteilld. Ndin ollen se oli my6s viimeinen niista viruk-
sista, joiden kohdalla oikeat positiiviset ndytteet kyettiin todentamaan sen perusteella,
ettd enemmistd kayttdmistdamme menetelmista paatyi samaan tulokseen. Astrovirusposi-

tiivisia néytteita todettiinkin olevan yhteensa 1 % néaytteista.

Astroviruksen kohdalla vertailemissamme menetelmissa tapahtui myos eniten hajontaa
tunnistuksen suhteen. Kuten taulukosta 5 voidaan havaita, Seegene ja Fast-Track jatka-
vat edelleen samoilla linjoilla, eikd menetelmien suhteen voi havaita mitéan eroa tulos-
ten suhteen. RIDA®GENE sen sijaan saa positiivisia tuloksia 400% enemman kuin ver-
tailun muut menetelmét. Varsinainen vadrien positiivisten virheprosentti pysyy kuiten-
kin samana kuin rotavirustenkin kohdalla: 4 % kaikista tuloksista voidaan katsoa olevan

vaaria positiivisia.

TAULUKKO 5. Astroviruksen suhteen positiiviset ja negatiiviset ndytteet

Astrovirus Seegene FastTrackDiagnostics | RidaGene
Positiiviset 1 1 5
Oikeat positiiviset 1

Negatiiviset 93 93 89
ODikeat negatiiviset 93
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Vaikka RIDA®GENE:n testikitilld voikin rutiinitilanteessa méarittd4d adenoviruksia
ulostendytteestd, emme voineet tehda sitd opinndytetydbmme vertailussa laitteiston epé-
sopivuuden takia. Tdman vuoksi emme voineet kdyttdd muiden virusten kohdalla kéyt-

tdmaadmme rajanvetoa oikeiden positiivisten I6ytamiseen.

Vertailun testikiteistd ainoastaan Fast-Track FTD Viral Gastroenteritis tunnisti ndytteen
55 adenoviruspositiiviseksi. Kyseinen ndyte oli myds tunnistettu kaikkien vertailus-
samme mukana olleiden néytteiden perusteella myds noroviruksen suhteen positiivisek-
si. Epaselvéksi jaakin, onko kyseessé todella adenoviruspositiivinen néyte, joka on vain
jaanyt noroviruksen taakse piiloon, vai esimerkiksi epaspesifinen monistuma. Taulukos-

sa 6 on esitettynd adenovirusmaérityksen tulokset.

TAULUKKO 6. Adenoviruksen suhteen positiiviset ja negatiiviset ndytteet

Adenovirus Seegene FastTrackDiagnostics | RidaGene
Positiiviset 0 1 -
Negatiiviset 94 93 -

Vertailemistamme tunnistuskiteista Fast-Track ja Seegene tarjosivat sapoviruksen tun-
nistusmahdollisuuden. Naiden testikittien perusteella kyseista virusta ei tutkimusaineis-

tossamme esiintynyt lainkaan (taulukko 7).

Koska Fast-Track —menetelméssa sapovirus ajetaan omana PCR-monistuksenaan, huo-
masimme tuloksista, ettd kahdessa nédytteessa, numeroissa 2 ja 33, sisainen kontrolli oli
jaanyt monistumatta. Kuten RIDA®GENE:I14 vastaavassa tilanteessa, myds Fast-Track
ohjaa talléin uusimaan néytteen ajon, mikali ndytteessa ei ole tapahtunut mitddn monis-
tumaa. Koska ndissa néytteissa ei tapahtunut PCR-ajon onnistumista osoittavaa DNA-
monistumista, paadyimme poistamaan kyseiset naytteet Fast-Track Diagnostics:n sa-

rakkeesta kokonaan.

TAULUKKO 7. Sapoviruksen suhteen positiiviset ja negatiiviset naytteet

Sapovirus Seegene FastTrackDiagnostics | RidaGene

Positiiviset 0 0
Megatiiviset 94 92




49

9.5 Johtopaatokset

Kéytettavyyden suhteen parhaiten Fimlab Laboratoriot Oy:n tdméanhetkiseen laitteistoon
sopii Seegenen Allplex™ GI-Virus Assay, jonka kayttdminen ei vaadi talla hetkelld
kaytossd olevalta laitteelta mitadn uudelleen ohjelmointeja. Toisaalta, valmistajan mu-
kaan menetelmaélla paéstaan parhaaseen tulokseen menetelman omaa eristysohjetta nou-
dattamalla. Oman koestuksemme yhteydessa havaitsimme Seegenen vertailukiteisté
helpoimmaksi kayttad, ja saamiemme tulosten perusteella sitd voi pitdd vahintaankin

yht& luotettavana kuin muitakin menetelmié.

Opinnaytetyomme koestusvaiheessa RIDA®GENE Viral Stool Panel 1 —testikitin luo-
tettavuus karsi suuresti laitteiston yhteensopimattomuudesta. Saamamme materiaalin
perusteella voimme melko varmasti sanoa, etté testikitin ja varsinaisen monistuslaitteen
eridvat asetukset aiheuttavat hairidita saatuihin tuloksiin véaarien positiivisten muodossa.
Tilanne todennékoisesti myos korjautuisi menetelmén validoinnin yhteydessa, ja mikali
menetelman valinnassa painotetaan erityisesti nopeutta, RIDA®GENE on edelleen var-
teenotettava vaihtoehto.

Ajankayton suhteen Fast-Track FTD Viral Gastroenteritis oli vertailemistamme mene-
telmistd hitain kayttaméllemme ndytemaaralle, ja kolmesta erillisesta ajosta johtuen se
my06s kulutti materiaaleja kaikista eniten. Toimintansa puolesta se kuitenkin vaikutti

vertailumme luotettavimmista tutkimuskiteistd yhdessé Seegenen kanssa.
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10 POHDINTA

Opinnaytetyémme tehtiin Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian yksikkdon sairaa-
lamikrobiologi Jari Hirvosen toimeksiantona. Tyomme tarkoituksena oli vertailla toi-
meksiantajan valitsemia, eri valmistajien gastro-multiplex-PCR-tunnistuskitteja toisiin-
sa, ja tuottaa taméan vertailun perusteella luotettavaa vertailutietoa, jonka pohjalta mik-
robiologian laboratorio voisi valita heille parhaiten sopivan tunnistuskitin. Vertailussa
mukana olleita R-Biopharmin, Fast-Track Diagnosticsin ja Seegenen gastro-multiplex-
PCR-tunnistuskitteja kaytetddn akuutin gastroenteriitin aiheuttajavirusten tunnistamises-
sa. Varsinaisen kéytdnnossa tapahtuvan toiminnan testaamisen liséksi paddyimme tutus-
tumaan tarkemmin myds Kyseisten Kittien toimintaperiaatteisiin seka esittelemaan nii-
den eroja ja yhtéalaisyyksid muodostaaksemme kustakin vertailtavasta menetelmésta

mahdollisimman kokonaisvaltaisen kuvan.

Opinnaytetyémme varsinaisen koestusvaiheen toteutimme 05.-09.10.2015 Fimlab Labo-
ratoriot Oy:n mikrobiologian yksikén molekyylibiologian laboratoriossa. Kyseisen vii-
kon aikana tutustuimme laboratoriotiloihin ja tyopisteisiin, esikasittelimme tutkimuk-
sessa tarvittavat ndytteet sekd toteutimme varsinaisen koestusosuuden. Tutkimuksessa
kaytettavan laitteiston ja valmistajien tunnistuskitit saimme kayttéomme yksikosta. Ai-
neistomme koostui Fimlab Laboratoriot Oy:n meille kerdamistd, jo vastatuista potilai-
den ulostendytteistd. Saadessamme toimeksiannon emme vield tarkasti tienneet, kuinka
suuri analysoitava ndytemaara tulisi olemaan. Lopulliseksi tutkimusaineistoksi muodos-
tui 94 potilasnaytettd. Naytteet oli keratty toimeksiantajan omalta toimialueelta seka
Seindjoen mikrobiologian yksikdn potilasnaytteistd. Naytteiden joukossa oli seka posi-
tiivisiksi ettd negatiivisiksi todettuja néytteitd tutkimusaineiston edustavuuden varmis-

tamiseksi.

Pyrimme tydskentelemaan laboratoriossa mahdollisimman huolellisesti ja aseptisesti,
sekd noudattaen Fimlab Laboratoriot Oy:n toimintatapoja. Panostimme erityisesti asep-
tilkan yll&pitdmiseen ndytteiden kasittelyssa johtuen naytemateriaalien tartuntavaaralli-
sesta luonteesta. Halusimme myds varmistaa yksityisyydensuojan toteutumisen kéytta-
méalla naytteiden identifiointiin henkil6tunnisteiden sijaan juoksevaa numerointia.
Myoskadn naytteistd aiemmin tehdyt diagnoosit eivat tulleet tietoomme misséan tutki-

muksen vaiheessa, jotta kKyseinen tieto ei péasisi vaikuttamaan koestuksemme tulokseen.
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Jokaisessa koestuksen tyovaiheessa tdhtdsimme siihen, ettd kaikkia naytteitd ja mene-
telmi& késiteltaisiin tasa-arvoisesti. Lisaksi pyrimme noudattamaan Fimlab Laboratoriot
Oy:n vakiintuneita toimintatapoja naytteiden analysoinnissa varmistaaksemme saa-
miemme tuloksien toistettavuuden. Esimerkiksi nukleiinihappojen eristdmisessa nayt-
teistd kdytimme automaattia, jotta multiplex-PCR -menetelmien vertailuun kéytettava
materiaali oli mahdollisimman tasalaatuista ja inhimillisten virheiden mahdollisuus saa-
tiin minimoitua. Liséksi, vaikka kayttamdmme eristysautomaatti olisi sallinut siséisen
kontrollin lisddmisen jo eristysvaiheessa, ja vaikka Seegene Allplex™ GI-Virus Assay:n
ohje niin kehotetaankin tekemaén, emme lisdnneet naytteisiin sisdistd kontrollia t&ssa
vaiheessa. Paatimme tehd& néin, koska k&ytimme samoja eristystuotteita kaikissa kiteis-
s& véhentadksemme koestuksen lopputulokseen vaikuttavien muuttuvien tekijoiden
maaraa. Nain pystyimme myds varmistamaan, etteivat yhdessa Kitissa kaytetyt reagens-

sit paasseet vaikuttamaan muiden kittien toimintaan.

Koska kyseessa oli opinnaytetyo, paddyimme jakamaan eri Kittien pipetointeja eri teki-
joille, vaikka tama saattoikin lisatd koestukseen muuttujia erilaisten pipetointien muo-
dossa. Koimme, ettei ole jarkevad antaa yhden ihmisen tehdd vain yhtd tydvaihetta,
koska yhten& oppimistavoitteenamme oli harjoitella molekyylibiologian laboratoriossa
toimimista. Koska myoskaan tuloksissa ei ole suurta vaihtelua eri menetelmien valillg,

piddmme tekijan vaihtumisesta johtuvia vaihteluja huomaamattoman vahaisina.

Opinndytetyon kirjallinen osuus toteutettiin TAMKIin Kkirjallisen raportointiohjeen mu-
kaisesti. Opinndytetyon teoreettinen osuus muodostuu virusinfektion selvittdmisesta,
akuutin gastroenteriitin ja sen aiheuttajavirusten esittelemisestd, virusten tunnistamis-
menetelmista sek& multiplex-PCR-menetelmén kayttd- ja toimintaperiaatteen kuvaami-
sesta. Lahdemateriaalina kaytettiin tieteellisestd kirjallisuudesta ja lehtiartikkeleista
saatua opinndytetyon aihetta kasittelevaa teoriatietoa ja aiempaa tutkimustietoa. Suurin

osa lahteista koostuu englanninkielisten artikkelien verkkojulkaisuista.

Opinnaytetydomme tulokset sopivat yksiin alkuolettamustemme kanssa: vertaamamme
menetelmét eroavat toisistaan l&hinna kéytettavyyden, eivat niinkdan tulosten suhteen.
Suurin osa eri menetelmilld saaduista tuloksista menee taysin yksiin, ja poikkeuksen
muodostava RIDA®GENE Viral Stool Panel 1 -kittikin olisi todenndkoisesti validoitu-

na paatynyt samoihin tuloksiin enemmistén kanssa. Koimme kuitenkin, etta erityisesti
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muiden kuin noroviruksen kohdalla kasittelemdmme ndytemaara oli vahainen, ja etta
tutkimuksia olisi hyvé jatkaa suuremmalla ndyteméaralld. On todettava myos, ettd mika-
li Fimlab Laboratoriot Oy paatyy valitsemaan RIDA®GENE:n kitin rutiinidiagnostiik-

kaansa, se tulisi validoida ja koestaa uudelleen.

Haasteena opinndytetytssamme koimme tyotehtavien tasaisen jakamisen kolmen teki-
jan kesken erityisesti kirjallisessa osuudessa. Lisaksi ongelmaksi muodostui se, ettd heti
koestusosuuden jalkeen ryhmamme hajaantui eri puolille Suomea ja Eurooppaa harjoit-
telujaksojen, toiden seka ulkomaanvaihdon vuoksi. Opinnaytetydomme oli my6s pitkaéan
taka-alalla sairastapauksien johdosta. Naistd tekijoista johtuen opinndytetydomme val-
mistui myohassa. Mainittava kuitenkin on, ettd opinnaytetydmme valmistui ennen arvi-

oitua valmistumisaikaamme.

Koimme, ettd saisimme hyddynnettya kunkin tyopanosta parhaiten jakamalla jokaiselle
selkeét vastuualueet. Jokaisen vastuuhenkilon tehtaviin kuului aihealueen rajaus, laa-
dukkaiden lahteiden etsiminen seka tekstin saattaminen hyvaksyttavaan ja ymmarretta-
vaan muotoon. Kaytimme Kirjoituskanavana Google Docs-palvelua, johon kukin pystyi
sijoittamaan osuutensa kaikkien nahtévaksi. Talla tavoin kaikki tekijat pystyivat seu-
raamaan Kirjoitusprosessin kulkua, tarkkailemaan siséltod ja sen laadukkuutta seka te-
keméadn mahdollisia korjausehdotuksia. Tekstin sisallon rajaamisessa ja jaottelussa
esiintyi vélilla ongelmia, ja valilla Kirjallisessa raportoinnissa esiintyi turhankin paljon
toistoa. Kirjoitusprosessissa taytyi myds huomioida kunkin tekijan persoonallinen Kir-
joitustyyli, silla tavoitteena oli saada aikaan yhtendinen kokonaisuus.

Erityisesti koemme onnistuneemme juuri opinndytetyon jasenten keskindisessa kommu-
nikoinnissa. Huolimatta kunkin jasenen kohtaamista henkilokohtaisista vastuksista seka
maantieteellisesté sijainnista olemme pystyneet pitdmaan yhteyttéd toisiimme seka kes-
kustelemaan asioista ilman ulkopuolisten véliintulon tarvetta. Vaikka emme olekaan
missaan vaiheessa varsinaisesti paasseet yhdessa kirjoittamaan raporttiosuutta, opinnay-

tetyon Kirjoitustyylin on my6s pysynyt hyvin yhtendisena.

Piddmme opinndytety6tdmme onnistuneena, ja koemme saavuttaneemme késittelemal-
lemme aihealueelle sopivan syvyyden niin l&hteiden kdyton kuin varsinaisen raportoin-
ninkin suhteen. Olemme onnistuneet my6s pitdimaan opinnédytetydraporttimme raken-

teen mahdollisimman selkeénd ja luettavana. Koemme myo6s kehittyneemme suuresti
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opinnaytetyota tehdessémme. Padsimme tydmme yhteydessa tutustumaan tarkemmin
kaytossa oleviin molekyylibiologisiin menetelmiin sek& virologiaan. Saimme samalla
my0s kaytdnnon kokemusta vertailevan tutkimuksen tekemisesta ja molekyylibiologian

laboratoriossa tydskentelysta.
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