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Taman opinnaytetytn tarkoituksena oli selvittdd kolmen eri adenovirus-vieritestin (Quidel
AdenoPlus, Savyon Diagnostics QuickStripe Adenovirus, CerTest Adenovirus Resp.) kayt-
tokelpoisuutta adenovirusdiagnostiikassa seka maarittdd sensitiivisyys, spesifisyys ja en-
nustarvot, sekad QuickStripe Adenovirus- ja AdenoPlus -vieritestien alin detektiopitoisuus.
Sensitiivisyys, spesifisyys ja ennustearvot maaritettiin testaamalla adenoviruspositiivisia ja -
negatiivisia potilasnaytteitd mainituilla testeilla. Sensitiivisyyden ja spesifisyyden maarityk-
seen kaytettiin yhteensa 100 naytetta, joista 50/100 olivat PCR-menetelmalld adenoviruksen
suhteen positiivisiksi todettuja, ja loput 50/100 vastaavasti negatiivisiksi todettuja. Positiivi-
sista naytteistd 18/50 oli keuhkojen imulimaa ja 32/50 nenanielun tikkunaytteita. Negatiivi-
sista naytteista kaikki olivat silman sidekalvon tikkunaytteita. Alin detektiopitoisuus méaaéritet-
tiin testaamalla adenoviruksella infektoidusta soluviljelmésta tehtya laimennossarjaa. Lai-
mennossarjojen naytteita oli yhteensa 16. Tyo suoritettin HUSLABIn Virologian yksikon ti-
loissa.

Savyon Diagnosticsin ja CerTestin vieritestien sensitiivisyys ei yltanyt valmistajien ilmoitta-
miin lukemiin, molemmat jd&den joko 30 prosenttiin tai sen alle. Mydskaan AdenoPlus:n
sensitiivisyys ei vastannut valmistajan ilmoittamaa lukemaa jaaden 80 prosenttiin. Spesifi-
syys sen sijaan kaikilla testeilla oli 100 %.

Naiden tulosten perusteella Savyon Diagnostics QuickStripe Adenovirus tai CerTest
Adenovirus Resp. -vieritesteja ei voida pitaa luotettavina tydkaluina testauksessa kaytetyille
naytelaaduille adenovirusdiagnostiikassa. Sen sijaan AdenoPlus:n suorituskyky tekee siita
varteenotettavan vaihtoehdon vieritestidiagnostiikassa. Opinnaytetyon suorituksessa kayte-
tyt varastoidut ndytteet eivat olleet testien kannalta optimaalisia, joka voi olla osasyy heikoille
tuloksille. Tasta syysta tuloksia ei voida pitaa taysin luotettavina.

Avainsanat adenovirus, vieritesti, virologia
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The aim of this thesis was to evaluate three different adenovirus Point-of-Care -tests (Quidel
AdenoPlus, Savyon Diagnostics QuickStripe Adenovirus, CerTest Adenovirus Resp.) for
adenovirus diagnostic purposes by determining their sensitivity, specificity and predictive
values. Lowest detection limits for AdenoPlus and QuickStripe Adenovirus were also deter-
mined. | determined these values by using the tests on adenovirus positive and negative
patient samples, as well as adenovirus-infected cell cultures in dilution series. This work was
done in the department of Virology, HUSLAB.

For the sample material used only one of the tests reached the sensitivity as announced by
their manufacturers. The best performance was obtained with AdenoPlus, with the sensitivity
of 80 %. However, all tests had specificity of 100 %.

Based on these results only AdenoPlus can be considered a viable option for adenovirus
diagnostics in a clinical setting. However, as the patient samples were storaged for a long
period of time and were therefore sub-optimal for QuickStripe or CerTest, these results
should not be considered definitive.

Keywords adenovirus, point-of-care, virology
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Kasitteet

ATCC: American Type Culture Collection. Yhdysvaltalainen jarjesto, jonka tehtavéana on
muun muassa mikrobien ja solulinjojen hankinta, sailytys, tuottaminen ja jakaminen tut-
kimuskayttoon.

CPE: Sytopaattinen efekti, eli viruksen aiheuttama solumuutos.

CRP: C-reaktiivinen proteiini, jonka pitoisuus veressa kasvaa yleensa bakteeri-infektioi-
den yhteydessa.

Detektioherkkyys: Alin pitoisuus etsittdvaa analyyttid, jonka kaytettdva menetelma kyke-

nee havaitsemaan.

Endosytoosi: Solun tapa ottaa sisdénsa nestetté ja liukoisia molekyyleja sen ulkopuolelta

muodostamalla solukalvoon kuopan, jonka se kuroo irti rakkulaksi soluliman sisaan.
Evaluointi: Toiminnan arviointi.

Heksoni: Ikosahedraalisen viruksen kuoren sivujen kuusikulmainen proteiini.
Ikosahedri: 20-tahokas. Virologiassa viittaa tietynlaiseen viruksen kapsidin muotoon.
Immunofluoresenssimenetelméa: Tutkittavat solut altistetaan merkkiaineella leimatuille
vasta-aineille, jotka kiinnittyvat niissa mahdollisesti oleviin antigeeneihin. Positiivinen tu-

los nakyy hohteena fluoresenssimikroskoopilla tarkasteltaessa.

Kapsidi: Viruksen kuori, joka koostuu useista, toistuvista proteiinialayksikdista: hekso-

neista ja pentoneista.

Leukosytoosi: Perifeerisen veren tavallista korkeampi valkosoluarvo, joka viittaa usein

infektioon.

Nukleiinihappo-osoitus: Menetelmd, jossa todetaan, sisaltaako nayte etsittavan taudin-

aiheuttajan perimaainesta.

Pentoni: Ikosahedraalisen viruksen kuoren karkien viisikulmainen proteiini.
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Vieritesti: Tunnetaan my6s nimella pikatesti tai "point of care” eli POC-testi. Kliinisessa
diagnostiikassa ja hoitotydssa kaytetty testin muoto, joka voidaan suorittaa potilaan yha

l&asna ollessa, ja jonka tulokset saadaan useasti minuuteissa.

Virusviljely: Menetelmd, jossa viruksia viljellaéan niille soveltuviin viljeltyihin soluihin. Me-

netelméan avulla tutkittavia viruksia voidaan saada melkein rajattomasti.
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1 Johdanto

Adenovirukset ovat laaja ja monipuolisesti infektoiva suku, ja ne aiheuttavat vuosittain
l&hes tuhat infektiota. Alle 5-vuotiaat lapset ovat erityisen alttiita tartunnalle; vuonna 2018
pienten lasten osuus oli yli puolet kaikista adenovirusinfektioista. Loppuvuodesta 2017
ja vuoden 2018 alussa Helsingisséa ja Uudellamaalla todettiin myds tavallista useampia
adenovirusten aiheuttamia sidekalvontulehduksia eli konjunktiviittia. (Tartuntataudit suo-
messa 2017 2018.) Tasta syystéd Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin laborato-
riopalvelu HUSLABIssa herasi kysymys, voisiko adenoviruksen luotettavaa toteamista

nopeuttaa.

Taman opinnaytetyon aiheena on kolmen eri adenoviruspikatestin evaluointi. Tyon on
tilannut HUSLABIn Virologian yksikkd, jonka kanssa yhteistytssa se myds toteutettin.
Tavoitteena on selvittdd AdenoPlus-, Savyon Diagnostics Ltd. QuickStripe Adenovirus-
seka Certest Adenovirus Resp. -vieritestien soveltuvuus diagnostisena tyokaluna epail-
tdessa adenovirusinfektioita silmén sidekalvolla tai hengitysteissa. Testien osoittautumi-
nen luotettavaksi nopeuttaisi diagnoosin tekoa tai adenovirusinfektion poissulkua mer-
kittavasti verrattuna perinteisiin immunofluoresenssiin tai virusviljelyyn perustuviin me-

netelmiin.

Opinnaytetydn aihepiiri eli virologia valikoitui oman mielenkiintoni mukaan. Tyén aihe
syntyi HUS:n ja HUSLABIN tarpeesta evaluoida nopea ja luotettava menetelma adenovi-
ruksen aiheuttaman konjunktiviitin toteamiseen seka selvittda pikatestien kaytettavyytta
hengitystienaytteiden tutkimiseen. Oppimistavoitteinani oli virologiaan syventyminen ja
virologisiin laboratoriotutkimuksiin tarkempi tutustuminen, seka tutkimusluonteiseen

tydskentelyyn perehtyminen.

2 Vieritestien evaluointi

Kliinisessa analytiikassa kaytettavia testeja ja laitteita evaluoidaan eli arvioidaan usein
niiden sensitiivisyyden eli herkkyyden seka spesifisyyden eli tarkkuuden perusteella. Li-
saksi arviointiin vaikuttavat positiivinen ja negatiivinen ennustearvo. Nama luvut ilmoite-

taan usein prosentteina. Luvut lasketaan a. oikeiden positiivisten, b. vaarien positiivisten,



c. vaarien negatiivisten ja d. oikeiden negatiivisten tulosten perusteella. Laskukaavat
naille on esitetty taulukossa 1. (Trevethan 2017.)

Taulukko 1. Taulukossa a = Oikeat positiiviset, b = Vaarat positiiviset, ¢ = Vaarat negatiiviset,
d = Oikeat negatiiviset. Taulukko mukaeltu Trevethanin (2017) mukaan.

Méaére Laskentaan kaytetty kaava
Sensitiivisyys al/(a+c) x 100
Spesifisyys d/(b+d) x 100
Positiivinen ennustearvo a/(a+b) x 100
Negatiivinen ennustearvo d/(c+d) x 100

Sensitiivisyys tarkoittaa sitéd, kuinka monta testattavan analyytin suhteen positiivista nay-
tetta laite tai testi havaitsee positiiviseksi. Spesifisyys kertoo, kuinka monta tutkittavan
analyytin suhteen negatiivista naytetta laite tai testi tulkitsee negatiiviseksi. Toisin sa-
noen se ilmaisee, kuinka spesifi laite tai testi on juuri tutkittavan analyytin suhteen. Al-
hainen spesifisyys tarkoittaisi sitd, etté positiivisten tulosten joukossa voisi olla vaaria
positiivisia tuloksia, jolloin testi on reagoinut johonkin muuhun kuin testattavaan analyyt-
tiin. Positiivinen ennustearvo kertoo, kuinka todennakoéisené testin antamaa positiivista
vastausta voidaan pitdd. 100 % positiivinen ennustearvo siis merkitsee, ettd 100 % po-
sitiivisiksi havaituista naytteistd on oikeasti positiivisia. Vastaavasti negatiivinen ennus-
tearvo kertoo, kuinka usein laitteen tai testin antama negatiivinen tulos on oikeasti nega-
tiivinen. Sensitiivisyyden ja spesifisyyden sekd ennustearvojen maarityksessa kaytetaan
apuna referenssimenetelmad, joka on usein alalla yleisesti hyvaksytty niin sanottu "kul-
tainen standardi” tutkittavan analyytin diagnostiikassa. Maarityksen tuloksia verrataan
taman referenssimenetelman saamiin tuloksiin. (Trevethan 2017.) Esimerkiksi tassa
opinnaytetytssa testattujen vieritestien tuloksia verrataan samoista naytteistd PCR-me-

netelmalla tai virusviljelylla saatuihin tuloksiin.

3 Adenovirukset seka niiden aiheuttaman konjunktiviitin ja hengitys-
tieinfektion diagnosointi

Adenovirukset (Adenoviridae) ovat laaja heimo kooltaan, rakenteeltaan ja proteiinikoos-
tumukseltaan samanlaisia, mutta epitoopiltaan vaihtelevia viruksia. Ne jaetaan viiteen

sukuun: atadenovirukset, aviadenovirukset, ichtadenovirukset, mastadenovirukset ja



siadenovirukset. (ICTV 2017; Meurman — Ruuskanen 2010.) Ihmisen adenovirukset kuu-
luvat mastadenoviruksiin. Ihmisen mastadenoviruksia tunnetaan 51 serotyyppid, jotka
jaetaan luokkiin A, B1, B2, C, D, E ja F. Adenovirukset aiheuttavat tavallisimmin kuumei-
sia ylahengitystieinfektioita, mutta voivat infektoida myos valikorvaa, silmén sarveis- ja
sidekalvoa, alahengitysteitd ja maha-suolikanavaa. Immuunipuutteisilla voi esiintya va-
kavia yleisinfektioita, ja tulehdusta voi olla esimerkiksi aivoissa, maksassa, virtsarakossa
ja peréasuolessa. Konjunktiviittia aiheuttavat aikuisilla padosin tyypit 8, 19 ja 37, ja lapsilla
tyypit 3 ja 7. (Meurman — Ruuskanen 2010; Seppanen 2018.) Vuoden 2017 syystalvella
Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirissa todettiin tavallista runsaammin adenovirus-
infektioita (94—127 kuukaudessa) ja poikkeuksellisen useita viruskonjunktiviitteja. Niiden
aiheuttajaksi paljastuivat paaosin tyypin 3 ja 4 adenovirukset. (Adenoviruksen esiinty-
vyys 2018.)

3.1 Adenovirusten rakenne ja toiminta

Adenovirukset ovat ikosahedraalisia, vaipattomia, noin 65—-80 nm:n I&pimittaisia DNA-
viruksia. Sen kapsidi koostuu 240 heksonista ja 12 pentonista. Jokaisessa pentonissa
on antennimainen uloke, jolla virukset tarttuvat solun pinnan reseptoriin. Niiden ulko-
muoto on helposti erotettavissa elektronimikroskoopilla. Kaikilla adenoviruksilla on yhtei-
nen heksoniantigeeni, jota hyddynnetdén antigeeniosoitukseen perustuvissa diagnosti-
sissa menetelmissa. (Meurman — Ruuskanen 2010.) Kuviossa 1 naytetdan adenovirus-

partikkeleita lapaisyelektronimikroskoopilla kuvattuna.

Kuvio 1. Adenoviruspartikkeleita lapaisyelektronimikroskoopilla kuvattuna (CDC 2017)

Adenovirukset levidvat joko kosketus- tai aerosolitartuntana tai uloste-suutietd, ja infek-

toivat kohde-elimen epiteelisoluja. Ne kayttavat reseptoreinaan padosin solun pinnan



CAR-proteiinia, tai B-ryhman viruksien tapauksissa CD46-proteiinia. Virus siirtyy soluun
endosytoosin kautta, ja noudattaa sen jalkeen tavanomaista DNA-viruksen lisdantymis-
reittia. Jokainen infektoitunut solu tuottaa noin 50 000 — 100 000 uutta viruspartikkelia.
Infektion itamisaika on noin viikosta kahteen viikkoon. (Meurman — Ruuskanen 2010.)

3.2 Adenoviruksen aiheuttamat infektiot

Konjunktiviitin eli silméan sidekalvon tulehduksen oireina on silman punoitus ja kirvely,
sekd mahdollisesti eritevuoto ja valonarkuus. Bakteeri-, virus- tai sieni-infektion lisaksi
silméan sidekalvon voi tulehduttaa my6s allerginen reaktio, mekaaninen arsytys, kuivasil-
maisyys tai jopa paikallinen laékitys. Markainen, kellertava erite eli rAhma voi viitata bak-
teeritulehdukseen, mutta vetistava ja valonarka silmé voi heréttaa epailyn viruskonjunk-
tiviitista. Tulehdus on usein helppo todeta ja hoitaa, mutta oireiden pitkittyessa voidaan

turvautua laboratoriotutkimuksiin taudin aiheuttajan selvittdmiseksi. (Seppéanen 2018.)

Hengitystieinfektioita adenoviruksista aiheuttavat tyypit 1, 2, 3, 4, 5 ja 7. Ne aiheuttavat
paaosin kuumeista ylahengitystieinfektiota ja voivat aiheuttaa tulehdusta nielurisoissa,
korvissa ja keuhkoissa. Oireena on usein korkea ja pitkékestoinen kuume, joka voi esiin-
tya myos ilman muita oireita. Laboratorioldydoksind voi muista virusinfektioista poiketen
todeta leukosytoosia ja korkeaa CRP:ta. Naiden I6yddsten ja taudinkuvan perusteella
adenovirusinfektio saatetaan virheellisesti todeta bakteeri-infektioksi, joka voi johtaa tar-

peettomiin antibioottihoitoihin. (Meurman — Ruuskanen 2010.)

3.3 Diagnosointimenetelmat

Adenovirusten diagnosoinnissa kaytetaan virusviljelya, antigeeniosoitusta immunofluo-
resenssimenetelmalla seka nukleiinihappo-osoitusta PCR-menetelmalla respiratorisissa
infektioissa. Lisaksi esimerkiksi HUS:n silmé-korvasairaalan silmatautien paivystyspoli-
klinikka kayttdd AdenoPlus -vieritestid adenoviruksen toteamiseen konjunktiviittiepai-
lyissa. Immunofluoresenssi sekd adenovirukselle tyypillisen solumuutoksen toteaminen
— niin sanottu sytopaattinen efekti eli CPE (katso kuvio 3) — virusviljelysta ovat molemmat
herkkia ja luotettavia menetelmiad, mutta niilla on heikkoutensa. Virusvilijely on menetel-
mana hidas, ja sen vastauksissa voi joissain tapauksissa kulua kaksikin viikkoa nayt-
teenotosta. Silméan sidekalvolta otettavan tikkunaytteen niukkuuden vuoksi antigeeni-

osoitus immunofluoresenssimenetelmalla ei valttamatta aina onnistu, silla menetelma



vaatii huolellisesti otetun naytteen, jossa on tarpeeksi infektoituneita soluja tuloksen luo-
tettavuuden takaamiseksi.

3.3.1 Polymeraasiketjureaktio eli PCR

PCR eli polymeraasiketjureaktio on adenoviruksen toteamisessa kaytetty diagnosointi-
menetelma etenkin hengitystiendytteissa. Se perustuu naytteessa olevan mahdollisen
kohde-DNA:n eli niin sanotun templaatti-DNA:n monistamiseen ja toteamiseen. Ennen
PCR:n aloitusta ndytteessé olevat solut hajotetaan, ja niista eristetddn niiden sisaltima
DNA. Eristetty DNA sekoitetaan reaktioon tarvittavien reagenssien kanssa, ja syntynyt
liuos siirretdan termosykleriin eli laitteeseen, joka lammittaa ja viilentaa reaktiota PCR-
reaktion vaiheiden vaatimien lampdtilojen mukaisesti sykleittain. Reaktio voidaan tulkita
joko geelielektroforeesilla reaktion paatyttyd, tai esimerkiksi reaaliaikaisesti fotometri-
sesti hyodyntamalla reaktioon lisattyja fluoresoivia aineita, jotka aktivoituvat kiinnittyes-
sé&én kohde-DNA:han. (Valones ym. 2009; Yu — Cao — Ji 2017.)

PCR-reaktio sisaltda tutkittavan DNA:n lisdksi monistukseen tarvittavat tutkittavalle
DNA-jaksolle spesifit alukkeet, polymeraasientsyymin, vapaita nukleotideja (ANTP) seka
reaktiolle suotuisat olosuhteet varmistavan puskuriliuoksen. PCR:n syklit koostuvat
useimmiten kolmesta vaiheesta: denaturaatio, alukkeiden kiinnittymisvaihe sekéa piden-
tymisvaihe. Esidenaturaation ja denaturaation aikana kaksijuosteisen kohde-DNA:n
juosteet irtoavat toisistaan. Alukkeiden kiinnittymisvaiheessa alukkeet kiinnittyvat niille
spesifeihin kohtiin DNA:ssa, rajaten monistettavan alueen. Pidentymisvaiheessa poly-
meraasientsyymi alkaa rakentaa DNA-juosteille vastinparia emdasparisaanndén mukai-
sesti kayttden vapaita nukleotideja, alkaen juosteisiin kiinnittyneista alukkeista. Piden-
nysvaiheen jalkeen sykli alkaa alusta. Téallaisia sykleja on tavallisimmin 30—40 kappa-
letta, ja jokaisen syklin aikana kohde-DNA monistuu eksponentiaalisesti aiempien syk-

lien tuotteita monistamalla. (Yu ym. 2017.)

3.3.2 Immunofluoresenssi ja virusviljely

Virologian laboratorioon tuleville silménaytteille suoritetaan tilaavan yksikon toiveista
riippuen useimmiten antigeeniosoitus ja virusviljely. Antigeeniosoituksessa naytteen si-
saltdmat solut fiksoidaan objektilasille, jonka jalkeen solut peitetaan adenovirukselle
spesifilla vasta-aineella, johon on valmiiksi konjugoitu fluoresoiva variaine. Ylimaarai-

nen variaine huuhdellaan pois kiinnittymattdmien vasta-aine-fluorofori-kompleksien



poistamiseksi. Valmis lasi mikroskopoidaan fluoresenssimikroskoopilla, jossa positiivi-
nen reaktio nakyy varillisena hohteena. (Sundaramurthy — Dhodapkar — Kaliaperumal —

Harish 2018.) Kuviossa 2 kaytetty reagenssi hohtaa vihreana.

Kuvio 2. Immunofluoresenssireaktio ndkyy vihreana hohteena. Terveet solut ndkyvat punaisina.

Virusviljely on menetelma, jossa soluviljelyputkeen siirretaén epadiltya virusta sisaltavaa
naytetta. Eri viruksille kaytetaan erilaisia solulinjoja. Virus infektoi viljelyputken soluja, ja
viliely laitetaan lampdkaappiin rikastumaan. Infektoituneet solut alkavat tuottamaan uu-
sia viruspartikkeleita, jolloin infektio leviaa edelleen muihin viljelyputken soluihin. Nain
virus rikastuu, ja pienestakin maarasta lahtdmateriaalia voidaan saada suuri maara in-
fektoituneita soluja. Menetelma on kuitenkin hidas, ja tulokset saattavat nakya vasta kah-
den viikon kuluttua siirroksesta. Viljelya voidaan kuitenkin kayttdd mydhemmin jatkotut-
kimuksiin, esimerkiksi viruksen tyypin selvittamiseen. Virusviljelyputkea sellaisenaan
mikroskopoidessa voidaan kuitenkin todeta kullekin virukselle tyypillisen sytopaattisen
efektin (CPE). Kuviossa 3 on adenovirukselle tyypillinen CPE, joka ilmenee solujen mor-
fologian muutoksena ja solukkoihin ilmaantuneina aukkoina. Tyypillista on myds
adenoviruksella infektoituneen solun kuperuus ja kiilto, mutta valokuvan kaksiulotteisuu-
den vuoksi kyseista ilmiota ei kuvasta voi havaita. Kuviossa 4 on vertailun vuoksi tervetta
solukkoa. (Sundaramurthy ym. 2018.) Positiivisen virusviljelyn tulos varmistetaan viela

antigeeninosoitusmenetelmalla.



Kuvio 3. Adenoviruksen infektoimaa solukkoa. Adenovirukselle tyypillinen solukkoon aukkoja
muodosta sytopaattinen efekti osoitettu punaisella nuolella. Kuva otettu valomikro-
skoopista suurennoksella 40x.

Kuvio 4. Tervetta adenoviruksen virusviljelyssa kaytettya solukkoa. Kuva otettu valomikroskoo-
pista suurennoksella 40x.

3.3.3 Quidel AdenoPlus

AdenoPlus on Yhdysvaltalaisen Rapid Pathogen Screening, Inc.:n (RPS) kehittdma, ny-
kydan Quidelin omistama immunokromatografiaan perustuva adenovirusten osoituk-
seen tarkoitettu vieritesti. Testi on suunniteltu erityisesti silmanaytteille. Valmistaja on
todennut sen reagoivan positiivisesti serotyyppeihin 1, 3, 4,5, 7, 8, 11, 14, 19, 31 ja 37.
Ei ole tietoa, kokeiltinko samalla muita serotyyppeja. Testia tutkittin myds ristireaktioi-



den varalta muilla silmén infektioita aiheuttavilla bakteereilla ja viruksilla. Testattavia bak-
teereita olivat Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneu-
moniae, Staphylococcus aureus, Moraxella catarrhalis, Chlamydia Trachomatis H ja |
seka Staphylococcus epidermis. Testattaviin viruksiin kuuluivat Echovirukset 6, 7 ja 11,
Parainfluenssavirukset 1, 2 ja 3, Rinovirus 1A, Herpes Simplex -virukset 2G, 1F ja 1HF
seka Coxsackievirus B1. Ristireaktiota ei havaittu yhdenkaan testatun mikrobin kohdalla.
(AdenoPlus 2018: 7.)

AdenoPlus -vieritestin herkkyytta on tutkittu sekd valmistajan ettd kahden riippumatto-
man tutkimusryhmén toimesta. Valmistaja ilmoittaa testin mukana tulevassa ohjeessa
testin herkkyydeksi 85 % (n = 128) (Sambursky ym. 2013). Kuitenkin tutkimusryhméa
Kam, Ong, Bunce, Ogunbowale ja Verma (2015) omassa tutkimuksessaan toteavat
herkkyyden olevan vain 39,5 % (n = 121). Myds tutkimusryhm& Sachdev, Boukouvala,
Ahluwalia, Crossman ja Mehta (2018) saivat herkkyydeksi vain 33,3 % (n = 27).

Testin periaate on immunokromatografinen. Naytteessa olevat viruksen antigeenit (kap-
sidin heksoniproteiini) tarttuvat testin kahteen heksoniproteiinille spesifiseen monoklo-
naaliseen vasta-aineeseen. Ensimmainen, kullalla paallystetty vasta-aine on nayttee-
seen lisattavassa puskuriliuoksessa ja toinen vasta-aineista on kiinnitetty varsinaiselle
detektioalueelle (result zone). Kultaleimatut vasta-aineet tarttuvat mahdolliseen antigee-
niin, joka siirtyy nestefaasissa kapillaari-ilmién seurauksena liuskaa ylospain. Kultalei-
matun vasta-aine-antigeenikompleksin kohdatessa detektioalueeseen kiinnitetyn toisen
vasta-aineen ne sitoutuvat siihen, ja reaktio on silmin nahtavissd punaisena viivana.
Liuskassa on myos kontrolliviiva (control zone), jonka tulisi nakya sinisena testin valmis-
tuttua. Mikéali kontrolliviivaa ei muodostu, testitulos ei ole hyvaksytty. (AdenoPlus 2018:

2, 5.) Kuviossa 5 esiintyy kaksi positiivista ja yksi negatiivinen testiliuska.
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Kuvio 5. Kuvassa Quidel AdenoPlus. Kaksi ylinté ovat positiivisia tuloksia, alin on negatiivinen.
Testiviiva nékyy punaisena, kontrolliviiva on sininen.



3.3.4 Savyon Diagnostics Ltd. QuickStripe Adenovirus

Israelilaisen Savyon Diagnostics Ltd.:n QuickStripe Adenovirus -vieritesti on suunniteltu
adenoviruksen toteamiseen respiratorisista naytteista. Testi on immunokromatografinen,
ja soveltuu keuhkojen imulimanaytteilla seka nenanielun tikkunaytteille. Savyon Diag-
nostics Ltd. ilmoittaa testinsa spesifisyyden ja herkkyyden olevan yli 99 % (n = 25). Vie-
ritestille ei ole todettu ristireaktioita. (QuickStripe Adenovirus 2012: 3.) Kuviossa 6 esite-
tédan kaksi positiivista ja yksi negatiivinen testiliuska.

Kuvio 6. Savyon Diagnostics QuickStripe Adenovirus. Kaksi positiivista ja yksi hegatiivinen tes-
tiliuska. Testiviiva on sininen, kontrolliviiva on vihreé.

3.3.5 CerTest Adenovirus Resp.

Espanjalainen CerTest on kehittanyt respiratoristen adenovirusten toteamiseen CerTest
Adenovirus Resp. -vieritestin. Testi on immunokromatografinen, ja se voi kayttaa seka
tikkunaytetta nendaontelosta ettéa keuhkojen imulimanaytetta. Nayteliuskaan on kiinnitetty
testialueelle (T) hiiren monoklonaalisia vasta-aineita, seka kontrollialueelle (C) janiksen
polyklonaalisia vasta-aineita. Liuskan naytealueella (S) on hiiren monoklonaalisiin
adenovirus-vasta-aineisiin konjugoituja punaisia lateksipartekkeleita, jotka Kiinnittyvat
testialueen (T) vasta-aineisiin, mikali naytteesta loytyy adenoviruksen antigeeneja. Li-
saksi naytealueella (S) on janiksen polyklonaalisiin adenovirus-vasta-aineisiin konjugoi-
tuja vihreita lateksipartikkeleita, jotka kiinnittyvét kontrollialueen (C) vasta-aineisiin. Val-
mistajan mukaan vieritestille ei ole todettu ristireaktioista johtuvia vaaria positiivisia tu-
loksia. CerTest ilmoittaa testinsa spesifisyyden ja herkkyyden olevan yli 99 % (n = 25).
(CerTest Adenovirus Resp. 2013: 5.) Kuviossa 7 esitetdan kolme positiivista ja kaksi

negatiivista testiliuskaa.
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Kuvio 7. CerTest Adenovirus Resp. Kuvassa alkaen vasemmalta: Kaksi positiivista, kaksi ne-
gatiivista ja yksi positiivinen. Testiviiva nakyy punaisena, kontrolliviiva on vihrea.

4 Tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymys

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittdd herkkyys- ja spesifisyys AdenoPlus-,
QuickStripe Adenovirus- seka Certest Adenovirus Resp. -vieritesteille. Lisaksi maarite-
taan AdenoPlus- ja QuickStripe Adenovirus -vieritestien alin detektiopitoisuus kaytta-
malla virusviljelyksesta tehtdvaa laimennossarjaa. Tavoitteena on kyseisten vieritestien
evaluointi soveltuvaksi diagnostiseen kayttoon. Vieritestien toteaminen luotettavaksi no-
peuttaisi diagnoosia ja oikean hoidon aloittamista. Se vahentdisi osaltaan tehtavien vi-
rusviljelyiden maaraa ja nain pienentaisi tutkivan laboratorion tydmaaraa. Tutkimuskysy-
myksena oli, ovatko edella mainitut vieritestit luotettavia tydkaluja silman tai hengitystei-

den adenovirusinfektion diagnosointiin.

5 Opinnaytetyon toteutus

Opinnaytetydn aineistonkeruu tehtiin yhteistydssa HUSLABIn Virologian yksikon kanssa
kyseisen yksikdn laboratorion tiloissa. Tata ennen suoritettiin viikon kestava perehtymis-
jakso, jossa tutustuttiin adenovirusdiagnostiikassa kaytdssa oleviin menetelmiin, aineis-
ton keraamisessa kaytettaviin tydmenetelmiin ja -tiloihin seké infektiivisen materiaalin
kasittelyyn liittyviin tydturvallisuuskaytantéihin., Kaytdnnén osuus valmistui marras-
kuussa 2018. Keratysta aineistosta muodostettiin frekvenssijakauma, josta laskettiin

sensitiivisyys, spesifisyys seké ennustearvot.

5.1 Naytteet

Naytteind toimivat diagnostisiin tarkoituksiin keratyt potilasnaytteet seka virusviljelyssa

rikastetut adenoviruskannat. Tutkittavia naytteitd oli kaikkiaan 158. Potilasnaytteet olivat
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imulima- tai tikkunaytteitd. Imulimanaytteet (18/158) oli otettu nen&nielusta puhtaisiin
muoviputkiin. Tikkun&ytteet oli otettu dacron- tai nukkatikulla joko silmén sidekalvolta
(92/158) tai nenanielusta (32/158) ja sailotty Copanin kuljetusnestetta sisaltaviin virus-
kuljetusputkiin (Copan UTM Viral Transport Media). Virusviljelynaytteitd oli yhteensa
16/158. Kaikki naytteet ja reagenssit sekoitettiin huolellisesti niiden homogenisoimiseksi
ennen tutkimista. Dacron- ja nukkatikkuja puristettiin kuljetusputken seinamiin niin, etta
niiden sisaltamat solut valuivat kuljetusnesteeseen puristellun nesteen mukana. Tes-
tauksiin kaytettiin joko imulimaa tai soluja siséltavaa kuljetusnestetta. Virusviljelyja lu-
kuun ottamatta kaikki naytteet olivat varastoitu -20°c asteeseen. Naytteet olivat keratty
vuosien 2017-2018 kuluessa ja olivat siten eri ikaisia. Kaytetyt naytteet ja niiden luku-

maara on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2.  Kaytettavat naytteet, niiden lukumaara ja niille tarkoitetut testit.
Testi Laimen- Eri kannat PCR-posi- Antigeeni-  Antigeeni-  Negatiivi-
nossarja tiiviset osoitus- ja osoitus- set silma-
hengitys- virusviljely-  negatiivi- naytteet
tienaytteet  positiiviset set ja vi-
silmanayt-  rusviljely-
teet positiiviset
silmanayt-
teet
Quidel Tyypit 4, Tyypit 1, 0 kpl 10 kpl 0 kpl 10 kpl
AdenoPlus ja 19 2,3
CerTest Ei tehty Ei tehty 50 kpl 10 kpl 0 kpl 40 kpl
Adenovirus
Resp.
QuickStripe | Tyypit 4, Tyypit 1, 50 kpl 30 kpl 12 kpl 50 kpl
Adenovirus | ja 19 2,3

5.2 Sensitiivisyyden ja spesifisyyden maaritys

Maaritykset suoritettiin testaamalla naytteita testipakettien mukana tulevia ohjeita nou-
dattaen. Testeille ei ajettu erikseen kontrolleja testiliuskojen rajallisen maaran vuoksi.
Toisaalta positiivisiksi luokitellut naytteet oli todettu adenoviruspositiivisiksi PCR-mene-
telmalla (hengitystiendytteet) tai antigeeniosoitus- ja/tai virusviljelymenetelmalla (silma-
naytteet). Naytelaatuina kaytettiin adenoviruksen suhteen PCR-positiivisia hengitystie-

naytteita, adenoviruksen suhteen positiivisia silméan tikkunaytteita, seka taysin negatiivi-
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sia silméan tikkunaytteita. Kaytettyjen naytteiden maaréat ja niille suoritetut testit ovat esi-
tetty taulukossa 2. Naytteet olivat pakastettuja, joten niiden annettiin sulaa ennen kayt-
t6a. Kaikki naytteet ja reagenssit sekoitettiin ennen tutkimista Vortex-sekoittimella. llmoi-

tettu positiivisuus ja negatiivisuus on suhteessa adenovirukseen.

QuickStripe Adenovirus -vieritestin sensitiivisyyden ja spesifisyyden maarityksessa tes-
tattiin yhteensa 100 naytettd, joista oli PCR-menetelmalla positiivisiksi todettuja 50/100,
ja negatiivisiksi todettuja loput 50/100. Positiiviset naytteet olivat joko nenanielusta imet-
tya limaa (18/50) tai nenanielusta pyyhittyja tikkunaytteita (32/50). Negatiiviset naytteet
olivat silman sidekalvolta otettuja tikkunaytteita. Imulimanaytteita testattaessa naytetta
pipetoitiin 300 pl erilliseen putkeen. Siihen lisattiin 3 tippaa testin mukana tulevaa nayt-
teen laimenninta kayttaen laimentimen pullon tippakorkkia, jonka jalkeen se sekoitettiin
huolellisesti Vortex-sekoittimella. Tikkunaytteita testattaessa laimennusnestetta lisattiin
15 tippaa ensin testiputkeen, jonka jalkeen siihen lisattiin ndyte asettamalla siihen nay-
tetikku, jota sekoitetaan ja puristetaan nesteeseen. Tikku poistettiin putkesta. Testiliuska
poistettiin pussistaan, ja asetettiin karki edella testiputkeen. Tulos luettiin kymmenen mi-
nuutin kuluttua. Positiivinen tulos nadkyi sinisena viivana liuskan testialueella. Liséksi
kontrollialueella tulee nékya viiva, muutoin testi hylatdan ja uusitaan. (QuickStripe
Adenovirus 2012.) Yhtddn QuickStripe Adenovirus -vieritestin tulosta ei tassa opinnay-

tetydssa jouduttu hylkdamaan.

CerTest Adenovirus Resp. -vieritestin sensitiivisyyden ja spesifisyyden maaritykseen
kéaytettiin yhteensa 90 naytetta, joista 50/90 olivat PCR-menetelmalla positiivisiksi todet-
tuja, ja 40/90 negatiivisiksi todettuja. Positiiviset naytteet olivat joko nenanielusta imettya
limaa (18/50) tai nenanielusta pyyhittyja tikkunaytteita (32/50). Negatiiviset naytteet oli-
vat silman sidekalvolta otettuja tikkunaytteitd. Imulimanaytteita testattaessa naytetta ti-
putettiin 6 tippaa erilliseen testiputkeen kayttaen testin mukana tulevaa pipettia. Testi-
putkeen lisattiin 9 tippaa testin mukana tulevaa reagenssia kayttaen reagenssipullon tip-
pakorkkia. Tikkunaytettd testattaessa testiputkeen liséttiin ensin 15 tippaa reagenssia,
jonka jalkeen tikku upotettiin testiputkeen, ja sen karked puristettiin putken seinamiin
voimakkaasti minuutin ajan. Tikku poistettiin putkesta. Testiputkea sekoitettiin Vortex-
sekoittimella minuutin ajan. Testikasetti poistettiin pussistaan, ja asetettiin vaakatasoon
tyotasolle. Testiputkesta pipetoitiin naytetta testin mukana tulevalla pipetilla 4 tippaa tes-
tikasetin nayteikkunaan (S). Tulos luettiin 10 minuutin kuluttua. Positiivinen tulos nakyi

punaisena viivana testialueella (T). Kontrollialueella (C) tulee my6s nakya viiva, muutoin
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testi hylataan ja uusitaan. (CerTest Adenovirus Resp. 2013.) Yhtaan CerTest Adenovirus
Resp. -vieritestin testitulosta ei jouduttu hylkddmaan.

Sensitiivisyys ja spesifisyys sek& ennustearvot laskettiin kayttamalla lukuja a. Oikeat po-
sitiiviset, b. Vaarat positiiviset, c. Vaarat negatiiviset ja d. Oikeat negatiiviset. Saadut
luvut on esitetty taulukossa 6. QuickStripe Adenovirus ja CerTest Adenovirus Resp. -
vieritestien sensitiivisyyden, spesifisyyden ja ennustearvojen laskentaan kaytettiin vain
adenoviruksen suhteen PCR-positiivisten hengitystienaytteiden tuloksia sek& vastaa-
vasti negatiivisia silman tikkunaytteiden tuloksia. AdenoPlus -vieritestin tulosten lasken-
nassa kaytettiin vain adenoviruksen suhteen positiivisten ja -negatiivisten silman tik-

kunaytteiden tuloksia. Laskentaan kaytetyt kaavat on esitetty taulukossa 1.

5.3 Detektioherkkyysmaarityksen suoritus

AdenoPlus ja QuickStripe Adenovirus -vieritestien detektioherkkyysmaaritykset toteutet-
tiin kayttaen tunnetuista viljellyista viruksista tehtyja laimennossarjoja. CerTest Adenovi-
rus Resp. -vieritestille ei tehty detektioherkkyysmaaritysta opinnaytetyéhoén varattujen
testien maaréan rajallisuuden vuoksi. AdenoPlus -vieritestin valmistaja ilmoittaa testinsa
detektioherkkyydeksi 40-50 viruspartikkelia mikrolitrassa. Tasta syysta AdenoPlus -vie-
ritestin detektioherkkyyden testaus oli erityisen mielenkiinnon kohteena. Laimentimena
kaytettiin fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (PBS). HUSLABIn Virologian yksikdn
adenovirusdiagnostiikassa kayttamaa solulinjaa, kaytettya ravintoliuosta tai rikastusolo-
suhteita ei salassapitosopimukseen nojaten kerrota. Viruskannoiksi valittiin tyypit 4 ja 8,
jotka ovat olleet yleisimpia viljelyloydoksia silméanaytteistda HUSLABIn Virologian yksi-
koéssd. Kannat olivat tunnettuja, eristettyja viruskantoja, jotka on tilattu tutkimuskayttéon
American Type Culture Collection ATCC:lta. Lisaksi testeja kokeiltiin 1:10 -suhteella lai-
mennettuihin potilasnaytteista viljeltyihin adenovirustyyppeihin 1, 2, 3 ja 19, joista tyy-
pista 19 tehtiin vielda laimennossarja (kuvio 8). Tama tyypin 19 laimennossarja analysoi-
tiin kvantitatiivisella PCR-menetelmalla, jolloin selvitettiin ndytteessa olleiden viruspartik-
keleiden maara. Tyypit 4 ja 8 testattiin opinnaytetyon toteutuksen alussa, ja tyyppi 19
toteutuksen lopussa. Tasta syysta tyypeille 4 ja 8 ei suoritettu kvantitatiivista PCR -tutki-
musta, silla se oli suunniteltu suoritettavaksi viimeisena tutkimuksena. Naytteet tyypeista
1, 2, 3 ja 19 saatiin HUSLABIn omista potilasnaytteista, joille oli aikaisemmin suoritettu
serotyypitys. Naytteet tutkittiin kayttaen AdenoPlus- ja QuickStripe -vieritesteja valmista-

jien kayttbohjeiden mukaisesti.
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Jokaiselle virustyypille sovellettiin viljelyssd samaa naytemaara/rikastusliemi -sekoitus-
suhdetta, mutta viruspartikkeleiden maara lahtémateriaalissa oli naytelaaduista johtuen
eri. Testit suoritettiin, kun naytteessa oli valomikroskoopilla havaittavissa riittdvan voima-
kas adenovirukselle tyypillinen CPE (sytopaattinen efekti). Rikastuminen tapahtui hie-
man eri vauhtia, joten testaus suoritettiin useana eri paivana. Kaikkiin naytteisiin pyrittiin
saamaan testaushetkelld yhté voimakas CPE, jotta tulokset olisivat mahdollisimman hy-
vin toisiinsa verrattavia. Tyypista 8 tehtiin kokeilun vuoksi laimennokset seké rikastus-
liemesté etta putken seinédltd raaputetuista soluista, mutta tuloksissa ei ollut nailla tes-

teilld havaittavaa eroa.

Kuvio 8. Adenovirus 19 -laimennossarja. Pitoisuudet alkaen vasemmalta: Laimentamaton
nayte, 1:10, 1:20, 1:40, 1:60, 1:70, 1:100 ja 1:1000

AdenoPlus -kitin mukana tulee naytteen keraimia, testikasetteja seka puskuriliuospulloja.
Nayte otetaan kerdimessa olevalla naytetyynylla testattavasta silmasta hieroen kevyesti
tulehtunutta kudosta luomen sisapuolelta, kunnes naytetyyny Kkiiltda. Keraimen karki ase-
tetaan testikasetin ikkunaan, kunnes se naksahtaa. Testikasetin kéarjen korkki irrotetaan
ja kastetaan puskuriliuokseen véahintdan 20 sekunniksi. Jokaiselle testille kaytetdan
omaa puskuriliuospulloaan. Korkki asetetaan takaisin, ja testi asetetaan vaakatasoon
kymmeneksi minuutiksi, jonka aikana neste kulkeutuu liuskaa pitkin. Tulos luetaan kym-
menen minuutin kuluttua. Mikali testi on negatiivinen tai neste ei ole kulkenut koko mat-
kaa, odotetaan 5 — 10 minuuttia, jonka jalkeen tulos luetaan uudestaan. (AdenoPlus
2018: 4-6.) Koska tassa opinnaytetydssa naytettd ei otettu suoraan potilaasta vaan
sdilotysta naytteesta, kastettiin naytteen kerdaimen naytetyyny nayteputken nesteeseen
silmédn sidekalvon sijaan. QuickStripe Adenovirus -vieritestia kaytettiin  kuten

sensitiivisyyden ja spesifisyyden maarityksessa.
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6 Opinnaytetyon tulokset

Kaikkiaan testattuja naytteita oli yhteensa 158, joista 16/158 koostui detektioherkkyys-
maarityksia varten tehdyista viruskantojen laimennossarjoista. Naytteista 148/158 tutkit-
tiin vuoden 2018 marraskuussa. AdenoPlus -vieritestin spesifisyysmaaritykseen kaytetyt
negatiiviset silménaytteet (n = 10) tutkittiin Virologian yksikon toimesta tammikuussa
2019.

6.1 Detektioherkkyys

Detektioherkkyysmaaritys suoritettiin kayttamalla kolmesta adenoviruksen eri serotyy-
pista tehtyja laimennossarjoja. Laimennossarjaan kuuluivat laimennokset pitoisuuksilla
1:1, 1:10, 1:20, 1:40, 1:60, 1:70, 1:100 ja 1:1000. Alimman detektioherkkyyden virus-
maaran maaritys tehtiin tyypista 19 tehdyn laimennossarjalle. QuickStripe Adenovirus -
vieritesti antoi positiivisen tuloksen tyypin 19 adenovirukselle alimmillaan 1:20 -pitoisuu-
dessa (289 viruspartikkelia per pl). Tyypin 4 adenovirusta QuickStripe Adenovirus -vieri-
testi havaitsi alimmillaan 1:100 -pitoisuudessa. AdenoPlus -vieritesti havaitsi tyypin 19
adenovirusta alimmillaan 1:60 -pitoisuudessa (70,5 viruspartikkelia per ul). Tyypin 4 ja 8
adenovirusta AdenoPlus -vieritesti havaitsi alimmillaan 1:100 -pitoisuuksissa. Tulokset

on eritelty taulukossa 3.

Taulukko 3.  Detektioherkkyysmittausten tulokset

Tyyppi Alin detektiopitoisuus Alin detektiopitoisuus Kasvatuspaivia
(viruspartikkeleiden (viruspartikkeleiden
maara sulkeissa) maara sulkeissa)
QuickStripe Adenovi- AdenoPlus
rus
4 ‘ 1:100 1:100 2
8 ‘ 1:10 1:100 2
19 ‘ 1:20 (289 / pl) 1:60 (70,5 / pl) 10

6.2 Sensitiivisyys ja spesifisyys

PCR -menetelmalla adenoviruspositiivisiksi todettuja keuhkon imulima- sek& nenanielun

tikkunaytteita oli yhteensa 50. Niita testattiin CerTest Adenovirus Resp. ja QuickStripe



16

Adenovirus -testeilla. N&aita naytteita ei testattu AdenoPlus -vieritestilld, koska tata testia
ei ollut valmistajan ilmoittamasta kayttotarkoituksesta ja testin korkeasta hinnasta joh-
tuen aiheellista evaluoida muille kuin silménéaytteille. Naytteistd CerTest Adenovirus
Resp. -vieritesti havaitsi positiivisiksi 18/50. Positiivisiksi havaituista ndytteista 12/18 oli
tikkunaytteita ja 6/18 imulimaa. Vastaavat luvut QuickStripe Adenovirus -vieritestilla oli-
vat 11/50 positiiviseksi havaitusta 9/11 tikkunaytettd ja 2/11 imulimaa. Lisaksi kaikki
QuickStripe Adenovirus -vieritestin positiivisiksi havaitsemat olivat positiivisia myos Cer-
Test Adenovirus Resp -vieritestilla. QuickStripe Adenovirus -vieritesti ei siis havainnut
yhtaan positiivista, jota CerTest Adenovirus Resp. -vieritesti ei olisi havainnut. Tulokset

on eritelty taulukossa 4.

Taulukko 4. PCR-positiivisten naytteiden tulokset

Tulokset CerTest Adenovirus Resp. QuickStripe Adenovirus
Positiivisia 18 11

Positiivisia % 36,0 % 22,0 %

Negatiivisia 32 39

Negatiivisia % 64,0 % 78,0 %

Yhteensa 50 50

Silman sidekalvolta otettuja, seka antigeeniosoitus- ettd virusviljelymenetelmalla
adenoviruspositiivisiksi todettuja tikkunaytteitd oli yhteensa 30. CerTest Adenovirus
Resp.- tai QuickStripe Adenovirus -vieritestit eivat kummatkaan saaneet yhtaan positii-
vista tulosta. AdenoPlus -vieritesti havaitsi adenovirusta 8/10 testatusta naytteesta.
Naista 10:sta AdenoPlus -vieritestilla tutkitusta silmanaytteesta laskettiin kyseisen vieri-
testin sensitiivisyys ja spesifisyys. Tulokset on eritelty taulukossa 5. Taulukossa testin
nimen perassa oleva luku ilmoittaa kyseisella testilla testattujen naytteiden maaran. Kul-
lakin vieritestilla tutkittavien naytteiden maaraan vaikutti opinnaytetyéhon varattujen vie-

ritestien maara.
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Taulukko 5.  Antigeeniosoitus- ja virusviljelypositiivisten silmanéytteiden tulokset.

Tulokset CerTest QuickStripe AdenoPlus n =
Adenovirus Adenovirus n = 10
Resp. n=10 30

Positiivisia 0 0 8

Positiivisia % 0% 0% 80 %

Negatiivisia 10 30 2

Negatiivisia % 100 % 100 % 20 %

Yhteensa 10 30 10

Vastaavasti silmén sidekalvolta otettuja, adenovirukselle virusviljelypositiivisia mutta an-
tigeeniosoitusnegatiivisia naytteita tutkittiin yhteensa 12. Naitd naytteita tutkittiin vain
QuickStripe Adenovirus -vieritestilla. QuickStripe Adenovirus ei havainnut naista nayt-
teistd yhtaan positiivista. Naita naytteita ei tutkittu AdenoPlus- tai CerTest Adenovirus
Resp. -vieritesteilla kaytettavissa olevien vieritestien rajallisen maaran vuoksi. Tulokset

on eritelty taulukossa 6.

Taulukko 6.  QuickStripe Adenovirus- vieritestilla adenovirukselle viljelypositiiviset mutta anti-
geeniosoitusnegatiiviset naytteet.

Tulokset QuickStripe
Adenovirus n =
12

Positiivisia 0

Positiivisia % 0%

Negatiivisia 12

Negatiivisia % 100 %

Yhteensa 12

Spesifisyyden tutkimiseksi kaikkia kolmea vieritestia testattiin myds negatiivisilla nayt-
teilla. Naytteet olivat tutkitusti adenovirus -negatiivisia silman tikkunaytteita. Naytteet oli
todettu negatiivisiksi viljely- ja antigeeniosoitusmenetelmilla. Vieritestit eivat saaneet yh-
taan vaaraa positiivista tulosta. Ei ole tiedossa, sisalsivatkd naytteet mitddn muita mik-

robeja. Tulokset on eritelty taulukossa 7. Taulukossa vieritestin nimen perassa oleva
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numero ilmoittaa testattujen naytteiden maarén. Testattujen naytteiden maaraan vaikutti
opinnaytety6hon varattujen vieritestien maara. AdenoPlus -vieritestilla testatut negatiivi-
set naytteet testattiin Virologian yksikon toimesta tammikuussa 2019.

Taulukko 7. Negatiivisten silméanaytteiden tulokset.

Tulokset CerTest QuickStripe AdenoPlus n =
Adenovirus Adenovirus n = 10
Resp. n =40 50

Positiivisia 0 0 0

Positiivisia % 0% 0% 0%

Negatiivisia 40 50 10*

Negatiivisia % 100 % 100 % 100 %

Yhteensa 40 50 10

*Tutkittu tydn suorituksen jalkeen Virologian yksikdn toimesta

6.3 Yhteenveto

Vieritestien sensitiivisyyden ja spesifisyyden maaritykseen kaytettyja naytteitéd oli yh-
teensa 142. Saadut tulokset koottiin taulukoihin, ja taulukoista tehtiin yhteenveto (tau-
lukko 8). Tasta yhteenvedosta laskettiin ndiden tulosten perusteella saadut sensitiivi-
syys, spesifisyys seké positiivinen ja negatiivinen ennustearvo. AdenoPlus -vieritestin
sensitiivisyys ylsi 80 %:iin (n = 10), CerTest Adenovirus Resp. -vieritesti 36 %:iin (n = 50)
ja QuickStripe Adenovirus -vieritesti 22,0 %:iin (n = 50). Spesifisyys ja positiivinen en-
nuste oli kaikilla kolmella vieritestilla 100 % (AdenoPlus n = 10, CerTest Adenovirus
Resp. n = 40, QuickStripe Adenovirus n = 50). Negatiivinen ennuste oli AdenoPlus -
vieritestilla 83,3 %, CerTest Adenovirus Resp. -vieritestilla 55,6 % ja QuickStripe
Adenovirus -vieritestilla 56,2 %. Oikeita positiivisia tuloksia AdenoPlus -vieritesti sai 8/10,
CerTest Adenovirus Resp. -vieritesti 18/50 ja QuickStripe Adenovirus -vieritesti 11/50.
Oikeita negatiivisia tuloksia AdenoPIlus -vieritestilla oli 10/10, CerTest Adenovirus Resp.

-vieritestilla 40/40 ja QuickStripe Adenovirus -vieritestilla 50/50.
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Taulukko 8. Yhteenveto

Testi Oi- V&aa- vaaradt Oikeat Sensiti- Spesifi-  Positiivi-  Negatii-
keat rat nega- negatii- visyys Syys nenen-  vinen en-
posi- posi- tiiviset viset nuste nuste
tiivi-  tiivi-
set set

AdenoPlus | 8 0 2 10 80,0% 100,0% 100,0% 83,3%

CerTest 18 0 42 40 30,0% 100,0% 100,0% 48,8%

Adenovirus

Resp.

QuickStripe | 11 0 39 50 220% 100,0% 100,0% 52,6 %

Adenovirus

7 Pohdinta

Soluviljelyilla rikastettuja viruksia lukuun ottamatta naytteet olivat potilasnaytteita.
Adenovirusepdilyjen suhteellisen harvinaisuuden vuoksi tuoreita potilasnaytteita ei ollut
kohtuullista odottaa, joten tutkimuksen potilasnaytteet olivat pakastettuja ja useita kuu-
kausia vanhoja. QuickStripe Adenovirus -vieritestin kayttdohjeiden mukaan testattavat
naytteet tulisi olla alle 8 tuntia vanhoja, ja CerTest ilmoittaa oman vieritestinsa herkkyy-
den laskevan naytteen sailytysajan kasvaessa. Pitkaa sailytysaikaa ei voi poissulkea
testien heikon suoriutumisen syyna. Liséksi naytteet olivat jo kertaalleen analysoituja,
joten on myds mahdollista, ettei naytteisséa olleiden virusten maara ylittdnyt testien de-
tektiorajaa. Antigeeniosoituksella positiivisiksi todetut naytteet olivat silman tikkunayt-
teita, joiden tutkimiseen CerTest Adenovirus Resp.- tai QuickStripe Adenovirus -vierites-
teja ei ole suunniteltu. Vaikka QuickStripe Adenovirus-testin myyjalta saadun tiedon mu-
kaan myds silméan tikkunaytteiden olisi pitanyt soveltua testimateriaaliksi, tamé on toden-
nakoisesti syyna sille, miksei kumpikaan testeista havainnut naista naytteista yhtaan po-

sitiivista. Nama heikot tulokset olivat siis myds osittain odotettuja.

7.1 Tulosten tarkastelu

AdenoPlus:n sensitiivisyys ylsi tassa opinnaytetytssa 80 %:iin. Luku on hieman mata-
lampi kuin valmistajan ilmoittama 85 % (Sambursky ym. 2012), mutta merkittavasti kor-
keampi kuin Kamin tai Sachdevin tutkimusryhmien tulokset 39,5 % ja 33,3 % (Kam ym.

2015; Sachdev ym. 2018). Syy naille eroille ei ole tiedossa. Kaikki kolme tutkimusryhméaa
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suorittivat sensitiivisyyden maarityksen ottamalla tutkittavan naytteen suoraan potilaan
sidekalvolta, mihin testi on suunniteltu. TAss& opinnaytetydssa kaytettiin potilaasta otet-
tuja tikkunaytteitd, jotka oli s&ilotty Copanin viruskuljetusputkiin (Copan UTM Viral
Transport Media). Naytemateriaalina toimi viruskuljetusputkien kuljestusneste. Nain itse
naytetté saatiin runsaasti. Toisaalta voisi olettaa, ettd suurempi nestemaara olisi virus-

konsentraatioltaan matalampi, kuin suoraan silmasta imeytetty neste.

QuickStripe Adenovirus sekd CerTest Adenovirus Resp. suoriutuivat valmistajan ilmoit-
tamia lukemia heikommin: QuickStripe Adenovirus -vieritestin sensitiivisyys oli tdssa tut-
kimuksessa vain 22 % ja CerTest Adenovirus Resp. -vieritestin 36%. Todennadkaisin syy
alhaisille lukemille on naytteiden pitka sailytysaika, silld kyseiset vieritestit ovat tarkoitettu
tuoreille naytteille. QuickStripe Adenovirus ja CerTest Adenovirus Resp. -vieritesteja tes-
tattiin myds silmanaytteilla, mutta naiden naytteiden joukosta mainitut vieritestit eivat |0y-
tédneet yhtaan positiivista. Toisaalta kyseisia vieritesteja ei ole suunniteltu silmanaytteille,

joten tulokset olivat odotettuja.

Koska AdenoPlus on suunniteltu nimenomaan silmanaytteille, ei sen tuloksia voida suo-
raan verrata respiratorisille naytteille tarkoitettujen CerTestin tai QuickStripen testien tu-
loksiin. Lisaksi on huomioitava testien vdlilla poikkeava naytemaara, joka osaltaan vaa-
ristdd ennusteprosentteja. Tasta syysta tulokset eivét ole keskenééan verrannollisia. Tu-
lokset viittaavat testien olevan hyvin spesifeja, mutta yhdenkaan testin herkkyys ei yleta

valmistajien ilmoittamiin lukemiin.

Detektioherkkyysmaaritykset suoritettiin QuickStripe Adenovirus- seka AdenoPlus -vie-
ritesteille. AdenoPlus valikoitui maaritykseen siksi, etta tarve herkkyyden maarittdmiseen
tulee myds testin Kklinikkakaytdsta johtuen, ja liséksi sen oli suorittanut myés valmistaja
itse. QuickStripe Adenovirus -vieritestille se suoritettiin mielenkiinnosta, silla kyseisia tes-
teja jai sen suuremman pakkauskoon vuoksi spesifisyyden ja sensitiivisyyden maarityk-
sen jalkeen yli. CerTest Adenovirus Resp. -vieritestin valmistaja ei ilmoittanut testin de-
tektioherkkyytta, eika testeja jadnyt spesifisyyden ja sensitiivisyyden maarityksen jalkeen
ylimaaraisia. Naistd syista sen detektioherkkyyttd ei mydskaan tdssa opinnaytetytssa

maaritetty.

QuickStripe Adenovirus -vieritestin detektioraja (289 virusta / pl) osoittautui AdenoPlus -
vieritestia (70,5 virusta / ul) korkeammaksi. Toisaalta QuickStripe Adenovirus -vieritestia

ei ole suunniteltu silmanaytteille, joissa tutkittava solumaaré on respiratorisia naytteita
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vahaisempi. Tasta syysta QuickStripe Adenovirus -vieritestin ei valttamatta tarvitse yltaa
samanlaiseen detektioherkkyyteen. Liséksi AdenoPlus ei mydskaan tassa suhteessa yl-
tanyt valmistajan ilmoittamaan detektiorajaan 40-50 virusta per pl. Toisaalta valmistaja
ilmoittaa 40-50 viruspartikkelin olevan vain arvio, silla valmistajan tutkimuksessa kaytet-
tiin irrallisia heksoniproteiineja viruksen infektoimien solujen sijaan. Tamé voi osaltaan

vaikuttaa tdsséa opinnaytetyssa ja valmistajan tutkimuksessa saatujen lukujen eroon.

7.2 Johtopaatokset

Kaikki vieritestit eivat yltdneet niiden valmistajien ilmoittamiin lukemiin. Pelk&stdan néi-
den tulosten perusteella seké CerTest Adenovirus Resp.- etta QuickStripe Adenovirus -
vieritestit eivat tuo tarvittavaa diagnostista lisdarvoa eivatka sovellu tyon tilanneen labo-
ratorion kayttoon respiratorisen adenoviruksen diagnosointiin. Opinnaytetydssa kaytet-
tyjen naytteiden pitkan sailytysajan vuoksi tuloksia ei kuitenkaan voi pitaa taysin luotet-

tavina, ja naiden vieritestien kohdalla lisatutkimukset olisivat tarpeen.

AdenoPlus -vieritesti jai 80 % sensitiivisyydelladn vain 10 % alle valmistajan ilmoittaman
lukeman, ja opinnaytetydn tilaaja on kertonut tuloksen olevan lupaava. AdenoPlus -vie-
ritestin sensitiivisyytta testattiin tosin vain 10:1l& naytteelld, joten on mahdollista, etta mai-
nittu 10 % ero kapenisi suuremmalla ndytemaaralla. Ei ole mytdskaan varmuutta, onko
tassa opinnaytetydssa kaytetyn naytelaadun ja AdenoPlus -vieritestille tarkoitetun nay-
telaadun erolla vaikutusta tuloksiin. Naiden seikkojen varmistamiseksi lisatutkimukset
olisivat tarpeen. Kuitenkin puhtaasti tdman opinnaytetyon tuloksia tarkastellessa
AdenoPlus -vieritestia voidaan pitda kayttokelpoisena vieritestind adenoviruksen aiheut-
taman konjunktiviitin diagnostiikassa. Niin ikdan naiden tulosten perusteella QuickStripe
Adenovirus ja CerTest Adenovirus Resp. -vieritestit eivat heikon suoriutumisensa vuoksi

sovellu testatussa kayttdtarkoituksessa respiratorisen adenoviruksen toteamiseen.

7.3 Kehittamisehdotukset

Tassa opinnaytetydssa kaytetyt naytteet olivat viljeltyja viruskantoja lukuunottamatta po-
tilasnaytteitd, joita oli sailytetty joistain kuukausista jopa vuoteen. Quidel, CerTest seka
Savyon Diagnostics Ltd. (QuickStripe Adenovirus) ilmoittavat vieritestiensa toimivan par-
haiten tuoreilla naytteilla, joten saildtyt naytteet eivat olleet niiden kayttoon néahden opti-

maalisia. Sopivien naytteiden saaminen on epavarmaa niiden satunnaisuuden ja
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adenoviruksen epidemiallisen luonteen vuoksi, joten luotettavamman tuloksen saa-
miseksi taméan kaltaisen tutkimuksen tulisi olla pidempiaikainen. CerTest Adenovirus
Resp.- ja QuickStripe Adenovirus -vieritestien kohdalla naytteet tulisi analysoida heti nii-
den saavuttua tutkivaan laboratorioon. AdenoPlus -vieritestia tulisi kayttaa jo hoitoyksi-
kossé potilaan lasna ollessa, silla sen naytteenkerdin on suunniteltu kaytettavaksi suo-
raan potilaan silman sidekalvolle. Talla tavoin my6s tutkittava ndytemaara voisi olla suu-

rempi, mika osaltaan lisdé tutkimuksen luotettavuutta.

7.4 Eettisyys

Opinnaytetyolle myonnettiin HUS:n tutkimuslupa marraskuussa 2018. Testattavat nayt-
teet olivat potilasnaytteitd seka rikastettuja tai kaupallisia, tunnettuja viruskantoja. Tyon
kannalta alkuperaisten naytteiden antaneiden potilaiden tiedot eivat ole relevantteja, eik&
niita kasitella raportissa. Naytteiden tuloksia kasiteltiin tytn aikana pseudonymisoituna.
Naytteiden tunnistamiseksi valtamattomia tietoja sisdltdéneet dokumentit jaivat Virolo-
gian yksikon haltuun. Opinndytetyon aikana ei tapahtunut potilaskontaktia. Tydssa pyrit-
tiin noudattamaan tarkasti Tutkimuseettisen neuvottelukunta TENK:n maarittdmaa hy-
vaa tieteellistd kaytantoa: tydssa ja tulosten raportoinnissa Kiinnitettiin erityisesti huo-
miota huolellisuuteen ja tarkkuuteen (Hyva tieteellinen kaytant6 2012). Tydskentely eteni
suunnitellusti vaiheittain. Eri vieritestien reagensseja ei kasitelty samaan aikaan ristikon-
taminaation valttdmiseksi. Infektioriskin minimoimiseksi tydskentely tapahtui biosuoja- tai
vetokaapissa. Nayteputket suljettiin heti naytteen pipetoimisen tai naytetikun poistami-
sen jalkeen kontaminaatioriskin valttamiseksi. Kaytetyt naytetikut, testeissa kaytetyt re-
aktioputket, kaytetyt pipetit ja pipetinkarjet ja testiliuskat ja -kasetit seka virusviljelyputket
havitettiin asianmukaisesti infektiovaarallisen biologisen jatteen astiaan HUSLABIn oh-

jeiden mukaisesti.

Vieritestien tulokset kirjattiin ylos tarkasti sellaisena, kuin ne testiliuskoissa nakyivat. Erit-
tain heikkojen positiivisten tulosten kohdalla tulosten tulkintaan pyydettiin varmistusta
laboratorion tyontekijalta. Ennen opinnaytetyon aloitusta allekirjoitettua salassapitosopi-
musta noudatettiin tarkasti. Taman opinnadytetydn kohdalla salassapitosopimus vaikutti
erityisesti potilasnaytteiden tunnistetietoihin seka solu- ja virusviljelyssa seka immuno-

fluoresenssimenetelméassa kaytettyihin solulinjoihin, reagensseihin ja tyéohjeisiin.



23

Opinnaytetyon tekijalla ei ole sidonnaisuuksia AdenoPlus-, QuickStripe Adenovirus- tai
CerTest Adenovirus Resp -vieritestien valmistajiin, maahantuojiin tai jalleenmyyjiin.

Opinnaytetyontekija ei vastaanota tyosta rahoitusta.

7.5 Luotettavuus

Sambursky ym. (2013) kaytti Quidel AdenoPlus -vieritestin detektioherkkyysmaarityk-
sessd naytteendan puhdistettua viruksen heksoniproteiinia, johon AdenoPlus -vieritesti
reagoi. Tassa tutkimuksessa kaytettiin soluviljelmaan viljeltyja viruksia. Toisaalta viljellyt
virukset voivat antaa realistisemman kuvan testin toiminnasta, silla ne ovat viljelyssa
luonnollisemmassa tilassa kuin irrallisina heksoniproteiineina. Opinnaytetydssa kaytetyt
naytteet tai niiden lukumaara eivét olleet vieritestien kannalta téaysin optimaalisia, silla
naytteet olivat olleet pakastettuna (20°C) pisimmillaan vuoden ajan. Tama seikka on

otettava huomioon tulosten tulkinnassa.

Tutkimuksen toteutus kuvattiin mahdollisimman tarkasti ja yksityiskohtaisesti luotetta-
vuuden ja toistettavuuden parantamiseksi. Tiettyja HUSLABIn omia, talon sisdisia me-
netelmia ei salassapitosopimuksen ehtojen noudattamiseksi kuvata. Naihin lukeutuvat
tydohjeiden liséksi virusviljelyssa kaytetyt solut seka elatusaine seka immunofluoresens-
sissa kaytetyt reagenssit. Salassapitosopimus ei koske kaytettyja vieritesteja (Quidel
AdenoPlus, Savyon Diagnostics Ltd. QuickStripe Adenovirus ja CerTest Adenovirus

Resp.), silla niiden tybohjeet ovat julkisesti saatavilla verkosta.

7.6  Ammatillinen kasvu

Opinnaytetydn suorituksen aikana tutustuin minulle aiemmin kaytdnndéssa tuntematto-
miin tydmenetelmiin, kuten virusviljelyyn ja sen tulosten tulkintaan seka HUSLABIn vaa-
timan tason PCR-tyéskentelyyn. Tydskentely opetti minulle huolellisuutta, tarkkuutta ja
suunnitelmallisuutta. Koen nyt olevani vastuullisempi ja itsevarmempi. My6s tyon rapor-
toinnissa opin tarkkuutta ja tarkeiden yksityiskohtien havainnointia, esimerkiksi naytelaa-
tujen ja tulosten erottelussa. Tasta huolimatta koen tutkimussuunnitelman ja -raportin
kirjoittamisen edelleen haasteelliseksi. Opinnaytety6 kuitenkin kasvatti mielenkiintoani

tutkimusluonteista ty6ta kohtaan.
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