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Dermatofyytit aiheuttavat valtaosan ihon, hiusten ja kynsien sieni-infektioista.
Sieniviljely on tutkimuksena tarkka, mutta aikaa vieva ja siihen liittyy korkea vaa-
ran negatiivisen vastauksen riski. Pintasieninaytteiden nukleiinihappotutkimuk-
sella pystytaan osoittamaan sienten nukleiinihappoa suoraan naytteesta sienivil-
jelya nopeammin ja herkemmin. Tassa opinnaytetyossa pintasienien PCR-tutki-
mus suoritettiin Seegenen Novaplex™ Dermatophyte Assay -menetelmalla.

Opinnaytetyon tarkoituksena on verifioida dermatofyytti-PCR-tutkimus mikrobio-
logian laboratorion kayttoon. PCR-tutkimusta verrataan nyt kaytossa olevaan vil-
jelyyn ja suoraan varjaykseen perustuvaan menetelmaan. Opinnaytetydssa sel-
vitetdan myos, kuinka PCR-tutkimuksen kaytto vaikuttaa vastausviiveeseen pin-
tasieninaytteiden diagnostiikassa. Kaytetty tutkimusmenetelma on kvantitatiivi-
nen ja tulosten analysointi tapahtui IBM SPSS Statistics Data Editor -ohjelmaa
kayttaen.

Tassa tutkimuksessa naytteista 86,1% (n=68) oli varjayspositiivisia, viljelypositii-
visia oli 65,8% (n=52) ja PCR-tutkimuksessa positiivisia naytteita oli 79,7%
(n=63). Kun dermatofyytti-PCR-tutkimusta verrattiin sieniviljelyyn, oli PCR-tutki-
muksen herkkyys 84,6% ja tarkkuus 29,6%. PCR-tutkimuksen herkkyys oli 84,7%
ja tarkkuus 71,4%, kun vertailu tehtiin seka sieniviljelyyn etta -varjaykseen. PCR-
tulos saatiin tassa tutkimuksessa keskimaarin 10,0 vuorokaudessa, kun viljelytu-
loksen osalta vastaus saatiin 23,2 vuorokaudessa. Ero PCR-tutkimukseen ja vil-
jelyyn kuluneessa ajassa on tilastollisesti erittdain merkitseva (p= <,001).

Dermatofyytti-PCR parantaa saatujen tulosten perusteella pintasieninaytteiden
diagnostiikkaa, koska tutkimus on viljelyyn verrattuna herkempi, tarkempi ja no-
peampi. Taman tutkimuksen perusteella dermatofyytti-PCR-tutkimus soveltuu
pintasienidiagnostiikkaan Fimlab mikrobiologian sienilaboratoriossa. Jatkotutki-
musaiheena voisi selvittda asiakaskokemuksia PCR-menetelman tuomista hyo-
dyista pintasienidiagnostiikassa ja mahdollistaako uusi menetelma esimerkiksi
suurempien naytemaarien kasittelyn viljelymenetelmaan verrattuna.
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ABSTRACT

Tampereen ammattikorkeakoulu
Tampere University of Applied Sciences
Master’s Degree in Clinical Expertise and Development

RAPO, JENNI:
Verification of the Dermatophyte-PCR Method

Master's thesis 67 pages, appendices 7 pages
October 2023

Dermatophytes cause infections of the skin, hair and nail. Fungal culture is a
specific technique but time consuming and there is a risk of false negative result.
Polymerase chain reaction techniques provide a faster and more sensitive diag-
nostic approach. The purpose of this thesis was to verify Seegene Novaplex™
Dermatophyte Assay. PCR approach was compared to the fungal culture and
microscopy. The purpose of this study was also to clarify how PCR method af-
fects to the response delay. The quantitative data were analyzed using IBM SPSS
Statistics Data Editor.

In this study 86,1% (n=68) of the samples were positive by microscopy, 65,8%
(n=52) by culture and 79,7% (n=63) by PCR. Sensitivity of the PCR was 84,6%
and specificity 29,6% when the method was compared to the culture. When the
comparison was made with culture and microscopy the sensitivity was 84,7% and
the specificity 71,4%. In this study the results from PCR were ready on average
in 10,0 per day and by culture in 23,2 per day. The difference in time used be-
tween PCR and culture was statistically very significant (p= <,001).

The findings indicate that PCR method of the dermatophytes is more sensitive,
specific and faster than fungal culture. The PCR method suits well in diagnosis
of the dermatophytes in Fimlab Laboratoriot Oy. Further research is required to
clarify the customer experience of the PCR method, and also, to clarify how the
new method affects the work flow in laboratory.

Key words: dermatophyte, PCR, verification
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1 JOHDANTO

Sieni-infektiot ovat kliinisessa potilastydssa yleisia 10ydoksia. On tarkeaa erottaa
sieni-infektion aiheuttamat iho- ja kynsimuutokset muiden sairauksien aiheutta-
mista muutoksista. Oikea diagnoosi on tarkeda myds siksi, etta hoitoajat sieni-
infektioissa ovat pitkia ja varsinkin sisaisiin sienilaakkeisiin liittyy haittavaikutuk-
sia. Sieni-infektioiden diagnostiikka perustuu paaosin sieniviljelyyn ja varjayk-
seen. Osassa Suomen laboratorioista on kaytdssa nukleiinihappo-osoitukseen
perustuvia menetelmia sieni-infektioiden diagnostiikkaan. Niiden etuna on no-

peus ja suurempi herkkyys sieniviljelyihin nahden. (lhoinfektiot 2021.)

Nukleiinihappo-osoitusmenetelmalla saatu positiivinen tulos pintasieninaytteesta
riittda, eika viljelya talloin tarvitse tehda (lhoinfektiot 2021). Mikali tutkimustulos
jaa negatiiviseksi, voidaan ottaa viljelynayte PCR-tutkimukseen kuulumattomien
sienilajien tunnistamiseksi (Sherman ym. 2018, 125; Graser & Saunte 2020;
Ihoinfektiot 2021). PCR-tutkimus on perinteisid menetelmia kalliimpi ja kontami-
naatiot saattavat aiheuttaa vaaria positiivisia tuloksia. PCR-tutkimukseen liittyy
kuitenkin vain vahainen vaarien negatiivisten vastausten riski. (Watanabe & Is-
hida 2017, 282-286; Falotico & Lipner 2022,1937.)

ISO-standardissa 15189 maaritellaan, etta kliinisessa laboratoriossa kaytetaan
tutkimuksille tarkoituksenmukaisia ja laboratoriopalveluiden kayttajien tarpeet
tayttavia tutkimusmenettelyja (SFS-EN ISO 15189 2013, 46). Uuden menetelman
kayttdonottoa laboratoriossa edeltda sen toiminnan koestaminen eli testaaminen
(Karki 2022, 12). Validoitu menetelma verifioidaan ennen sen kayttdonottoa
(Hagg 2016, 8; Karki 2021, 2-3) ja silla tarkoitetaan objektiiviseen nayttéén pe-
rustuvaa varmistumista maariteltyjen vaatimusten tayttymisesta (Hagg 2016, 7;
Validointi ja verifiointi 2022).

Fimlab Laboratoriot Oy (jatkossa Fimlab) on suurin laboratorioalan yritys Suo-
messa ja sen paaomistajia ovat Pirkanmaan, Keski-Suomen, Paijat-Hameen,
Kanta-Hameen sekd& Pohjanmaan hyvinvointialueet. Fimlab tuottaa laborato-
riopalveluita, koulutusta ja tutkimusta omistajiensa julkisen terveydenhuollon tar-

peisiin yli 110 toimipisteessa noin 1200 ammattilaisen voimin. (Fimlab n.d.)
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Fimlab tuottaa mikrobiologian diagnostiikkaa asiakkailleen perusterveydenhuol-
losta erikoissairaanhoitoon. Sieniviljelyt ovat paaosin keskitetty kliinisen mikro-
biologian bakteriologian laboratorioon Tampereelle (Seiskari 2022a), missa pin-

tasienidiagnostiikka perustuu viljely- ja varjaysmenetelmaan.

Mikrobiologian laboratoriossa on todettu, etta asiakkailla on tarve viljelymenetel-
maa nopeampaan sienidiagnostiikkaan. Tasta syysta laboratoriossa selvitetaan
mahdollisuutta kayttdéa PCR-tutkimusta sieniviljelyn rinnalla tai sijaan. (Seiskari
2022b). Taman opinnaytetydn tavoitteena on nopeuttaa ja parantaa pintasienien
tunnistusta. Opinnaytetyon tarkoituksena on verifioida Seegenen dermatofyytti-
PCR-tutkimus mikrobiologian laboratorion kayttéon. Talla hetkella pintasienidiag-
nostiikassa kaytossa olevaa viljelyyn ja varjaykseen perustuvaa menetelmaa ver-
rataan verifioitavaan PCR-tutkimukseen ja selvitetaan, kuinka PCR-tutkimuksen

kaytto vaikuttaa pintasieninaytteiden diagnostiikassa vastausviiveeseen.

Opinnaytetyon tiedonhaku suoritettiin syksylla 2022 kayttaen tietokantoja Med-
line (EBSCO) ja Cinahl Complete (EBSCO). Opinnaytetydssa kaytettiin 22 ver-
taisarvioitua tieteellista artikkelia dermatofyytti-PCR-tutkimuksista vuosilta 2017-
2022. Tiedonhakua on kuvattu tarkemmin liitteessa 1. Tiedonhaku taydentyi opin-
naytetyOprosessin aikana kevaalla 2023 julkaistulla Seegenen dermatofyytti-
PCR-tutkimukseen liittyvalla artikkelilla. Liitteessa 2 on taulukoitu tdssa opinnay-
tetydssa kaytetyt aiemmat dermatofyytti-PCR-tutkimukset. Taulukkoon on koottu

tutkimusasetelmat ja niiden keskeisimmat tulokset.



2 DERMATOFYYTIT

2.1 Dermatofyytit taudinaiheuttajina

Dermatofyytit eli silsasienet ovat keratinisoituneessa orvaskeden osassa, kyn-
sissa seka hiuksissa kasvamaan erikoistuneita sienia. Niiden olemassaolo ja hy-
vinvointi perustuu siirtymiseen isannalta toiselle, koska monet niista eivat enaa
kykene elamaan saprofyytteina ymparistossa. (Kuusela, Richardson & Richard-
son 2020.) Dermatofyytit aiheuttavat valtaosan ihon, hiusten ja kynsien sieni-
infektioista (Pihet & Le Govic 2017, 170; lhoinfektiot 2021). Infektiot ovat paaosin
pinnallisia, mutta ne voivat olla riskitekijoita akuuttiin selluliittin esimerkiksi dia-
beetikoilla (Pihet & Le Govic 2017, 170). Dermatofyyttien aiheuttamaa infektiota
iholla, kynsissa, karvoissa ja hiuspohjassa kutsutaan silsaksi eli tineaksi (Heik-
kila, Richardson & Richardson 2020a). Myoés hiivasienet eli kandidat voivat ai-

heuttaa pinnallisia sieni-infektioita (Kuusela ym. 2020).

Dermatofyytti-infektioita esiintyy kaikkialla maapallolla, mutta ne ovat yleisempia
trooppisissa maissa lampétilan ja kosteuden takia. Dermatofyyttien aiheuttamien
tautien esiintyvyyteen vaikuttaa potilaan ika, sukupuoli, vuodenaika, sosioekono-
miset ja kulttuuriset tekijat seka maantieteellinen sijainti. Sieni-infektio voi esiintya
iasta riippumatta, mutta riski infektioihin kasvaa ian myoéta ja tama todennakoi-

sesti johtuu muiden riskitekijoiden lisdantymisesta. (Petrucelli ym. 2020, 2.)

Hiivasieni voi aiheuttaa ihoinfektion vasta ihon vastustuskyvyn alennuttua. Talloin
ihoalue, tyypillisesti taipeissa, on punottava ja toisinaan jopa vetistava. Hiivasie-
net voivat myos harvoin aiheuttaa sekundaarisia kynsi-infektioita ja talldin ky-
seessa on sairauksien tai vammojen jo vaurioittamat kynnet lahinna sormissa.
Myds esimerkiksi erilaiset immuunipuutostilat voivat altistaa hiivojen aiheuttamille

primaareille kynsimuutoksille. (lhoinfektiot 2021.)



2.1.1 Yleisimmat pintasieni-infektioita aiheuttavat sienilajit

Ihmisille sieni-infektioita yleisesti aiheuttavia lajeja on kymmenkunta ja ne kuulu-
vat kolmeen sienisukuun, joita ovat Trichophyton, Microsporum ja Epidermo-
phyton. Jotkut sienilajit ovat levinneet maailmanlaajuisesti, kun taas toisia lajeja
tavataan vain tietyistd maanosista tai alueilta. (Heikkila ym. 2020a.) Dermatofyytit
jaotellaan antropdfiilisiin, zoofiilisiin ja geofiilisiin lajeihin. Ensiksi mainitut ovat ih-
mispatogeeneja, kun taas zoofiiliset silsasienet ovat ensisijaisesti elainpato-
geeneja aiheuttaen infektioita myds ihmisille. Elainperaiset infektiot ovat tyypilli-
sempia lapsilla kuin aikuisilla. Maaperan mikrobistoon kuuluvat geofiiliset Iajit ai-
heuttavat vain satunnaisesti ihmisten tai elainten infektioita. (Heikkila ym. 2020a.)
Antropofiiliset lajit aiheuttavat tyypillisesti kroonisia, lievia ja ei-tulehduksellisia in-
fektioita, jotka tarttuvat helposti ihmisesta toiseen. Zoofiiliset ja geofiiliset der-
matofyytit puolestaan aiheuttavat yleensa akuutteja ihoinfektioita, joihin liittyy

merkittava tulehduksellinen vaste. (Lin, Pattle, Kelley & Jaksic 2021, 1.)

Antropofiilisia silsasienia on mahdollista ryhmitella yleisimman infektioalueen mu-
kaan, esimerkiksi Trichophyton rubrum aiheuttaa yleisesti infektioita jalkaterassa
ja kynsissa, kun taas Microsporum audouinii hiuspohjassa. Zodfiiliset sienet voi-
daan ryhmitella puolestaan niiden paaasiallisen isannan mukaan. Kissoissa ja
koirissa esiintyy Microsporum canis, kun taas Trichophyton verrucosum on nau-
takarjaan sopeutunut laji. (Heikkila ym. 2020a.) Taulukossa 1 kuvataan ihmisille

infektioita aiheuttavien silsasienten lajittelua.

TAULUKKO 1. Ihmista infektoivien dermatofyyttien jaottelu (Heikkilda ym. 2020a,

muokattu).

Antropofiilisia lajeja Zoofiilisia lajeja Geofiilisia lajeja

Trichophyton rubrum

Trichophyton mentagrophytes - | Trichophyton mentagrophytes - | Trichophyton terrestre

kompleksi kompleksi
Trichophyton tonsurans Trichophyton equinum
Trichophyton violaceum Trichophyton verrucosum

Trichophyton soudanense

Microsporum audouinii Microsporum canis Microsporum gypseum

Epidermophyton floccosum
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2.1.2 Kynsisilsa

Kynsisilsa on yleisin kynsitauti, jossa kynsi-infektion aiheuttaa dermatofyytti, ei-
dermatofyytti-home tai hiiva (Alvarez-Mosquera ym. 2018, 778; Hayette ym.
2019, 277; Falotico & Lipner 2022, 1933; Gupta, Hall, Cooper & Ghannoum 2022,
1; Pospischil ym. 2022, 1; Trovato ym. 2022, 539). Kynsisilsaa esiintyy Suomessa
noin 11%:lla aikuisvaestdsta, mutta sité ei juurikaan todeta lapsilla. Maailmalla
kynsisilsan esiintyvyys on tutkimuksesta riippuen 2-14%. (Ihoinfektiot 2021.) Kyn-
sisilsariskia lisaa dermatologiset tilat, kuten liikahikoilu, varvasvalisilsa ja psori-
asis. Ulkoisia riskitekijoita ovat esimerkiksi trauma ja huono kynsien hoito. Riskia
lisaavat myos litannaissairaudet kuten, diabetes, immunosuppressio, kasvaimet,
laskimoiden vajaatoiminta, perifeerinen valtimotauti, ylipaino ja tulehdukselliset
suolistosairaudet. Geneettinen riski voi vaikuttaa taudin puhkeamiseen ja riskia
lisdd myds samassa taloudessa asuvan henkilon sieni-infektio. Lapsilla infek-
tioriskia lisda Downin syndrooma ja immuunipuutos. (Falotico & Lipner 2022,
1933.) Kynsisilsaa edeltda monesti silsa varvasvalissa (Watanabe & Ishida 2017,
282). Kynsisieni-infektio on miehilla yleisempi kuin naisilla (Petrucelli ym. 2020,
2).

Kynsisilsa voi aiheuttaa kipua ja psykososiaalisia ongelmia. Potilaat kertovat sai-
rauden leimaavuudesta ja esteettisesta tyytymattomyydesta kynsien ulkonakoon,
mika voi johtaa sosiaaliseen eristaytymiseen. (Falotico & Lipner 2022, 1933-
1934.) Kynsisieni voi esiintyd seka varpaiden ettd sormien kynsissa, mutta var-
paankynsien infektiot ovat yleisempia (Ihoinfektiot 2021; Falotico & Lipner 2022,
1935). Kynsisieni aiheuttaa kynsien kellastumista ja paksuuntumista (Watanabe
& Ishida 2017, 281; Heikkila, Richardson & Richardson 2020b; Falotico & Lipner
2022, 1935; Trovato ym. 2022, 539).

Dermatofyytit ovat kynsisilsan aiheuttajia 60-90% tapauksista. Yleisimpia taudin-
aiheuttajia ovat Trichophyton rubrum ja Trichophyton mentagrophytes. Muita har-
vinaisempia taudinaiheuttajia ovat Trichophyton verrucosum, Trichophyton vio-
laceum, Epidermophyton floccosum ja Microsporum-laji. Lapsilla infektion voi ai-
heuttaa myos Trichophyton tonsurans. Infektioista noin 10% on ei-dermatofyytin

rihmasienen eli homeen aiheuttamia ja talloin kyseessa on yleisimmin Aspergil-
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lus-, Fusarium- tai Acremonium-aji, Scopulariopsis brevicaulis tai Alternaria al-
ternata. Hiivainfektioita on noin 10-20% ja talléin aiheuttajana on yleensa Can-
dida-laji kuten C.albicans, C.krusei, C.parapsilosis, C.tropicalis ja C.glabrata. In-
fektion voi aiheuttaa myos kaksi tai useampi taudinaiheuttaja. Tallin infektiot
ovat vaikeammin hoidettavia ja niihin liittyy suurempi uusiutumisriski. (Falotico &
Lipner 2022, 1934.)

2.1.3 I|hon ja hiuspohjan silsainfektio

Tavallisin sieni-infektio iholla on varvasvalin silsa eli tinea pedis ja aineistosta
riippuen, sitd esiintyy 4-60% tutkituista. Yleisin aiheuttaja Suomessa on
Trichophyton rubrum. Iho voi olla maseroitunut eli vettynyt, kutiseva ja siind voi
olla rakkuloita. Paksuilla ihoalueilla iho on hyperkeratoottinen, punoittava ja hil-
seileva. Nivusalueen silsalle on tyypillista aluksi toispuoleinen rengasmainen
muutos, joka on reunastaan koholla, tarkkarajainen, punainen ja hilseileva. Ana-
tomiset syyt vaikuttavat siihen, etta nivussilsa on yleinen miehilla ja naisilla puo-
lestaan harvinainen. Nivusalueella todettavaa silsaa edeltaa yleensa jalkasilsa.
Paljailla ihoalueilla, kuten kasvoissa ja kaulalla esiintyva vartalon silsa on yleensa

etenkin lapsilla eldainperainen. (Ihoinfektiot 2021.)

Hiuspohjan silsa eli tinea capitis diagnosoidaan Suomessa lahes yksinomaan
maahan muuttaneilta lapsilta. Hiuspohjainfektioissa yleisimpia dermatofyytteja
ovat Trichophyton violaceum, Trichophyton tonsurans, Microsporum audouinii ja
Trichophyton soudanense. Hiuspohjassa voidaan nahda punoittava, hilseileva ja
joskus karstainenkin laiska. Karvatuppeen tunkeutunut sieni aiheuttaa nopeasti
pahenevan markaisen taudin, mika voi johtaa hoidon viivastyessa hiusten pysy-
vaan menetykseen. (Heikkild ym. 2020b; Ihoinfektiot 2021.)

2.2 Pintasienidiagnostiikka

Ihon ja kynsien monet sairaudet muistuttavat sienitauteja. Siksi on tarkeaa, etta

iho- ja kynsimuutosten etiologia selvitetdan. (Alvarez-Mosquera ym. 2018, 778;
Koo ym. 2019, 1642; lhoinfektiot 2021; Lin ym. 2021, 1, 10; Marcos-Tejedor ym.
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2021, 1; Falotico & Lipner 2022, 1939; Pospischil ym. 2022, 2; Trovato ym. 2022,
540.) Sienilajin tunnistus auttaa kliinikkoa tartunnan lahteen selvittamisessa. Ne-
gatiivinen tulos on myos diagnostiikan kannalta oleellinen, kun muita mahdollisia
aiheuttajia arvioidaan. (Graser & Saunte 2020, 218.) Kynsissa olevien sieni-in-
fektioita muistuttavien muutosten taustalla voi olla myds esimerkiksi trauma, kyn-
sipsoriasis, kynsien jakalatauti, bakteeri-infektio tai okasolusydpa (lhoinfektiot
2021; Falotico & Lipner 2022, 1939).

Sieniviljelya varten naytteet on otettava ennen hoidon aloittamista luotettavan vil-
jelytuloksen saamiseksi. Nukleiinihappotutkimukseen sienilaakityksella ei ole vai-
kutusta. (Ihoinfektiot 2021.) Sienilajin tunnistaminen on tarkeaa, jotta voidaan va-
lita oikea sienilaake (Pihet & Le Govic 2017, 170; Shimoyama, Satoh, Makimura
& Sei 2019, 676; Graser & Saunte 2020, 218; Petrucelli ym. 2020, 4; Kabtani ym.
2021,10; Gupta ym. 2022, 1; Pospischil ym. 2022, 1; Trovato ym. 2022, 540).
Hoitoajat pintasieni-infektioissa ovat viikkoja tai kuukausia. Varsinkin sisaisiin sie-
nildakkeisiin liittyy haittavaikutuksia ja naista syista hoidon on perustuttava oike-
aan diagnostiikkaan. (Koo ym. 2019, 1642; lhoinfektiot 2021; Marcos-Tejedor ym.
2021, 2; Falotico & Lipner 2022, 1939.) Turhia ladkekuureja on hyva valttaa
my0s, jotta voidaan hillita sieniladkeresistenssin kasvua (Graser & Saunte 2020,
218).

2.2.1 Pintasieninaytteen ottaminen

Pinnallinen sieniviljelynayte pyydetaan Kuntaliiton laboratoriotutkimusnimikkeella
Sk-SienVi. Tutkimukseen kuuluu naytteen suora mikroskopointi eli natiivitutkimus
javiljely. Laakepitoisuudet iholla ja kynnessa sailyvat pitkaan, vaikka sienilaakitys
onkin lopetettu ja tama vaikuttaa viljelynaytteeseen. Luotettavia varoaikoja ei
naytteenoton kannalta voida maarittaa. (Ihoinfektiot 2021.) Taulukkoon 2 on
koottu Kaypa hoito -suosituksen mukaiset ohjeet sieninaytteen ottamisesta sieni-
ladkkeen kayton jalkeen.
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TAULUKKO 2. Sieninaytteenotto sieniladkkeen kayton lopettamisen jalkeen
(Ihoinfektiot 2021, muokattu).

Naytteenottokohta | Kaytetty sienilaake Naytteenotto aikaisintaan

iho ulkoinen sienilaake kaksi viikkoa laakityksen lo-

pettamisesta

kynsi amorolfiinilakka kolme kuukautta laakityksen

lopettamisesta

iho sisainen sienilaake kaksi kuukautta laakityksen

lopettamisesta

kynsi sisdinen sienilaake kuusi kuukautta laakityksen

lopettamisesta

Ennen sieninaytteenottoa naytteenottoalue puhdistetaan 80% alkoholilla. Sieni-
nayte otetaan terveen ja sairaan alueen rajalta kynsilevyn alapinnasta. (Pihet &
Le Govic 2017, 170; Heikkila, Richardson & Richardson 2020c; Ihoinfektiot 2021;
Sieni, viljely 2021.) Naytteeksi raaputetaan runsaasti mahdollisimman hienoja-
koista kyntta tai hilsetta steriililla veitsella, jotta se riittaa seka natiivivarjaykseen
etta sieniviljelyyn. Kuivat naytteet kuten kynsi, iho ja hius kuljetetaan laboratori-
oon kierrekorkillisessa muovipurkissa. Kostean alueen naytteet otetaan geelikul-
jetusputkeen geeliin kostutetulla vanupuikolla hiivojen kuivumisen estamiseksi
kuljetuksen aikana. (Aho-Laukkanen & Mikkola 2021; Sieni, viljely 2021.)

Naytteissa pitaa olla tunnistetiedot ja laboratoriokohtaiset Iahetetiedot (Aho-Lauk-
kanen & Mikkola 2021). Hiivat ja kosteat naytteet lahetetdan kuivumisen esta-
miseksi geelikuljetusputkessa kylmakuljetuksena (Sieni, viljely 2021), hilse-,
kynsi- ja hiusnaytteet sen sijaan sailyvat hyvin huoneenlammadssa. Sieninaytteet
tulee toimittaa laboratorioon kolmen vuorokauden kuluessa. (Aho-Laukkanen &
Mikkola 2021; Sieni, viljely 2021).
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2.2.2 Calcofluor-varjays

Pintasienitutkimukseen kuuluu perinteisesti naytteen suora mikroskopointi eli na-
tiivitutkimus ja viljely. Natiivitutkimusta voidaan kayttaa I0ydoksen kliinisen mer-
kityksen arviointiin, vaikka tulos viljelysta jaisikin negatiiviseksi. (lhoinfektiot
2021.) Sieninaytteen natiivivarjays on tutkimuksena nopea ja edullinen, mutta
sen herkkyys riippuu osaavasta henkilOkunnasta ja otetun naytteen laadusta.
Varjayksen perusteella ei ole mahdollista tunnistaa sienilajia. (Motamedi ym.
2017, 692-693; Pihet & Le Govic 2017, 171,174; Watanabe & Ishida 2017, 282-
285; Walser & Bosshard 2018, 1490; Shimoyama ym. 2019, 675-676; Lin ym.
2021, 1; Falotico & Lipner 2022,1936-1937; Gupta ym. 2022, 3-4; Pospischil ym.
2022, 2.)

Mikroskooppisella tutkimuksella voidaan nahda sienen osia, kun naytetta on ka-
sitelty 5-40% KOH-liuoksella. Talldin isommat keratinosyytit voidaan liuottamalla
saada ohuemmiksi ja solurajat himmeammiksi. KOH-liuoksen lisaksi voidaan
kayttaa myos esimerkiksi Calcofluor white -reagenssia, jolloin tutkimus tehdaan
fluoresenssimikroskoopilla. (Pihet & Le Govic 2017, 171-173; Falotico & Lipner
2022, 1936.) Fluoresenssivarjays esimerkiksi Calcofluor white -reagenssilla lisaa

suoran mikroskopoinnin herkkyytta (Pospischil ym. 2022, 2).

Varjayksessa kaytettava Calcofluor white on fluoresoiva variaine, joka sitoutuu
sienien soluseinan sisaltamaan kitiiniin ja/tai selluloosaan, mika mahdollistaa va-
riaineen kayton sienivarjdyksessa. Alkuperaiseen naytepurkkiin lisataan viljelyn
suorittamisen jalkeen noin viisi tippaa 10 % KOH-liuosta ja naytetta liuotetaan
vahintdan 10 minuuttia ja enintaan yon yli. Objektilasille laitetaan ensin tippa Cal-
cofluor white -liuosta, jonka jalkeen nayte lisatdan puutikulla. Taman annetaan
seistd 1-2 minuuttia ennen peitinlasin laittamista. Varjays katsotaan fluoresens-
simikroskoopilla. Varjaysloydds vastataan laboratoriotietojarjestelmaan sienirih-
mastoa ja/tai sieni-itidita. Tarvittaessa voidaan vastata hiivarihmaa ja/ tai -soluja.
Esimerkiksi puuvillakuidut ja bakteerit saattavat fluoresoida, mutta niiden erotta-
minen sienirihmoista tapahtuu morfologian avulla. Jotkut sienet saattavat jaada
varjaytymatta ja fluoresoimatta aiheuttaen vaaran negatiivisen tuloksen. (Nevala
2023c.)
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2.2.3 Viljelymenetelma

Sieniviljely on tutkimuksena tarkka, mutta viljelyvastauksen saaminen kestaa vii-
kosta viiteen viikkoon. Sieniviljelyyn liittyy korkea vaaran negatiivisen vastauksen
riski, koska viljely edellyttad elossa olevaa sienikasvua. (Motamedi ym. 2017,
692-693; Pihet & Le Govic 2017, 171,174; Watanabe & Ishida 2017, 282-285; Lin
ym. 2021, 1; Falotico & Lipner 2022,1936-1937; Gupta ym. 2022, 3-4; Pospischil
ym. 2022, 2.)

Pintasieniviljely tehdaan Fimlab kliinisen mikrobiologian sienilaboratoriossa
DTM- eli Dermatophyte test medium -agarmaljalle ja mikali naytetta on riittavasti,
viliellddn myos Sabouraud-malja. Koko naytemateriaali viljellaan sellaisenaan,
mutta tarvittaessa isot kynnenpalat paloitellaan pienemmiksi. DTM-maljoja kas-
vatetaan huoneenlammaossa nelja viikkoa ja kasvatusta jatketaan yhden viikon
ajan, mikali varjays on ollut positiivinen ja malja on negatiivinen neljan viikon kas-
vatuksen jalkeen. Sabouraud-maljoja kasvatetaan +35 °C lampokaapissa kah-
den viikon ajan. DTM-maljoja tarkastellaan kasvun havaitsemiseksi kerran vii-

kossa ja Sabouraud-maljoja kahdesti viikossa. (Nevala 2023b.)

Elatusainemaljoilla kasvavan sienilajin tarkka tunnistaminen on tarkeaa l6ydok-
sen kliinisen merkityksen arvioinnissa, tartuntalahteen selvittamisessa seka epi-
demiologisten riskien arvioinnissa (Pihet & Le Govic 2017, 169-180; Graser &
Saunte 2020, 218; Faramarzi ym. 2021, 2; Ihoinfektiot 2021; Kabtani ym. 2021,
10). Sienikasvusto voidaan tunnistaa mikroskopoimalla, massaspektrometrilla tai
nukleiinihappopohjaisilla menetelmilla (Petrucelli ym. 2020, 4; Ihoinfektiot 2021).
Perinteiset menetelmat sienikasvuston tunnistamiseksi ovat riippuvaisia labora-
toriohenkilokunnan osaamisesta (Hafirassou ym. 2017, 639; Graser & Saunte
2020, 218; Faramarzi ym. 2021, 2; van Herk ym. 2023, 1).

Fimlab kliinisen mikrobiologian sienilaboratoriossa kasvusto tunnistetaan ensisi-
jaisesti Vitek Prime -analysaattorilla huomioiden vastauksessa pesakkeen ulko-
nako. Jos tunnistaminen ei nain onnistu, tehdaan tunnistus mikroskooppisen
morfologian avulla. Natiivipreparaatti tehdaan laittamalla objektilasille tippa sie-

ninatiiviliuosta. Taman jalkeen otetaan sienikasvustoa siten, etta materiaalia pre-
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paraattiin tulee pesakkeen reunoilta ja keskelta. Objektilasilla oleva nayte peite-
taan peitinlasilla ja tarkastellaan mikroskoopissa 10x ja 40x objektiiveilla. (Nevala
2023a.) Morfologisia tunnistuskriteereita ovat pesakkeen ulkonako, vari ja kasvu-

nopeus (Petrucelli ym. 2020, 4).

Mikroskopoinnissa nahty sienirihma ei valttamatta kasva viljelyssa. Tahan voi olla
syyna riittamaton naytemaara, ei-elossa oleva sienikasvu tai laakehoito ennen
naytteenottoa. (Pihet & Le Govic 2017, 175; Graser & Saunte 2020, 218.) Vaa-
raan negatiiviseen vastaukseen voi olla syyna myos liian lyhyt kasvatusaika,
vaara kasvatuslampdétila tai kontaminanttikasvu, joka peittdd dermatofyytin kas-
vun (Pihet & Le Govic 2017, 175). Mikali naytteesta 16ytyy homekasvua, on se
yleensa merkki siita, etta naytteenottokohta on huonosti puhdistettu. Tietyt ho-
mesienet, kuten Scopulariopsis brevicaulis ja jotkut Fusarium-lajit, voivat joskus
olla kuitenkin myds opportunistisia infektion aiheuttajia etenkin varpaan kynsissa.
(Heikkilda ym. 2020c.)

2.3 Infektioiden hoito

Sieni-infektion hoidon tarkoituksena on poistaa patogeeni sieni ja palauttaa koh-
dealueen normaali tila. Hoitoprosessi on suhteellisen hidas. Sieni-infektioiden
hoidon tulisi olla yksildllista, riippuvaista taudin vakavuudesta, infektoivasta pato-
geenista, hoidon hinnasta, potilaan rinnakkaissairauksista seka laaketieteelli-
sesta historiasta. Kynsi-infektioihin liittyy 20-25% uusiutumisriski. Riskin pienen-
tamiseksi on hyva huolehtia esimerkiksi jalkojen pitaminen viileina ja kuivina, kyn-
sien pitaminen lyhyina seka kenkien kayttd kosteissa julkisissa tiloissa. (Falotico
& Lipner 2022, 1939-1940, 1950.)

Sieni-infektioiden hoitoon kaytettaviin laakeaineisiin liittyy sivuvaikutuksia. Ter-
binafiinin sivuvaikutukset ovat lievia, kuten paansarkya, kutinaa ja ruuansula-
tuselimiston vaivoja. Harvoin esiintyvia sivuvaikutuksia ovat maksatoksisuus ja
makuaistin hairiot. ltrakonatsolin sivuvaikutuksia ovat paansarky, ylemmat hen-
gitystieinfektiot, vatsavaivat, hypertriglyseremia, kohonneet maksa-arvot ja har-

voin perifeerinen neuropatia ja hepatiitti. (Falotico & Lipner 2022, 1940-1941.)
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Huolestuttavaa sieni-infektioiden hoidon kannalta on laakeresistenssin lisaanty-
minen etenkin Tichophyton rubrumin ja Trichophyton mentagrophytesin osalta
(Pospischil ym. 2022, 2).

Ennen kuin lapsen hiuspohjan sieni-infektiota aloitetaan hoitamaan systeemi-
ladkkeelld, suositellaan alaniiniaminotransferaasi-arvon (P -ALAT) tutkimista. Mi-
kali tulos on poikkeava tai tiedossa on maksasairaus, seurataan arvoa hoidon
aikana. Perusverenkuvan seurantaa harkitaan, mikali lapsella on tiedossa oleva
hematologinen sairaus. (lhoinfektiot 2021.) Infektioiden hoitoa on kuvattu taulu-

kossa 3.
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TAULUKKO 3. Sieni-infektioiden hoito (Ihoinfektiot 2021; Falotico & Lipner 2022,

1940, muokattu).

Infektioalue

Hoitomuoto

Hoito

Huomioita

kynsi

systeemilaakitys

atsoli-ryhman 143ak-
keet tai terbafiini, pai-
kallishoito amorolfii-

nilakalla tueksi

kynnen kliininen pa-
raneminen jatkuu
laakkeen kayton jal-

keen viela viikkoja

kynsi (lapset)

noudatetaan paana-
han silsan hoito-oh-

jeita

varvasvalisilsa

paikallishoito

terbinafiini tai atsoli-

johdos

jalkapohja ja kasi

systeemilaakitys

paikallishoito usean
viikon ajan, mikali
systeemilaakitysta ei

voida kayttaa

soli tai flukonatsoli

nivusalue paikallishoito terbinafiini- tai atsoli- | hankalaan infektioon

voide liséksi sisdinen sieni-
ladke

vartalo paikallishoito klotrimatsoli, ekonat- | laaja-alaisten infekti-
soli, ketokonatsoli tai | oiden hoitoon kayte-
terbinafiini, tarvitta- tédan systeemihoitoa
essa mikonatsoli

hiuspohja systeemihoito terbinafiini, itrakonat- | lasten infektioissa pe-

rusterveydenhuol-
losta konsultoidaan
tarvittaessa erikois-

sairaanhoitoa

ihon hiivainfektiot

antimykoottinen

voide tai puuteri

klotrimatsoli, nysta-

tiini, mikonatsoli

tarvittaessa my0s pai-
kalliskortikosteroidi

Malassezia-hiivojen

aiheuttama savipuoli

paikallishoito

atsolivoide, keto-
konatsolishampoo,
terbinafiinisumute tai
-voide, seleenisulfidi-
shampoo, laaja-alai-
seen infektioon suun
kautta otettava itra-

konatsoli

savipuolen hoidossa
on huomioitavaa, etta
infektio uusiutuu
osalla potilaista hel-

posti
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3 REAALIAIKAINEN POLYMERAASIKETJUREAKTIO

3.1 Polymeraasiketjureaktion periaate

Polymeraasiketjureaktiota (PCR) kaytetaan, kun halutaan monistaa DNA-jaksoja
nukleotidijarjestykseltaan tunnetun kahden DNA-jakson valistd. PCR:ssa kayte-
taan korkeaa lampdtilaa kestavaa eli termostabiilia DNA-synteesia katalysoivaa
entsyymia eli DNA-polymeraasia, joka ei inaktivoidu korkeissakaan lampdatiloissa.
Naita polymeraaseja on eristetty esimerkiksi kuumissa lahteissa elavista baktee-
reista, kuten Thermus aquaticus -bakteerista eristettya Taqg-polymeraasia. (Suo-
minen, Parssinen, Haajanen & Pelkonen 2013, 153; Zhu ym. 2020, 317.)

PCR-reaktiossa kaytetaan kahta erilaista, mutta tarkalleen tunnettua aluketta
(primer), jotka ovat lyhyita, synteettisia ja yksinauhaisia ssDNA-fragmentteja.
Alukkeet suunnitellaan niin, ettd ne kiinnittyvat eri juosteisiin kaksinauhaisessa
DNA:ssa monistettavan DNA-alueen vastakkaisiin paihin. Monistettava alue on
alukkeiden valiin jaava DNA-jakso. DNA:n mallina eli templaattina toimii yleensa
kaksijuosteinen DNA. PCR-reaktiossa usein riittda, ettd DNA vapautetaan so-
luista, mutta DNA:n eristyksessa pyritddn myds poistamaan hairitsevia ja estavia
eli inhiboivia tekijoita. DNAasi-inhibiittorien avulla hidastetaan entsyymien hajot-
tavaa toimintaa ja talla tavoin pyritdan valttdmaan naytteen hajoaminen. (Suomi-
nen ym. 2013, 154.)

DNA:n puhdistamiseen on erilaisia menetelmia. Silikamenetelman yhtena sovel-
luksena on magneettipartikkeliteknologiaan perustuvat menetelmat. Naissa me-
netelmissa DNA (tai RNA) sidotaan silikapaallystettyihin paramagneettisiin par-
tikkeleihin. Naiden menetelmien etuna on, ettd ne ovat helposti automatisoita-
vissa ja mahdollistavat nain suurten naytemaarien kasittelyn. Nayteputkessa ole-
vat magneettipartikkelit sidotaan putken tai kuopan pohjalle asettamalla riittavan
voimakas magneetti kiinni putken tai kuoppalevyn pohjan ulkopuolelle. Taman
jalkeen on mahdollista imea neste pois, jonka jalkeen voidaan pipetoida uusi liuos
ja partikkelit saadaan vapautumaan loitontamalla magneetti riittavan kauas poh-

jasta. Naita vaiheita toistetaan tarpeellinen maara. (Suominen ym. 2013, 107;
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Salgado & Hussain 2019, 119-120.) Magneettipartikkelien kayttd DNA:n puhdis-

tuksessa on esitetty kuvassa 1.

| ——

c
% =
E
ndyte pesu: poistetaan eluutiopuskurin kerdtdan eluentti
+ puskuri sitoutumaton aines  lisdys + sekoitus = tuote
+ magneetit

KUVA 1. DNA:n puhdistus magneettipartikkeleilla (Suominen ym. 2013, 107).

DNA:n eristyksen jalkeen tehdaan varsinaiset monistusreaktiot, jotka aloitetaan
templaatin denaturoinnilla kuumennuskasittelylla (Suominen ym. 2013, 154),
jossa kaksijuosteinen DNA avataan yksijuosteiseksi ja entsymaattinen toiminta
pysahtyy. Denaturaatiolampétila, noin 93-96°C, hajottaa H-sidokset juosteiden
valilta. Lampdtilaa, jossa puolet kaksijuosteisesta DNA:sta on yksijuosteista, kut-

sutaan sulamislampatilaksi eli Tm. (Rodriguez-Lazaro & Hernandez 2019,1.)

Denaturaation jalkeen lampdtilaa lasketaan hetkellisesti alukkeiden kiinnitty-
miseksi templaattiin eli tapahtuu annealing-reaktio. Taman lyhyen ajan kuluessa
templaatti ei ainakaan kokonaan ehdi renaturoitumaan eli sitoutumaan takaisin
kaksijuosteiseksi. Alukkeet ovat pienikokoisia ja nopeita, joten ne sitoutuvat
templaattiin niille komplementaariseen kohtaan. Alukkeiden kiinnittymisen jal-
keen Iampdtilaa nostetaan, jolloin DNA-polymeraasi alkaa templaatin mukaisesti
liittda reaktioseoksessa olevia nukleotideja (ANTP) aloittaen alukkeen 3’-paasta.
Tata vaihetta kutsutaan templaatin pidennysreaktioksi eli ekstensioksi, jolloin
kummallekin templaatin nauhalle syntyy vastinnauha alukkeista alkaen. (Suomi-
nen ym. 2013, 154; Rodriguez-Lazaro & Hernandez 2019, 2.)

Muutaman minuutin kuluttua nauhan synteesi on valmis ja lampdtilaa nostetaan
nauhojen irrottamiseksi jalleen toisistaan. Sykli on sarja, jossa tapahtuu perak-
kain denaturointi-, annealing- ja ekstensioreaktioita. Yhdessa syklissa syntyy
kahdesta DNA-nauhasta nelja, joten sykleja toistamalla pienesta templaatti-DNA

maarasta on mahdollista saada monistettua suuri maara tarkalleen maariteltyja
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DNA-jaksoja. (Suominen ym. 2013, 154.) PCR-reaktion periaate on esitetty ku-

vassa 2.

monistettava alue
|

erotetaan templaatin DNA-nauhat
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KUVA 2. Polymeraasiketjureaktion periaate (Suominen ym. 2013, 157).

3.2 Reaaliaikainen PCR

PCR-menetelmien kliininen kayttd lisdantyi, kun kehitettiin kvantitatiivinen ja re-

aaliaikainen PCR eli gPCR, joka mahdollisti ei ainoastaan kohdenukleiinihappo-

jen havaitsemisen, mutta myos kvantitatiivisen analysoinnin (Suominen ym.
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2013, 165; Kuypers & Jerome 2017, 1621; Rodriguez-Lazaro & Hernandez 2019,
3). gPCR edellyttda Thermo Cycler -laitetta, jolla naytetta pystytaan mittaamaan
kesken PCR-syklin (Lee, Squirrel, Leslie & Brown 2013, 2; Suominen ym. 2013,
167).

Reaaliaikainen seuranta perustuu fluoresoivan merkkiaineen kayttéon. Variai-
neessa oleva fluoresenssisignaali moninkertaistuu, kun se sitoutuu valmistuvaan
kaksinauhaiseen PCR-tuotteeseen. (Suominen ym. 2013, 166-167.) Eksponenti-
aalisesti kasvavan monistuksen aikana kerattya fluoresenssisignaalia kaytetaan
mittaamaan halutun nukleiinihapon maaraa naytteessa (Lee ym. 2013, 2). Re-
aaliaikainen PCR paitsi nopeuttaa PCR-prosessia, mutta myos DNA-ristikonta-
minaatioriski pienenee (Suominen ym. 2013, 167; Rodriguez-Lazaro & Hernan-
dez 2019, 4).

3.2.1 Fluoresoivat merkkiaineet ja detektio

Reaaliaikaisessa PCR:ssa on mahdollista kayttda joko kaksijuosteiseen
DNA:han epaspesifisesti sitoutuvia fluoresoivia merkkiaineita tai fluoresenssi-
merkittyja spesifeja koettimia, jotka mahdollistavat jatkuvan monistumisen mit-
taamisen (Lee ym. 2013, 2-3; Kuypers & Jerome 2017, 1621; Rodriguez-Lazaro
& Hernandez 2019, 4). gPCR:ssa yleisimmin kaytetty kaksijuosteiseen DNA:han
epaspesifisesti sitoutuva variaine on SYBR Green |. DNA:han sitoutuneen variai-
neen fluorenssi on 1000 kertaa korkeampi kuin vapaana olevan variaineen, joten
sita voidaan kayttaa mittaamaan monistuvan tuotteen maaraa. Variaineen kaytto
on edullista, mutta PCR-reaktion optimoinnissa on huomioitavaa amplifikaation
spesifisyys sulamispisteanalyysin avulla. (Rodriguez-Lazaro & Hernandez 2019,
4-5.)

Fluoresenssi-merkityt spesifit koettimet voidaan jakaa hydrolyysikoettimiin ja hyb-
ridisaatiokoettimiin. Fluoresenssisignaalin mittaaminen perustuu joko fluoresens-
sin aiheuttaman resonanssienergian siirtoon (FRET) tai fluoresenssin sammutta-
miseen. TagMan-koettimet ovat yleisesti tunnettuja hydrolyysikoettimia ja ne

koostuvat 5°-paadyssa olevasta fluoresoivasta reportterista ja 3'-paadyssa ole-
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vasta sammuttajasta. Kun reportteri ja sammuttaja ovat kiinni toisissaan, report-
terin fluoresenssi estyy. Koettimien kayttd perustuu niiden kykyyn hydédyntaa ter-
mostabiilien polymeraasien 5 -eksonukleaasi aktiivisuutta. Monistusreaktion an-
nealing-vaiheessa koetin kiinnittyy kohdesekvenssiin ja ekstensiossa polyme-
raasi irrottaa 5°-paadysta reportterin. Kun koettimen reportteri ja sammuttaja ir-
toavat toisistaan, voidaan mitata reportterista vapautuva fluoresenssi. Spesifien
koettimien kayttd mahdollistaa multiplex-sovellukset. (Rodriguez-Lazaro &
Hernandez 2019, 5-7.)

Hybridisaatiokoettimet eivat hajoa PCR-reaktiossa hydrolyysikoettimien tavoin.
Hybridisaatiokoettimia ovat esimerkiksi Molecular beacon -, Scorpion- ja FRET-
koettimet. Hybridisaatiokoetinmenetelmat kayttavat kahta aluketta ja kahta sek-
venssispesifia koetinta. Jokaisella koettimella on yksi leima, 3'-paadyssa sijait-
seva luovuttaja ja 5'-paadyssa vastaanottaja. Luovuttajan emissiospektri ylittaa
vastaanottajan spektrin. Koettimet kiinnittyvat lahelle toisiaan ja nain ollen mah-
dollistuu fluoresenssin aiheuttaman resonanssienergian siirto. Reaktiossa tark-
kaillaan luovuttajan siirtamasta fluoresenssin resonanssienergiasta peraisin ole-
vaa vastaanottajan emission aallonpituutta eli vastaanottajan fluoresenssin
maara on suoraan verrannollinen naytteen PCR-tuotteeseen. Kahden itsenaisen
koettimen kaytté mahdollistaa niiden joustavan ja spesifin suunnittelun seka su-

lamiskayraanalyysin. (Rodriguez-Lazaro & Hernandez 2019, 7-8.)

Detektiolla tarkoitetaan PCR-tuotteen muodostaman fluoresenssisignaalin ha-
vaitsemista PCR-laitteella. gqPCR:ssa havaitun fluoresenssin maara on suoraan
verrannollinen naytteessa olevaan tukittavaan DNA:han. Fluoresenssin maara
voidaan nahda monistuskayrana. Ensimmaisten PCR-syklien aikana vapautuvaa
fluoresenssia ei voida erottaa taustasta. Eksponentiaalisen monistuksen aikana
my0ds fluoresenssi kasvaa eksponentiaalisesti ennen kuin kasvu saavuttaa ta-
saantumisvaiheen. Tassa kohtaa havaitun fluoresenssin maara ei enaa kasva.
Kvantitatiivinen analyysi on mahdollista vain eksponentiaalisen fluoresenssin
kasvun aikana. Monistuksen kynnysarvo eli Ct-arvo saadaan, kun havaitun fluo-
resenssin maara ylittada taustafluoresenssin. Kohde-DNA:ta on naytteessa sita
enemman, mita pienempi sen Ct-arvo on. (Rodriguez-Lazaro & Hernandez 2019,
10-11.)
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3.2.2 Multiplex-PCR

Multiplex-PCR tarkoittaa, ettd yhdessa PCR-putkessa voidaan samanaikaisesti
eri alukepareja kayttaen tuottaa eri pituisia amplikoneja eli monistuneita koh-
desekvensseja (Zhu ym. 2020, 317). Tama saastaa huomattavasti aikaa ja tyota
seka vahentaa halutun kohteen tunnistamiseen naytteesta vaadittavien reaktioi-
den maaraa. Multiplex-PCR-menetelman kayttd voi johtaa kuitenkin ongelmiin,
kuten vaarien PCR-tuotteiden muodostumiseen. Alukkeiden tulee soveltua me-
netelmaa kaytettaessa samaan annealing-lampdtilaan. My6s monistustuotteiden
pituuksien tulee olla samankaltaisia, jotta valtetaan monistumisen kohdentumi-
nen lyhyempiin kohteisiin pidempien sijaan. (Rodriguez-Lazaro & Hernandez
2019, 3.)

Seegene kehitti multiplex gPCR -tekniikan, MuDT™ (Multiple Detection Tempe-
ratures), joka mahdollistaa useiden kohteiden havaitsemisen yhdessa fluore-
senssikanavassa ilman sulamiskayraanalyysia. Tama mahdollistuu, kun kohde-
DNA:illa on erilaiset sulamislampdtilat (Tm) ja fluoresenssi mitataan samassa ka-
navassa eri lampotiloissa. MuDT™ hyodyntaa TOCE ™-tekniikkaa (Tagging Oli-
gonucleotide Cleavage and Extension), jossa kaytetaan oligonukleotideja kohde-
DNA:n tunnistamiseksi. TOCE™ hyodyntad epasuoran signaalin luomiseen
kahta komponenttia, jotka on nimetty syottajaksi ja sieppariksi. Jokaisessa syk-
lissa syo6ttaja kiinnittyy spesifisesti kohde-DNA:han ja polymeraasientsyymi pilk-
koo sen valmistuvasta DNA-nauhasta. Talloin vapautuu leimaamaton aluke, joka
kiinnittyy fluoresenssisammutettuun molekyyliin eli sieppariin. Ekstensio-vai-
heessa sieppariin kiinnitetty fluoresoiva reportteri etdantyy sammuttajasta muo-
dostaen fluoresenssin, joka on suoraan verrannollinen kohde-DNA:n maaraan.
(Lee, Kim, Lee & Chun 2014, 1.)
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3.3 PCR-tutkimuksen haasteet

PCR on menetelmana herkka ja tasta syysta se on herkkd myos kontaminaatiolle
eli muualta kuin varsinaisesta monistettavasta naytteesta peraisin olevasta pie-
nesta maarasta DNA:ta. Mikali laboratoriossa on edellisista PCR-reaktioista pe-
raisin olevia tuotteita ja ne joutuvat vahingossa reaktioputkeen, kontaminoivakin
DNA monistuu. Reagenssikontaminaatiot voivat myos aiheuttaa virheellisia tulok-
sia PCR-reaktioon. Kontaminaatioita valtetaan tila- ja logistiikkajarjestelyilla ja
noudattamalla hyvia laboratoriotyoskentelytapoja. (Suominen ym. 2013, 165;
Lee, Leslie & Squirrel 2019, 147; Rodriguez-Lazaro & Hernandez 2019, 13.)

PCR-reaktiossa kaytettavilla kontrolleilla varmistetaan oikeat PCR-reaktion tulok-
set. Negatiivista kontrollia kaytetaan selvittdmaan mahdollisia epaspesifisia eli
vaaria positiivisia tuloksia. (Suominen ym. 2013, 154.) Reaktion sisainen kontrolli
(IC) on toinen kohdemolekyyli, jonka monistuminen voidaan mitata, mutta erottaa
muista tuotteista samassa putkessa. lhannetilanteessa sisainen kontrolli voi kont-
rolloida melkein mita tahansa reaktion reagenssia ja PCR-laitteen toimintoja,
mutta ei toisen kohde-DNA:n spesifia aluketta. Multiplex-sovelluksissa PCR-put-
kea ei tarvitse uudelleen avata, joten sisaista kontrollia voidaan kayttaa kontrol-
loimaan negatiivisia naytteitda. Samalla, kun putkia ei tarvitse uudelleen avata,
siityma naytteiden valilla vahenee ja tama vahentaa vaarien positiivisten vas-
tausten riskia. (Lee ym. 2019, 137-138.) PCR-tutkimus on kuitenkin riippuvainen

naytteen sisaltaman nukleiinihapon laadusta (Zhu ym. 2020, 321).

3.4 PCR-tutkimus sienilajien tunnistamiseksi

Pintasieninaytteiden nukleiinihappotutkimuksia (NhO-tutkimuksia) tehdaan
osassa Suomen laboratorioista. Sieniviljelya ei tarvita, mikali nukleiinihappo-0soi-
tusmenetelmalld on saatu positiivinen tulos. (Ihoinfektiot 2021.) Nukleiinihapon
osoitusmenetelmilla pystytaan osoittamaan sienten nukleiinihappoa suoraan
naytteesta. Nama menetelmat ovat sieniviljelya nopeampia ja herkempia. (Mota-
medi ym. 2017, 693; Verrier & Monod 2017, 193-202; Alvarez-Mosquera ym.
2018, 778; Sherman ym. 2018, 125; Shimoyama ym. 2019, 676; Petrucelli ym.
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2020, 4; Faramarzi ym. 2021, 5; Ihoinfektiot 2021; Kabtani ym. 2021, 2; Trovato
ym. 2022, 540; van Herk ym. 2023, 1.)

Nukleiinihappo-osoitusmenetelmien tunnistamat sienet kuitenkin riippuvat kay-
tossa olevasta laboratoriokohtaisesta menetelmasta. Tasta syysta tutkimustulok-
sen jaadessa negatiiviseksi, kun epaily sieni-infektiosta on vahva, tulee ottaa vil-
jelynayte tutkimukseen kuulumattomien sienilajien tunnistamiseksi. (Sherman
ym. 2018, 125; Graser & Saunte 2020; Ihoinfektiot 2021; Lin ym. 2021, 5.) Esi-
merkiksi Faramarzi ym. (2021, 6) toteavat tutkimuksessaan, etta heidan kaytta-

maansa PCR-menetelmaa ei voida kayttaa pintasienidiagnostiikassa yksinaan.

PCR-testit eivat yleensa mydskaan erottele ihmisia tai elaimia infektoivia sienila-
jeja toisistaan, mika olisi hoidon kannalta oleellista (Hayette ym. 2019, 281;
Graser & Saunte 2020; Kabtani ym. 2021, 10). Myds ei-dermatofyytit rihmasienet
saattavat aiheuttaa pintasieni-infektioita, mutta naitd ei PCR-testeilla yleensa
pystytd tunnistamaan (Graser & Saunte 2020; Kabtani ym. 2021, 10). Alvarez-
Mosquera ym. (2018, 780) toteavat omassa tutkimuksessaan menetelman haas-
teena olevan lajitasoisen tunnistamisen. Infektion aiheuttajan tunteminen on kui-
tenkin tarkeaa uusinta- ja sekundaari-infektioiden valttamiseksi (Kabtani ym.
2021, 10).

Perinteiseen pintasieniviljelyyn verrattuna PCR-tutkimuksesta vastaus saadaan
nopeasti. Alvarez-Mosquera ym. (2018, 781) mukaan nopeampi diagnostiikka voi
tehostaa potilaiden hoitoa ja sitad kautta vahentaa kustannuksia. Nopeampi diag-
nostiikka myos vahentaa ylimaaraisten sienilaakkeiden kayttdéa (van Herk ym.
2023, 3) ja tata kautta laakkeisiin liittyvia sivuvaikutuksia seka resistenttien kan-
tojen maaran lisaantymista (Trovato ym. 2022, 543). Nopeutetun diagnostiikan
lisdksi RT-PCR-tutkimus mahdollistaa myds suurempien naytemaarien tutkimi-

sen ja vahentaa laboratoriohenkilokunnan tydajan tarvetta (Lin ym. 2021, 1-2).

PCR-tutkimusta kaytettdessa on huomioitava siihen liittyvat rajoitukset (Hafiras-
sou ym. 2017, 643; van Herk ym. 2023, 4). PCR-tutkimuksessa kontaminaatiot
voivat aiheuttaa vaaria positiivisia vastauksia, mutta vaarien negatiivisten vas-
tausten riski on PCR-tutkimuksessa vahainen (Watanabe & Ishida 2017, 282-
286; Falotico & Lipner 2022,1937). Vaaran negatiivisen PCR-tuloksen voi selittaa
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naytteiden epéatasalaatuisuus (Alvarez-Mosquera ym. 2018, 781-782; Koo ym.
2019; Faramarzi ym. 2021, 6; Lin ym. 2021, 4; van Herk ym. 2023, 4.), PCR-
inhibiittori (Alvarez-Mosquera ym. 2018, 781-782; Hayette ym. 2019, 281; van
Herk ym. 2023, 4) seka kohdegeenien vaihtelu PCR-menetelmien valilla (Fara-
marzi ym. 2021, 6; van Herk ym. 2023, 4). PCR-tutkimus on kallis perinteisiin
menetelmiin verrattuna (Falotico & Lipner 2022,1937; Watanabe & Ishida 2017,
282-286) ja oikean diagnoosin varmistamiseksi tarvitaan riittavan runsas nayte
(Alvarez-Mosquera ym. 2018, 782).
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4 VERIFIOINTI

Laboratoriossa tulee kayttaa sellaisia tutkimusmenettelyja, jotka ovat tutkimuk-
sille tarkoituksenmukaisia ja tayttavat laboratoriopalveluiden kayttajien tarpeet.
Laboratoriossa kaytetaan vain validoituja menetelmia ja niita tulee arvioida ja nii-
den tulee antaa hyvaksyttavia tuloksia ennen laaketieteellista kayttoa. Kaikki tut-
kimusmenettelyt dokumentoidaan. (SFS-EN ISO 15189 2013, 46.) Laboratori-
ossa kaytossa olevat menetelmat valitaan niin, ettd kayttotarkoitus huomioiden
saavutetaan riittavan hyva analyyttinen laatutaso. Menetelmien vaihtaminen pi-
taa perustua niiden toimivuuteen, kaytettavaan laitteistoon tai reagensseihin liit-
tyviin syihin. (Karki 2022, 12.) Dermatofyytti-PCR-tutkimuksen kayttd perinteisen
sieniviljelyn rinnalla tai sen sijaan on Iahtdisin asiakkaiden tarpeesta saada vas-
taukset nopeammin kuin perinteisesta sieniviljelystd ne on mahdollista saada
(Seiskari 2022b). Ennen kuin uusi menetelma voidaan ottaa kayttoon, on sen

toiminta koestettava eli testattava (Karki 2022, 12).

Verifiointi eli todentaminen on objektiiviseen nayttéon perustuvaa varmistumista
maariteltyjen vaatimusten tayttymisesta (Hagg 2016, 7; Validointi ja verifiointi
2022). Aiemmin esimerkiksi menetelmavalmistajan toimesta validoitu menetelma
verifioidaan ennen sen kayttoonottoa (Hagg 2016, 8; Karki 2021, 2-3). Tata var-
ten tehdaan suunnitelma, jossa kuvataan muun muassa testattava menetelma,
vertailumenetelma, koestajat, verifioinnin ajankohta ja naytemateriaali. Verifioin-
nista laaditaan raportti, jossa kuvataan esimerkiksi tulokset ja johtopaatokset.
(Karki 2021, 2-3.) Tassa opinnaytetydssa verifioidaan valmistajan validoima der-
matofyytti-PCR-kitti.
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5 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA TUTKIMUSKYSYMYKSET

Opinnaytetyon tarkoituksena on verifioida dermatofyytti-PCR-tutkimus mikrobio-
logian laboratorion kayttoon. PCR-tutkimusta verrataan nyt kaytossa olevaan vil-
jelyyn ja suoraan varjaykseen perustuvaan menetelmaan pintasienidiagnostii-
kassa. Opinnaytetydssa selvitetdan myods, kuinka PCR-tutkimuksen kayttd vai-

kuttaa vastausviiveeseen pintasieninaytteiden diagnostiikassa.

Tavoitteena tassa opinnaytetyossa on nopeuttaa ja parantaa pintasienien tunnis-

tusta.

Tydssa vastataan seuraaviin kysymyksiin:

1. Mikd on PCR-tutkimuksen herkkyys ja tarkkuus pintasieni-infektioiden

diagnostiikassa viljelyyn verrattuna?

2. Kuinka paljon nopeammin PCR-tutkimuksella saadaan vastaus pintasieni-

naytteesta viljelyyn verrattuna?
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6 TUTKIMUSMENETELMAT

Tassa opinnaytetyossa kaytettiin kvantitatiivista tutkimusmenetelmaa. Keskeista
on, ettd aiemmista tutkimuksista tehdaan johtopaatoksia, tutustutaan aiempiin
teorioihin, esitellaan hypoteesi ja maaritellaan kasitteet. (Hirsjarvi, Remes & Sa-
javaara 2009, 140.) Kvantitatiivisessa tutkimuksessa hyddynnetdan maarien ja-
kaumia, muutoksia ja eroja. Nailla kuvataan ja tulkitaan tutkittavaa ilmiota, havait-
tuja yhteyksia ja vaikutussuhteita. Analysointi kvantitatiivisessa tutkimuksessa ta-
pahtuu tilastollisesti. (Hirsjarvi ym. 2009, 140; Ronkainen, Pehkonen, Lindblom-
Ylanne & Paavilainen 2011, 83.)

Kvantitatiivinen tutkimus edellyttaa, etta otos on riittavan suuri ja edustava. Tu-
loksia pyritaan yleistamaan tutkittua otosta suurempaan joukkoon tilastollisen
paattelyn keinoin. Tuloksien havainnollistamiseen voidaan kayttaa kuvia ja taulu-
koita. (Heikkila 2014, 15.) Taman opinnaytetydn otos oli ensisijaisesti tiettyna
ajanjaksona otetut, riittdvan runsaat ja Calcofluor-varjayksessa positiiviset pinta-
sieninaytteet. Taman lisaksi otosta taydennettiin varjaysnegatiivisilla naytteilla ja

tunnetuilla sienikannoilla mahdollisimman edustavan otoksen saavuttamiseksi.

Tutkimus suoritettiin vertailevana ja kokeellisena tutkimuksena. Kokeellisessa
tutkimuksessa pyritaan tutkimaan tietyn tai tiettyjen muuttujien vaikutus vakioi-
malla muut tekijat. Tutkimuksessa selvitetaan pitaako ennalta suunniteltu oletta-
mus paikkaansa. (Heikkila 2014, 19.) Tassa tutkimuksessa haluttiin selvittaa, tun-
nistaako dermatofyytti-PCR herkemmin, tarkemmin ja nopeammin dermatofyytin
pintasieninaytteista kuin perinteinen sieniviljely. Molemmat tutkimukset suoritet-
tiin samasta naytepurkista, jotta naytteet olivat mahdollisimman vertailukelpoiset

suhteessa toisiinsa.

6.1 Tutkimusaineisto

Tutkimusaineistona oli Fimlab mikrobiologian sienilaboratorioon tutkimuksen

teon aikana saapuneita pintasieninaytteita kynnesta, ihosta ja hiuspohjasta seka
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pakastettuja kontrollikantanaytteitda. Potilaat saivat vastauksen Calcofluor-var-
jayksesta ja pintasieniviljelysta kaytossa olevan menetelman mukaisesti. Nayt-
teet kasiteltiin laboratoriossa kaytossa olevalla juoksevalla numeroinnilla ja nain
mahdollistettiin tietosuojan sailyminen. Tutkimusaineistona oli 80 riittavan run-
sasta pintasieninaytetta Fimlabin toimialueelta. Naytteet oli otettu marras-joulu-
kuun aikana 2022 muovisiin kierrekorkillisiin naytteenottopurkkeihin. Kontrolli-
kantoja tutkittiin 13 kappaletta, joten tutkimusaineiston koko yhteensa oli 93 nay-
tettd. Koska yhden potilasnaytteen pipetointi epaonnistui eristysvaiheessa, ei sille

voitu suorittaa PCR-tutkimusta, joten todellinen tutkimusaineisto oli 92 naytetta.

Riittavan runsaista potilasnaytteista otettiin ensin puutikulla naytteeksi maksimis-
saan kolme ihon, kynnen tai hiuksen palasta 1,5 ml:n eppendorf-putkeen. Eppen-
dorf-putket, joissa nayte oli, numeroitiin samalla juoksevalla numeroinnilla kuin
varjays- ja viljelynaytteet. Taman jalkeen tehtiin normaali sieninaytteen viljely ja
Calcofluor-varjays tydohjeen mukaisesti. Keratyista PCR-naytteista otettiin tutki-
mukseen mukaan aluksi varjayspositiiviset naytteet. Myohemmin tutkimuksen ai-
kana otettiin mukaan myds varjaysnegatiivisia naytteita PCR-tutkimukseen sa-
tunnaisesti huomioiden kuitenkin, etta tutkimukseen saataisiin myos hiusnayt-
teita. Keratyt PCR-naytteet sailytettiin huoneenlammadssa sienilaboratoriossa en-
nen PCR-esikasittelyn tekemista. Naytteiden keraamiseen osallistuivat sienilabo-

ratoriossa kyseisena ajanjaksona tydskennelleet laboratoriohoitajat.

Ensimmaiseen PCR-ajoon kerattiin kolmen vuorokauden ajalta Calcofluor-var-
jayksessa positiiviset riittavan runsaat naytteet, joita oli 18 kappaletta. Toisessa
PCR-ajossa tutkittiin 29 potilasnaytetta, joista yksi oli Calcofluor-negatiivinen
nayte hiuspohjasta. Naytteet toiseen PCR-ajoon oli otettu 23.11.-2.12.2022.
Kaikki kyseisena aikana laboratorioon saapuneet riittdvan runsaat ja Calcofluor-
varjayksessa positiiviset naytteet otettiin mukaan tutkimukseen. Varjayksessa
negatiiviseksi jaanyt nayte otettiin mukaan, jotta tutkimukseen saatiin nayte, joka
sisalsi hiusta. Kolmannessa PCR-ajossa tutkittiin 33 potilasnaytetta, joista 10 oli
Calcofluor-varjayksessa negatiivisia ja 23 positiivista. Naytteet otettiin mukaan
tutkimukseen niiden saapumisjarjestyksessa. Taman lisaksi tutkittiin 13 tunnettua
sienikantaa, joista nelja oli ATCC-kantaa ja loput yhdeksan laaduntarkkailunayt-
teitd. Sienikannat otettiin -70°C sailytetyistd maito- ja helmikannoista viljellen ne
DTM-maljalle +35°C lampdkaappiin kasvun nopeuttamiseksi. Sienikasvua otettiin
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puutikulla eppendorf-putkeen maljalta arviolta saman verran kuin potilasnaytetta

oli otettu. Kolmannen PCR-ajon potilasnaytteet oli otettu 7.-16.12.2022.

6.2 PCR-naytteiden esikasittely

PCR-naytteiden kasittely suoritettiin menetelman edustajan antaman esikasitte-
lyohjeen mukaisesti sienilaboratoriossa laminaarivirtauskaapissa. TyoOskentely
suoritettiin huolellisesti suojakasineet kadessa avaten yhden nayteputken kerral-
laan. Eppendorf-putkeen lisattiin 200ul AL-puskuria (Buffer AL, Qiagen). Taman
jalkeen nayteputkiin lisattiin 15ul proteinaasi K -liuosta (Seegene). Naytteita se-
koitettiin voimakkaasti 30 sekunnin ajan. Taman jalkeen naytteita inkuboitiin yon

yli huoneenlammaossa sienilaboratoriossa.

Inkuboinnin jalkeen nayteputkiin lisattiin 10ul proteinaasi K-liuosta. Naytteet se-
koitettiin voimakkaasti 30 sekunnin ajan. Tama tydvaihe suoritetiin vetokaapissa
PCR-eristysautomaattien laboratoriotilassa. Esikasittelyn jalkeen naytteille suori-
tettiin PCR-tutkimus.

6.3 Seegenen Novaplex™ Dermatophyte Assay

Pintasienien PCR-tutkimus suoritettiin Seegenen menetelmalla. Novaplex™ Der-
matophyte Assay on mahdollista tehda iho-, hius- ja kynsinaytteista. Seka eristys
ettd PCR-ajo voidaan suorittaa automaateilla. Novaplex™ Dermatophyte Assay
sisaltaa 28 pintasieni-infektion aiheuttajaa. Menetelmalla on mahdollista tunnis-
taa yhdesta putkesta Trichophyton rubrum complex, Trichophyton men-
tagrophytes complex, Microsporum spp., Trichophyton tonsurans, Epidermo-
phyton floccosum ja Candida albicans. (BUhlmann 2022.) Menetelma kattaa yli
99% kliinisissa pinnallisissa sieniviljelynaytteissa ilmenevat dermatofyytit, mutta
hieman huonommin niissa ilmenevat Candida-lajit. Valtaosa eli noin 92% pinta-
sieniviljelyn 16ydoksista on dermatofyytteja tai menetelman kattavaa Candida al-
bicansia. Menetelma ei kata homeita, joiden osuus Kliinisissa naytteissa tode-
tuista 16ydoksista on kuitenkin alle 5%. (Seiskari 2023.) Taulukossa 4 on tarkem-
min eritelty Novaplex™ Dermatophyte Assay:n tunnistamat pintasieni-infektion
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aiheuttajat. T.tonsurans on mahdollista tunnistaa seka osana Trichophyton men-

tagrophytes complex:a etta omanaan Trichophyton tonsurans.

TAULUKKO 4. Novaplex™ Dermatophyte Assay:n tunnistamat pintasieni-infek-

tion aiheuttajat (BUhlmann 2022, muokattu).

PCR-tutkimuksesta

Tunnistettavat sienilajit

tagrophytes complex

T. benhamiae
T. bullosum

T. concentricum
T. erinacei

T. eriotrephon

saatu tulos

Trichophyton rubrum | T. rubrum I. kuryangei

complex T. balcaneum T. soudanense
T. circonvolutum T. violaceum
T. gourvilii T. yaoundei

Trichophyton men- | T. mentagrophytes T. interdigitale

T. quinckeanum
T. schoenleinii
T. simii

T. tonsurans

T. verrucosum

M. ferrugineum

T. equinum T. c¢f  schoenleinii/
quinckeanum
Microsporum spp M. audouinii
M. canis

Trichophyton tonsurans

T. tonsurans

Epidermophyton

floccosum

E. floccosum

Candida albicans

C. albicans

Menetelma on toistaiseksi hyvaksytty tutkimuskayttoon, mutta valmistajan suun-
nitelmissa on hankkia menetelmalle CE-merkinta ja laajentaa kaytto kliinisiin tar-
koituksiin (Seiskari 2023). Tulosten luotettavuus riippuu oikeasta naytteen otosta,
sailytyksesta, kuljetuksesta ja tutkimuksen suorituksesta. Novaplex™ Der-
matophyte Assay hyodyntda Seegenen MuDT™ -teknologiaa, joka mahdollistaa
monien Ct-arvojen mittaamisen yhdessa fluoresenssikanavassa ilman sulamis-
kayraanalyysia RT-PCR-laitteessa. Menetelmassa kaytetaan sisaista kontrollia

(IC) koko prosessin arvioimiseen naytteenotosta nukleiinihappoeristykseen kuin
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myds tunnistamaan PCR- inhibitio. Pidennysreaktiotuotteen kayttaytymista kon-
taminanttina ehkaisee Uracil-DNA glycosylase (UDG)-dUTP. (Novaplex™ Der-
matophyte Assay n.d., 3, 5.)

Tassa tutkimuksessa nukleiinihapon eristys pintasieninaytteesta tehtiin laborato-
riossa olevalla Seegenen STARIet [VD-laitteella. Naytepakkaus sisaltaa reagens-
sit 100 PCR-reaktioon ja se tulee sailyttaa < -20°C. Ylimaaraista sulattamista ja
uudelleen jaadyttamista tulee valttaa, koska se voi vahentaa testin herkkyytta.
(Novaplex™ Dermatophyte Assay n.d., 6.) Naytepakkauksen sisaltamat reagens-

sit on lueteltu taulukossa 5.

TAULUKKO 5. Dermatofyytti-PCR-kitin sisaltamat reagenssit (Novaplex™ Der-
matophyte Assay n.d., 6, muokattu).

Reagenssi Sisalto
Primer MuDT Oligo Mix

(amplifikaatio- ja detektioreagenssi)

Enzyme DNA-polymeraasi
Uracil-DNA glycosylase (UDG)
Puskuri (sisaltaa dNTP:t)

Buffer Reaaliaikaisen PCR:n puskuri (sisaltaa BSA ja glyserolia)
Control + Positiivinen kontrolli (sisaltda kohdekloonit ja IC)

Control IC Sisainen kontrolli

Water RNAasi-vapaa vesi

PCR-reaktion monistus ja tulosten analysointi tapahtui Bio-Rad:n CFX96™ -|ait-
teella. Naytemaara PCR-tutkimuksessa on 20 pl. Kaytetyt fluoroforit ovat FAM,
HEX, Cal Red 610 ja Quasar 670. PCR-reaktion vaiheet, syklit, lampétilat ja kesto
on kuvattu taulukossa 6. Fluoresenssi mitataan vaiheissa 7 ja 8 lampatilojen ol-
lessa 60°C ja 72°C. (Novaplex™ Dermatophyte Assay n.d., 12-13.)
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TAULUKKO 6. PCR-reaktion vaiheet (Novaplex™ Dermatophyte Assay n.d., 12,

muokattu).

Vaihe Syklien maara Lampédtila Kesto
1 1 95°C 15 min
2 95°C 10s

3 5 60°C 15s

4 72°C 10s

5 paluu sykliin 2, 4 kertaa

6 95°C 10s

7 40 60°C 15s

8 72°C 10s

9 paluu sykliin 6, 39 kertaa

Tulosten hyvaksymisessa huomioidaan positiivinen ja negatiivinen kontrolli. Tau-

lukossa 7 on kuvattu kriteerit, joiden tulee tayttya, jotta tulokset voidaan hyvak-

sya. Mikali nain ei ole, tulee PCR-reaktio uusia. Taulukosta nahdaan myos, mita

fluoroforia kunkin analyytin tunnistamiseen kaytetaan.

matophyte Assay n.d., 20, 31.)

(Novaplex™ Der-

TAULUKKO 7. PCR-reaktion kontrollien hyvaksyminen (Novaplex™ Der-
matophyte Assay n.d., 20, muokattu).

Tulos
Qua- automaat-
FAM HEX sar tinen tul-
Kontrolli Cal Red 610 (Cy)
(Cy) (Cy 670 kinta
(Cy
CA TMC | Mspp TT EF TRC IC
DMTP <35 | <35 <35 <35 <35 <35 <35 positiivi-
positiivinen nen kont-
kontrolli rolli (+)
negatiivinen | N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A negatiivi-
kontrolli nen kont-
rolli (-)

Kontrollien ollessa hyvaksyttyja, analyyttien tulkinta tapahtuu taulukon 8 mukaan.

Kun Ct-arvo on vahintaan 35 tai sen yli, tunnistaa menetelma analyytin ja sisaisen

kontrollin. (Novaplex™ Dermatophyte Assay n.d., 31.)
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TAULUKKO 8. PCR-tulosten tulkinta (Novaplex™ Dermatophyte Assay n.d., 31,

muokattu).

Analyytti Ci-arvo Tulos
<35 havaittu (+)
kohde
>35 tai N/A ei havaittu (-)
c <35 havaittu (+)
>35 tai N/A ei havaittu (-)

Positiivisen kohdepatogeenin havaitseminen ei edellyta positiivisen sisdisen
kontrollin havaitsemista Quasar 670 kanavassa. Heikko tai negatiivinen sisainen
kontrolli johtuu riittamattdmasta naytteesta, kasittelystéd tai PCR-inhibiittorista.
Suuri konsentraatio kohdeanalyyttia voi johtaa sisaisen kontrollin inhibitioon. Tal-
I6in nayte tulee laimentaa suolaliuokseen ja uusia testi eristyksesta alkaen. (No-

vaplex™ Dermatophyte Assay n.d., 32, 35.)

PCR-ajo kaynnistettiin iltapaivalla, kun kyseisella laitteella tehtavat laboratorion
potilasnaytteet oli tutkittu. Tasta syysta tulokset PCR-tutkimuksesta valmistuivat
vasta ty0ajan paatyttya. Tassa tydssa menetelmiin kuluneen ajan vertailua varten
PCR-tuloksen valmistumispaivamaara on se, kun tulokset olivat valmiina, vaikka

todellisuudessa ne olisi vastattu potilaalle vasta seuraavana paivana.

6.4 Tutkimusaineiston analysointi

Tutkimuksesta saatu aineisto kerattiin Microsoft Office Excel -taulukkoon, josta
se siirrettiin IBM SPSS Statistics Data Editor -ohjelmaan tilastollista analysointia
varten. SPSS-ohjelmassa aineisto koodattiin analysoinnin mahdollistamiseksi.
Naytelaatu ja eri menetelmilla saadut potilasnaytteiden tulokset muutettiin nume-
raalisiksi arvoiksi, joita analysoitiin tilastollisesti. Tutkimukseen kuluneen ajan
vertailua varten paivamaarat muutetiin kokonaisiksi vuorokausiksi naytteenotto-

paivamaaran ollessa 0-ajankohta.

Aineistosta laskettiin frekvenssit eri ryhmien vertailua varten ja dermatofyytti-
PCR-tutkimuksen herkkyyden ja tarkkuuden selvittamiseksi. Lisaksi kaytettiin ris-
tiintaulukointia selventamaan eri naytelaatujen tulosten vaihtelua. Tutkimukseen

kuluneen ajan tilastollista merkittavyytta tutkittiin one sample t-testin avulla.
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Diagnostisen testin herkkyytta ja tarkkuutta arvioidaan vertaamalla sita niin sa-
nottuun kultaiseen standardiin (Uhari 2014, 29), joka tassa tutkimuksessa on sie-
niviljely. Herkkyytta ja tarkkuutta on arvioitu tassa tutkimuksessa myos vertaa-
malla PCR-tutkimusta seka viljelyn etta varjayksen tuloksiin yhteensa. Diagnos-
tisen testin herkkyys eli sensitiivisyys on testilla oikein sairaiksi diagnosoitujen
potilaiden osuus kaikista sairaista. Oikein terveiksi diagnosoitujen osuus kaikista
terveista kuvaa puolestaan testin spesifisyytta eli tarkkuutta. Nama tunnusluvut
eivat ole riippuvaisia sairauden yleisyydesta, koska tunnusluvut lasketaan vain
sairaiden tai terveiden joukossa. Tasta syysta ne ovat yleistettavissa eri potilas-
aineistoihin. (Uhari 2014, 29-30.)

Diagnostisen testin tunnuslukujen laskeminen tapahtuu taulukkoon 9 kuvatun ne-
likentan avulla. Tassa tutkimuksessa PCR-tutkimukselle laskettiin sen herkkyys
ja tarkkuus. Dermatofyytti-PCR-tutkimuksen herkkyys laskettiin kaavalla a/(a+c)
ja tarkkuus d/(b+d).

TAULUKKO 9. Diagnostisen testin tunnuslukujen laskemiseen kaytettava neli-
kentta (Uhari 2012, 30, muokattu).

Viljely positiivinen Viljely negatiivinen

PCR-positiivinen oikea positiivinen (a) vaara positiivinen (b)

PCR-negatiivinen vaara negatiivinen (c) oikea negatiivinen (d)
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7 TULOKSET

7.1 PCR-tutkimuksen herkkyys ja tarkkuus pintasienidiagnostiikassa

Potilasnaytteitd tassa tutkimuksessa oli 79. Naista naytteista 70,9% (n=56) oli
kynsinaytteita. Ihonaytteet tutkimuksessa jaettiin kolmeen osioon pitéaen sisal-
laan jalkateran ja -pohjan ihonaytteet, muut ihonaytteet ja paan alueen ihonayt-
teet. Viimeksi mainituissa naytteissa oli ihon lisaksi hiusta. Puutteellisilla nayt-
teenottotiedoilla laboratorioon saapui 7,6 prosenttia naytteista (n=6). Myos nama

naytteet tutkittin normaalisti. Eri naytelaatujen osuus aineistossa esitetaan kuvi-

ossa 1.
Naytelaatu
7,6% (n=6)
3,8% (n=3)
3,8% (n=3)
mkynsi = iho jalkaterd/jalkapohja iho iho pda = eitietoa tai epaselva

KUVIO 1. Eri naytelaatujen osuus aineistossa.

Varjayspositiivisia naytteita oli 86,1% (n=68). PCR-tutkimuksessa positiivisia
naytteita oli 79,7% (n=63) ja viljelypositiivisia oli 65,8% (n=52). Naytetulokset pro-
sentteina ja lukumaarind Calcofluor-varjayksessa, sieniviljelyssa ja PCR-tutki-

muksessa esitetdan kuviossa 2.



sieninatiivi
negatiivinen

viljely
negatiivinen

Naytetulokset

20,3%
(n=18)

PCR
negatiivinen

sieninatiivi
positiivinen

viljely
positiivinen

PCR

KUVIO 2. Naytetulokset prosentteina ja lukumaarina.

positiivinen
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Kynsinaytteista positiivisen varjaystuloksen sai 94,6% (n=53) ja ihonaytteista

61,1% (n=11). Viljelyssa positiivisia kynsinaytteita oli 64,3% (n=36) ja ihonaytteita
72,2% (n=13). PCR oli positiivinen 85,7% (n=48) kynsinaytteista ja 50,0% (n=9)

ihonaytteista. Positiivisten naytteiden osuus ja lukumaarat naytelaaduittain esite-

taan taulukossa 10.

TAULUKKO 10. Positiivisten naytteiden osuus ja lukumaarat naytelaaduittain.

Tutkimus | Sieninatiivi Viljely pos PCR pos Tutkittuja nayt-
Naytelaatu pos teita kpl
Kynsi 94,6% (n=53) | 64,3% (n=36) | 85,7% (n=48) 56
Kaikki 58,8% (n=10) | 76,5% (n=13) | 52,9% (n=9) 17
ihonaytteet
lho jalkatera/- | 72,7% (n=8) | 90,9% (n=10) | 63,6% (n=7) 11
pohja
lho 66,7% (n=2) | 66,7% (n=2) | 66,7% (n=2)
lho paa 0 33,3% (n=1) |0
Ei tietoa 83,3% (n=5) | 50,0% (n=3) | 100% (n=6)

Yhteensa 86,1% (n=68) | 65,8% (n=52) | 79,7% (n=63) 79
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Naytteita, joissa seka viljely ettda PCR-tutkimus olivat positiivisia, oli 44. Molem-
missa tutkimuksessa negatiivisia naytteita oli kahdeksan. Pelkastaan PCR-tutki-
muksessa positiivisia naytteita oli 19 ja pelkassa viljelyssa positiivisia kahdeksan.
Yksi viljelyssa negatiiviseksi jaanyt PCR-tutkimuksessa positiivinen nayte oli vas-
tattu neljan viikon kohdalla negatiivisena, eika sita ollut kasvatettu tydohjeen mu-
kaisesti ylimaaraista viikkoa. Viljely- ja PCR-tuloksia esitetdan diagnostisen tes-
tin tunnuslukujen laskemiseen kaytettavassa nelikentassa taulukossa 11, jonka
mukaan laskettiin PCR-tutkimuksen herkkyys ja tarkkuus. Kun dermatofyytti-
PCR-tutkimusta verrataan sieniviljelyyn, oli PCR-tutkimuksen herkkyys 84,6% ja
tarkkuus 29,6%.

TAULUKKO 11. PCR-tutkimuksessa ja viljelyssa positiivisten ja negatiivisten

naytteiden lukumaarat.

Viljely positiivinen

Viljely negatiivinen

PCR-positiivinen

44 oikeaa positiivista

19 vaaraa positiivista

PCR-negatiivinen

8 vaaraa negatiivista

8 oikeaa negatiivista

Naytteita, joissa varjays, viljely ja PCR olivat positiivisia, oli 42. Kaikissa tutkimuk-
sissa negatiivisia naytteita oli viisi. Naytteita, joissa joko viljely ja/tai varjays oli
positiivinen ja PCR-tutkimus positiivinen, oli 61. PCR-tutkimuksessa positiivisista
naytteista kaksi oli seka varjayksessa etta viljelyssa negatiivisia ja varjayksessa
jaltai viljelyssa positiivisista naytteistd 11 oli PCR-tutkimuksessa negatiivisia.
PCR-tutkimuksen herkkyys oli 84,7% ja tarkkuus 71,4%, kun PCR-tutkimusta
verrattiin seka sieniviljelyyn etta -varjaykseen. Diagnostisen testin tunnuslukujen
laskemiseen kaytettava nelikentta, jossa PCR-tutkimusta verrataan seka viljelyyn

etta varjaykseen, esitetaan taulukossa 12.

TAULUKKO 12. PCR-tutkimuksessa, varjayksessa ja viljelyssa positiivisten ja

negatiivisten naytteiden lukumaarat.

Viljely ja/tai varjays po-

sitiivinen

Viljely ja varjays nega-

tiivinen

PCR-positiivinen

61 oikeaa positiivista

2 vaaraa positiivista

PCR-negatiivinen

11 vaaraa negatiivista

5 oikeaa negatiivista
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PCR-tutkimuksen herkkyys kynsinaytteille oli 91,7% ja tarkkuus 25%, kun tutki-
musta verrattiin sieniviljelyyn. Diagnostisen testin tunnuslukujen laskemiseen
kaytettava nelikentta, jossa PCR-tutkimusta verrataan kynsinaytteiden osalta sie-

niviljelyyn, esitetdan taulukossa 13.

TAULUKKO 13. PCR-tutkimuksessa ja viljelyssa positiivisten ja negatiivisten kyn-

sinaytteiden lukumaarat.

Kynsi

Viljely positiivinen

Viljely negatiivinen

PCR-positiivinen

33 oikeaa positiivista

15 vaaraa positiivista

PCR-negatiivinen

3 vaaraa negatiivista

5 oikeaa negatiivista

Verrattaessa PCR-tutkimusta seka sieniviljelyyn etta varjaykseen, oli tutkimuksen
herkkyys kynsinaytteille 88,7% ja tarkkuus 66,7%. Diagnostisen testin tunnuslu-
kujen laskemiseen kaytettava nelikenttda, jossa PCR-tutkimukseen verrataan

seka sieniviljelya etta varjaysta, esitetaan taulukossa 14.

TAULUKKO 14. PCR-tutkimuksessa, varjayksessa ja viljelyssa positiivisten ja

negatiivisten kynsinaytteiden lukumaarat.

Kynsi

Viljely jal/tai varjays po-

sitiivinen

Viljely ja varjays nega-

tiivinen

PCR-positiivinen

47 oikeaa positiivista

1 vaaraa positiivista

PCR-negatiivinen

6 vaaraa negatiivista

2 oikeaa negatiivista

Ihonaytteiden osalta PCR-tutkimuksen herkkyys oli 61,5% ja tarkkuus 75%, kun
tutkimusta verrattiin sieniviljelyyn. Diagnostisen testin tunnuslukujen laskemiseen
kaytettava nelikentta, jossa PCR-tutkimusta verrataan ihonaytteiden osalta sieni-

viljelyyn, esitetdan taulukossa 15.

TAULUKKO 15. PCR-tutkimuksessa ja viljelyssa positiivisten ja negatiivisten

ihonaytteiden lukumaarat.

lho

Viljely positiivinen

Viljely negatiivinen

PCR-positiivinen

8 oikeaa positiivista

1 vaaraa positiivista

PCR-negatiivinen

5 vaaraa negatiivista

3 oikeaa negatiivista
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Verrattaessa PCR-tutkimusta seka sieniviljelyyn etta varjaykseen, oli tutkimuksen
herkkyys 61,5% ja tarkkuus 75% ihonaytteille. Diagnostisen testin tunnuslukujen
laskemiseen kaytettava nelikentta, jossa PCR-tutkimusta verrataan sieniviljelyyn

ja varjaykseen, esitetdan taulukossa 16.

TAULUKKO 16. PCR-tutkimuksessa, varjayksessa ja viljelyssa positiivisten ja

negatiivisten ihonaytteiden lukumaarat.

lho Viljely ja/tai varjays po-

sitiivinen

Viljely ja varjays nega-

tiivinen

PCR-positiivinen

8 oikeaa positiivista

1 vaaraa positiivista

PCR-negatiivinen

5 vaaraa negatiivista

3 oikeaa negatiivista

Viljelyssa 56,3% (n=45) naytteista antoi positiivisen tuloksen T.rubrumin osalta.
T.mentagrophytes oli positiivinen 5% (n=4) naytteista ja muita viljelyldyddksia oli-
vat E.floccosum ja C.albicans. Viljelyldoydosten osuudet esitetdan kuviossa 3. Vil-
jelyssa ja PCR-tutkimuksessa positiivisten naytteiden tulokset erosivat toisistaan
kahden naytteen osalta. Molemmissa PCR-tutkimus oli positiivinen seka T.rub-
rum complex etta T.mentagrophytes complex osalta. Toisesta viljelysta oli vas-

tattu T.rubrum ja toisesta T.mentagrophytes.

Viljelytulos

35 % (n=28)

56 % (n=45)

W negatiivinen M T.rubrum M T.mentagrophytes E.floccosum ® C.albicans

KUVIO 3. Viljelyloydésten osuudet prosentteina.

Tutkituista 13 sienikantanaytteesta kaksi oli PCR-tutkimuksessa negatiivisia.

Kahden naytteen osalta PCR- ja viljelyvastaukset erosivat toisistaan. Yhdeksan
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naytteista sai PCR-tuloksen, joka vastasi sienikannan nimea. Pakastettujen kont-

rollikantojen tulokset esitetaan taulukossa 17.

TAULUKKO 17. Sienikontrollikantojen PCR-tulokset

Nayte PCR-tulos | Sienikanta Huomioitavaa

1 TMC/TT T.tonsurans

2 TMC E.floccosum tulos ristiriitainen
3 T™MC M.canis tulos ristiriitainen
4 TMC M.mentagrophytes

5 TMC T.verrucosum

6 TRC T.rubrum

7 TMC/TT T.tonsurans

8 TMC T.interdigitale

9 TMC T.erinacei

10 TMC/TT T.equinum

11 TMC/TT T.tonsurans

12 - M.persicolor

13 - M.gypseum

7.2 PCR-tutkimukseen kulunut aika viljelyyn verrattuna

Varjays-, PCR-, ja viljelytulokseen kulunut aika vuorokausissa naytteenottopai-

vamaarasta alkaen naytekohtaisesti esitetaan liitteessa 3.

Potilasnaytteet saapuivat laboratorioon keskimaarin 1,6 vuorokauden kuluessa

naytteenotosta ja Calcofluor-vastaus naytteille saatiin paaosin saman vuorokau-

den aikana naytteen saapumisesta laboratorioon. Vuorokauden kuluessa nayt-

teenotosta laboratorioon saapui 65,8% (n=52) naytteista ja Calcofluor-varjays

tehtiin 62%:lle (n=49). Naytteista 96,2% (n=76) oli saapunut laboratorioon kolmen

vuorokauden kuluessa naytteenotosta. Kuviossa 4 esitetdan naytteiden saapu-

minen laboratorioon ja Calcofluor-vastauksen ajankohta.
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Naytteen saapuminen laboratorioon
ja Calcofluor-vastaus

® Nayte laboratoriossa Calcofluor-vastaus

e — L e

(n=12)

NN B
1 VRK 2 VRK 3 VRK 4 VRK

KUVIO 4. Naytteen saapumiseen laboratorioon ja Calcofluor-vastaukseen kulu-

nut aika vuorokausissa prosentteina.

PCR-tulos saatiin 5-16 vuorokauden kuluttua naytteenotosta. Viljelyyn kulunut
aika vaihteli 6-43 vuorokauden valilla, kun huomioitiin seka positiiviset etta nega-
tiiviset viljelyvastaukset. Pelkkien positiivisen viljelyvastauksen saamiseen kulu-
nut aika vaihteli 6-34 vuorokauden valilla. Kaikki viljelynegatiiviset naytteet saivat
vastauksen PCR-tutkimuksesta viljelyda nopeammin (n=27). Viljelypositiivisista
naytteista vastaus saatiin PCR-tutkimuksella viljelyda nopeammin 37 naytteesta.
Viljely oli PCR-tutkimusta nopeampi 15 naytteen osalta. PCR-tutkimukseen ja vil-
jelyyn kulunut aika vuorokausissa esitetaan taulukossa 18. Nopeimmin malja-
kasvusta tunnistettiin C.albicans, mutta jo seitseman vuorokauden kuluttua nayt-

teenotosta pystyttiin yhdesta maljaviljelysta tunnistamaan T.rubrum.

TAULUKKO 18. PCR- ja viljelyvastaukseen kulunut aika vuorokausissa.

Minimi Maksimi Keskiarvo
PCR-tulos 5 16 10,0
Viljelytulos 6 43 23,2
Viljelytulos pelkat 6 34 16,6
positiiviset

Vilielymenetelman ollessa PCR-tutkimusta nopeampi, viljelyvastaus yhdeksasta

naytteestd saatiin vuorokautta aikaisemmin kuin PCR-tulos. Viiden naytteen
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osalta ero tutkimusvastauksilla oli kaksi vuorokautta. C.albicans oli vastattavissa
yhdesta viljelynaytteesta kahdeksan vuorokautta aiemmin kuin PCR-tuloksen pe-

rusteella olisi vastattu.

Ero PCR-tutkimukseen ja viljelyyn kuluneessa ajassa oli tilastollisesti erittdin mer-
kitseva (p= <,001) seka kaikkien naytteiden etta viljelyssa positiivisiksi todettujen

naytteiden osalta siten, ettd PCR-tutkimus oli menetelmana viljelya nopeampi.
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8 POHDINTA

8.1 Tulosten tarkastelu

8.1.1 PCR-tutkimuksen herkkyys ja tarkkuus pintasienidiagnostiikassa

Dermatofyytti-PCR-tutkimusten arviointi on haastavaa, koska sopivaa kultaista
standardia, johon menetelmaa verrattaisiin, ei ole. Viljely- ja varjaysmenetelman
heikko herkkyys aiheuttaa siihen verrattaessa PCR-tutkimuksen tulokseksi ma-
talan tarkkuuden ja positiivisen ennustearvon. (van Herk ym. 2023, 3.) Tassa tut-
kimuksessa dermatofyytti-PCR-tutkimuksen tarkkuus oli matala ollen 29,6%, kun
tutkimusta verrattiin pelkkaan viljelyyn. Tassa opinnaytetydssa menetelman tark-
kuus on todennakdisesti todellisuutta heikompi, koska naytemateriaalin painottu-
minen Calcofluor-positiivisiin naytteisiin soveltuu huonosti menetelman tarkkuu-
den arviointiin. Menetelman tarkkuutta tulee arvioida isommalla otoksella viljelyn

ja varjayksen suhteen negatiivisilla naytteilla. (Seiskari 2023.)

Kun vertaillaan eri tehtyja tutkimuksia dermatofyytti-PCR-tutkimuksen osalta, voi-
daan huomata, ettd monet tekijat vaikuttavat saatuihin tuloksiin. Tulokset ovat
riippuvaisia muun muassa kaytetysta PCR-tutkimuksesta, DNA:n eristysmenetel-
masta ja siitd, mihin menetelmaan PCR-tutkimusta verrataan. (Motamedi ym.
2017, 695.) van Herk ym. (2023, 3) vertasivat omassa tutkimuksessaan See-
genen Novaplex™ Dermatophyte Assay -tutkimusta toiseen RT-PCR-menetel-
maan ja tuloksena oli vahintaan 94,3% herkkyys ja 94,1% tarkkuus. Kabtani ym.
(2021, 5) vertasivat omassa tutkimuksessaan PCR-tutkimuksia viljelyyn ja var-
jaykseen. In-House PCR-tutkimuksen herkkyys oli 89% ja tarkkuus 82%, kun taas
kaupallisen PCR-tutkimuksen herkkyys oli 65-77% ja tarkkuus 95%. Tassa tutki-
muksessa potilasnaytteille suoritettiin Calcofluor-varjays, sieniviljely ja PCR-tut-
kimus tydohjeiden mukaisesti. Calcofluor-varjayksessa positiivisia naytteita oli yli
86%. Myos PCR-tutkimuksessa positiivisten osuus on suuri ollen 79,7%. Vilje-
lyssa positiivisia naytteita oli 65,8%. PCR-tutkimuksen herkkyys on tassa tutki-
muksessa 84,7%, kun dermatofyytti-PCR-tutkimusta verrattiin viljelyyn ja varjayk-

seen. PCR-tutkimuksen tarkkuus oli 71,4%.
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PCR-tutkimus on herkin kynsinaytteille, joka voi johtua naytteen suuremmasta
DNA-maarastd muihin naytelaatuihin verrattuna (Alvarez-Mosquera ym. 2018,
781; Kabtani ym. 2021, 11). Motamedin ym. (2017, 692) tutkimuksessa PCR-
tutkimuksen herkkyys oli parempi puolestaan iho- kuin kynsinaytteilld. Syyna voi
olla se, ettd DNA:n eristaminen ihonaytteesta on helpompaa tai naytteessa on
enemman sienielementteja (Motamedi ym. 2017, 695). Tassa tutkimuksessa
PCR-tutkimus oli kynsinaytteille herkempi kuin ihonaytteille, vaikkakin kunnollista
vertailua ei voida luotettavasti suorittaa, koska muiden kuin kynsinaytteiden maa-
rat olivat tassa tutkimuksessa pienet. Parempi tarkkuus tassa tutkimuksessa saa-

tiin iho- kuin kynsinaytteille.

Viljelypositiiviset naytteet, jotka olivat PCR-negatiivisia, voivat selittya naytteen
epahomogeenisuudella (Lin ym. 2021, 4). Tassa tutkimuksessa naita naytteita oli
8. Viljelynegatiiviset, mutta PCR-positiiviset naytteet voivat olla oikeita positiivisia
naytteita, silla PCR tunnistaa myds kuolleesta tai kasvukyvyttomasta sienesta
peraisin olevan DNA:n, mutta jota ei saada kasvamaan viljelyssa. Naita naytteita
oli tdssa tutkimuksessa 19. PCR-positiivisen ja varjayksessa negatiivisen nayt-
teen taustalla voi olla joko vaara positiivinen PCR-tulos tai vaara negatiivinen
varjaystulos. Talloin riittamaton tai huonosti kasitelty varjaysnayte tai osaamatto-
muus ja Kiire varjaysten katsomisessa voi aiheuttaa vaaran negatiivisen varjays-
tuloksen. (Motamedi, Lari, Pakshir & Zomorodian 2019, 85.)

Viljelynegatiivisten, mutta PCR-positiivisten taustalla voi olla, ettd PCR-kasittely
saa kynnen keratiinista irti DNA:n, mutta sieni ei kasva viljelyssa. Myos aiempi
sieniladke voi aiheuttaa sen, etta sieni ei kasva viljelyssa. Positiivinen PCR-tulos
ei kerro sienen elinkyvysta eli Ioydoksen kliiniseen merkitykseen vaikuttaa myos
esimerkiksi potilaan taustatiedot. (Koo ym. 2019.) PCR on hydédyllinen potilailla,
jotka ovat jo saaneet sienilaaketta, mutta sita ei voi kayttaa hoidon tehon arvioin-
tiin (Hayette ym. 2019, 282). Tassa tutkimuksessa ei selvitetty potilaan saamaa
aiempaa sienilaakitysta, silla kyseisia tietoja on harvoin merkitty naytetietoihin.
Mikali PCR-tutkimuksesta saadaan vastaukseksi kaksi eri 10ydosta ja viljelysta
vain yksi, voi se johtua naytteen epatasaisuudesta tai siita, etta vallitsevampi der-
matofyytti peittaa toisen lajin viljelyssa (Faramarzi ym. 2021, 6). Tassa tutkimuk-
sessa kahdesta naytteestda PCR-tutkimus antoi vastaukseksi kaksi eri dermato-

fyyttia, mutta viljelysta vastattiin vain yksi 16ydos.
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Viljelyssa 56,3% (n=45) naytteista antoi positiivisen tuloksen Trichophyton rubru-
min osalta. Trichophyton mentagrophytes oli positiivinen 5% (n=4) naytteista.
Useassa tutkimuksessa, joita tassa opinnaytetydssa kaytetaan, yleisemmin diag-
nosoitu sienilaji oli Trichophyton rubrum (Hafirassou 2017, 643; Watanabe & Is-
hida 2017, 284; Shimoyama ym. 2019, 677; Pospischil ym. 2022, 4; Trovato ym.
2022, 541). Motamedin ym. (2017, 694) tutkimuksessa yleisimmin tunnistettu sie-
nilaji oli Trichophyton interdigitale (n=69) ja toiseksi yleisin Trichophyton rubrum
(n=28).

Seegenen Novaplex™ Dermatophyte Assay on tarkoitettu hius-, kynsi- ja
ihonaytteille. Tassa opinnaytetydssa PCR-tutkimus tehtiin 13 sienikontrollikanta-
naytteelle pesakekasvusta, jotta verifiointiin saatiin mukaan mahdollisimman
monta eri dermatofyyttilajia. Kaksi naytteista oli PCR-tutkimuksessa oikein nega-
tiivisia, silla kyseiset sienilajit eivat kuulu tunnistettavien sienilajien joukkoon.
PCR-tunnisti Trichophyton tonsurans kannat oikein antaen vastaukseksi TM/TT
(Trichophyton mentagrophytes/ Trichophyton tonsurans). Kahden naytteen
osalta PCR-tulos oli ristiriitainen kontrollikannan kanssa. Virheellisen PCR-tulok-
sen sijaan syy voi olla myoOs virheellisessa alkuperaisessa naytteen tunnistami-
sessa, koska kyseiset naytteet ovat laaduntarkkailunaytteitd vuosilta 1996 ja
1998, jolloin kaytettavat tunnistusmenetelmat olivat nykyista rajallisemmat. Mal-
jakasvusta tehtiin pelkastaan PCR-tutkimus, eika tunnistusta varmistettu nykyisin

kaytettavilla menetelmilla.

8.1.2 PCR-tutkimukseen kulunut aika viljelyyn verrattuna

Tutkimustuloksia PCR:n nopeudesta sienidiagnostiikassa ei tahan tyohon 1oyty-
nyt. Alvarez-Mosquera ym. (2018, 781) kuitenkin toteavat, ettd PCR-tutkimuksen
etuna voidaan pitaa menetelman nopeutta, joka voi tehostaa potilaiden hoitoa ja
sita kautta vahentaa kustannuksia. Nopeampi diagnostiikka myos vahentaa yli-
maaraisten sienilaakkeiden kayttda (van Herk ym. 2023, 3). Viljelyyn ja PCR-tut-
kimukseen kuluneen ajan vertailu ei ole ongelmatonta. Tutkimusten suorittami-
nen kaytannossa eroaa toisistaan, kun viljely tehdaan naytteen saapuessa labo-
ratorioon ja PCR-tutkimus silloin, kun riittdva maara naytteitd on saatu kerattya
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tutkimuksen suorittamiseen. Tassa kohtaa syntyy viivettd PCR-tutkimuksen vas-
taukseen, jos edellinen PCR-tutkimus on juuri suoritettu naytteen saapuessa la-

boratorioon.

Toisaalta vertailua haastaa myos se, etta negatiivisen viljelyvastauksen antami-
nen edellyttda kasvatusajan paattymista, kun taas PCR-tutkimuksesta positiivi-
nen ja negatiivinen vastaus on saatavissa samassa ajassa. Mikali varjaystulos
on positiivinen, kasvatetaan negatiivista viljelynaytetta viela yksi lisaviikko. Vilje-
lynaytteita luetaan Saboroud-maljan osalta kahdesti viikossa ja DTM-malja ker-
ran viikossa. Se, mika tulkitaan positiiviseksi, on maljoja lukevasta laboratoriohoi-
tajasta riippuvaista. Nayte voi olla positiivinen jo aiemmin, mutta jatkotutkimusten
tekeminen edellyttaa riittavaa kasvua, joten maljaa saatetaan kasvattaa pidem-
paan ennen positiivisen vastauksen antamista. Alustavia positiivisia vastauksia
ei yleensa anneta, vaan naytteelle annetaan lopullinen tunnistus sen valmistut-

tua.

Tassa opinnaytetydssa viljelyvastauksen saamiseen kulunut aika kuvaa hyvin
sita, miten kauan naytevastauksiin keskimaarin talla hetkella menee, koska vilje-
lynaytteiden osalta menettelyja ei ole muutettu. PCR-tutkimukseen kulunut aika
on tassa tutkimuksessa viitteellinen. Todellinen aika on selvitettavissa, mikali me-
netelma otetaan kayttoon ja PCR-tutkimuksen osalta tehdaan paatos suorittaa
tutkimus esimerkiksi kerran viikossa. PCR-tuloksen valmistuminen ja vastaami-
nen eivat valttamatta tapahdu samana paivana, joten myos tama vaikuttaa todel-
liseen vastausajankohtaan. Tassa tutkimuksessa PCR-tulos tulkittiin valmiiksi,
kun se oli PCR-laitteella valmis huolimatta siita, etta vastausta ei olisi sina pai-
vana enaa potilastietojarjestelmaan kirjattu. Laboratorion tyon kulkua optimoi-
malla, voidaan PCR-diagnostiikan viiveita lyhentaa entisestaan ja saavuttaa viela
tassa tutkimuksessa todettuja vasteaikoja nopeammat lapimenoajat. Viljelytutki-
muksessa sita vastoin viive johtuu organismien hitaasta kasvusta, joten sita ei

voida merkittavasti nopeuttaa. (Seiskari 2023.)

Tassa opinnaytetydssa PCR-tutkimus oli vilielymenetelmaa nopeampi seka po-
sitiivisissa ettd negatiivisissa naytteissa. Nopeampi tulos viljelymenetelmalla
PCR-tutkimukseen verrattuna saatiin 15 potilasnaytteesta, kokonaismaaran ol-
lessa 79 naytetta. Vastauksiin kulunut ero talloin oli yhdesta kahteen vuorokautta
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lukuun ottamatta yhden naytteen C.albicans -10ydosta, joka viljelylla saatiin kah-
deksan vuorokautta PCR-tutkimusta aiemmin. Hiivat kasvavat nopeasti, joten mi-
kali maljoja luetaan viljelya seuraavina paivana, on positiivinen tulos saatavissa

viljelylla nopeasti.

8.2 Luotettavuus

Laadukkaassa tutkimuksessa tutkijan tulee jatkuvasti tarkastaa seka asioita etta
omaa toimintaansa. Tutkimusprosessi kokonaisuutena ja tutkimuksen rakenne
vaikuttavat laatuun yksittaisten asioiden sijaan. Tutkimusprosessissa olennaista
on kuuluminen tutkijayhteisdon ja sita kautta palautteen saaminen ja tyon edista-
minen. (Ronkainen ym. 2011, 139.) Opinnaytetyoprosessin aikana tekstia on
muokattu saadun palautteen avulla ja asiantuntijoiden apua on kaytetty esimer-
kiksi vaikeaksi todetun PCR-prosessin selventamiseksi opinnaytetyon tekijalle.
Tilastollisen analyysin tekoa varten opinnaytetyon tekija suoritti Kvantitatiiviset
tutkimusmenetelmat, vaikuttavuustutkimus -kurssin ja sai apua analyysiin kurssin

opettajalta.

Validiteetti eli patevyys on sita, kuinka hyvin tutkimus onnistuu kuvaamaan tutkit-
tavana olevaa ilmiéta (Ronkainen ym. 2011, 130; Vilkka 2021, 193). Sisainen
validiteetti on tutkimuksen johdonmukaisuutta ja sisaista logiikkaa ja ulkoinen va-
liditeetti sita, kuinka hyvin tutkimustulokset voidaan siirtaa toiseen ymparistoon
(Ronkainen ym. 2011, 130). Validiteetissa olennaista on, etta tutkimus tutkii sita,
mita on kerrottu tutkittavan, tutkimuksen kasitteet kuvaavat ilmiéta ja ovat aineis-
toon perustuvia, tieto on tuotettu patevalla tavalla ja se patee tutkimuskohtee-
seen. Validiteetti voidaan kasittaa yleisempana termina, jolla kuvataan laatua ja
talldin silla tarkoitetaan tiedon tuottamista patevalla tavalla eli kaytetyt ratkaisut
ja kaytannot pystytaan perustelemaan yleisilla tieteen kriteereilla tai tutkimuksen
edustaman menetelman mukaisesti. Patevyytta on myos se, etta tutkimus on pa-
tevaa tutkimuksen kohteena olevan ilmion kuvaajana ja tutkijan kasitteet, tulkin-
nat ja havainnot vastaavat yhteison vastaavia. (Ronkainen ym. 2011, 131.) Vali-
diteettia tulee tarkastella jo tutkimusta suunniteltaessa, jolloin maaritellaan tar-

kasti kasitteet, perusjoukko ja muuttujat seka aineiston keraaminen (Vilkka 2021,
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193). Opinnaytetyosuunnitelma tehtiin huolellisesti ja siina pyrittiin mahdollisim-
man tarkasti maarittelemaan, kuinka ja millainen aineisto tullaan keraamaan.

Otoskokoa tassa tydssa maaritteli kaytettdvan naytepakkauksen koko.

Reliabiliteetilla kuvataan tutkimuksen luotettavuutta eli mittauksen yhdenmu-
kaista suorittamista ja mittarin kykya toimia tarkasti (Ronkainen ym. 2011, 131;
Vilkka 2021, 194). Mittaamiseen liittyy aina virheita. Satunnaisvirheeseen tutkija
ei voi vaikuttaa, koska silla kuvataan yksittaisten mittaustulosten epatarkkuutta.
Riittavan isossa otoksessa satunnaisvirheet kumoavat toisensa. Systemaatti-
sessa virheessa koko aineisto vaaristyy samaan suuntaan. Reliabiliteetti voidaan
nahda yleisena toimintatapojen luotettavuutena eli, etta aineistonkeruu on huo-
lellista, toimintatavat johdonmukaisia ja tutkimus on laadittu ja suoritettu huolelli-
sesti. (Ronkainen ym. 2011, 131-133.)

Viljely- ja varjaystuloksia on vastannut useampi sienilaboratorion tyontekija. Kai-
killa on tyotehtavaan tarvittava perehdytys ja tyo suoritetaan tydohjeita noudat-
taen. Sienilaboratorion toiminta on FINAS-akkreditoitu. Tuloksia viljelyn ja var-
jayksen osalta voidaan siis pitaa luotettavina. PCR-naytteiden esikasittelyn ja
eristykseen ja varsinaiseen PCR-reaktioon liittyvat kasin tehtavat osiot on suorit-
tanut opinnaytetyontekija ohjeistuksen mukaisesti huolellisuutta noudattaen yh-
teistydssa menetelmaasiantuntijan kanssa. Myds PCR-tuloksia voidaan siis pitaa
luotettavina siten, etta naytteiden kasittely ei ole vaikuttanut saatuihin tuloksiin.
Otetusta pintasieninaytteesta valitaan kaksi-kolme palaa ihoa, hiusta tai kyntta
PCR-reaktioon. Tassa kohtaa on mahdollista, etta naytteeksi valikoituu palat,
joissa sienta ei ole ja infektio jaa tunnistamatta. Pintasieniviljelyyn kaytetaan koko

nayte lukuun ottamatta pienta maaraa, joka kaytetaan varjaykseen.

Tutkimuksen kokonaisluotettavuus on silloin hyva, kun tutkimuksessa kaytetty
otos edustaa perusjoukkoa ja mittauksen satunnaisuutta on vahan (Vilkka 2021,
193). Tassa tutkimuksessa on tutkittu, kuinka dermatofyytti-PCR-tutkimus sovel-
tuu pintasienidiagnostiikkaan. Suunnitteluvaiheessa on pyritty huomioimaan, etta
mahdollisimman erilaisia naytteita tulisi tutkituksi. Validiteettida heikentaa kuiten-
kin se, etta valitut naytteet ovat painottuneet Calcofluor-positiivisiin naytteisiin.

Tassa on toimittu verifioinnin ehdoilla, mikad kohdistuu nimenomaan positiivisiin
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naytteisiin. Otos tassa tutkimuksessa ei talta osin kuvaa taysin perusjoukkoa eli

kaikkia pintasieninaytteita.

PCR-tutkimuksen herkkyytta ja tarkkuutta on arvioitu koko tutkitusta naytemaa-
rasta, mika lisaa luotettavuutta. Naytelaatukohtaista vertailua ei voida tdman tut-
kimuksen perusteella luotettavasti kuitenkaan tehda, koska naytteista suurin osa
oli kynsinaytteita muiden naytelaatujen jaadessa vahaisiksi. Myos ilman kunnol-
lisia naytetietoja tulleita naytteita oli useita. Naytelaatukohtaiset tulokset tassa

tutkimuksessa ovat suuntaa antavia.

Tutkimuksiin kuluneen ajan vertailua varten kaikki ajat naytteenosta alkaen muu-
tettiin vuorokausiksi laskemisen helpottamiseksi ja aikojen laskemisessa tehta-
vien virheiden ehkaisemiseksi. Tama vaikuttaa tuloksen luotettavuuteen sita hei-
kentaen. Tutkimuksiin kuluneen ajan vertailu ei tassa opinnaytetyossa ollut taysin
luotettavaa myoskaan johtuen tutkimusten erilaisesta luonteesta ja kaytannon
jarjestelyista laboratoriotydskentelyssa. Tulosten perusteella voidaan kuitenkin
saada suuntaa antava viite siita, ettd PCR-tutkimus on viljelyd nopeampi etenkin

viljelynegatiivisten naytteiden osalta.

Opinnaytetyo on tehty huolellisuutta ja tarkkuutta noudattaen. Naytteiden kasit-
tely on suoritettu tydohjeiden mukaisesti laadukasta laboratorioty6tapaa noudat-
taen. Yksi viljelynaytteista on vastattu viikkoa liian aikaisin, joten negatiivinen vas-
taus tdman naytteen osalta ei ole luotettava. PCR-tutkimuksessa yhden naytteen
pipetointi epaonnistui, eika naytteelle voitu tehda PCR-tutkimusta. Tata naytetta
ei huomioitu tuloksia laskettaessa. Kaksi PCR-naytetta sai clot-huomautuksen,
joka todennakaisesti johtui riittamattomasta naytemaarasta. Toinen naista nayt-
teista sai siitd huolimatta positiivisen PCR-vastauksen, joka voidaan tulkita luo-

tettavaksi, silla myds viljelyvastaus oli positiivinen.

8.3 Etiikka

Tassa tydssa noudatetaan hyvaa tieteellista kaytantdéa. Tutkimuseettisen neuvot-

telukunnan TENK:n (2023) ohjeen mukaan “[h]yva tieteellinen kaytantd koostuu
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menettelytavoista, joilla huolehditaan hyvan tieteellisen kaytannon toteutumi-
sesta tieteellisen toiminnan koko elinkaaren ajan.” Perusperiaatteita ovat luotet-
tavuus, rehellisyys, muiden tydn arvostaminen ja vastuunotto. (Tutkimuseettinen
neuvottelukunta 2023, 11.)

Tutkimusetiikkaa on noudatettu koko opinnaytetyoprosessin ajan ja etenkin ai-
neiston kaytdossa on huomioitu, etta tutkimustulokset vastaavat aineistoa, ana-
lyysi on huolellista ja aineistoa kunnioittavaa, tehdyt valinnat ovat perusteltuja ja
tekstissa nahtavissa (Ronkainen ym. 2011, 142). Aineiston kerdaminen ja analy-
sointi on kuvattu tyossa, kuten ne on suoritettu. Tulosten analysointi on tehty huo-
lellisesti ja tarkastaen tilasto-ohjelmaan syotetyt tiedot oikeiden tulosten varmis-
tamiseksi. Aiempiin tutkimuksiin on tutustuttu ja verrattu niissa saatuja tuloksia
tassa tyossa saatuihin tuloksiin. Naiden pohjalta on tehty johtopaatoksia aiem-

paan tutkimukseen pohjautuen.

Kaytetyt tiedonhankinta-, tutkimus- ja arviointimenetelmat on valittu niin, etta ne
tayttavat tieteellisen tutkimuksen kriteerit. Tutkimusta tehneiden tyota on arvos-
tettu ja kaytettyihin Iahteisiin on viitattu asianmukaisesti. (Tutkimuseettinen neu-
vottelukunta 2023, 12.) Tiedonhakua on kuvattu liitteessa 1. Kaytetyt lahteet ovat
mahdollisimman uusia ja tayttavat tieteellisen tekstin kriteerit. Lahteet on merkitty
Tampereen ammattikorkeakoulun ohjeistuksen mukaisesti. Oikea lahteiden mer-
kitseminen on tarkistettu valmiista tekstista. Reaaliaikainen polymeraasiketjure-
aktio -kappaleessa kaytettyihin kuviin on kysytty sahkodpostitse lupa Geenitek-

niikka-teoksen tekijoilta ja kuvittajalta.

Ennen opinnaytetyoprosessin aloittamista on laadittu sopimus tyon tekemisesta
(Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2023, 13). Suunnitelmassa on kuvattu aineis-
ton keruu, otos seka alustava suunnitelma tyon toteuttamisesta. Suunnitelmavai-
heessa selvitettiin, ettd potilasnaytteiden kayttda varten ei tarvita lupaa, koska
erillisia naytteita ei tarvinnut ottaa. PCR-tutkimus suoritettiin potilasnaytteesta
varsinaisen sieniviljelyn ja varjayksen suorittamisen jalkeen. Tutkimuksessa ei
kasitelty potilaiden henkilGtietoja, vaan naytteet kasiteltiin laboratoriokohtaisella
juoksevalla numeroinnilla. Potilaat saivat vastauksen normaalikaytannon mukai-

sesti, eika tutkimus viivastyttanyt potilasvastauksia. Opinnaytetydn valmistuttua
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keratty aineisto poistetaan tekijan tiedostoista, mutta se on Fimlab mikrobiologian

laboratorion kaytettavissa.

8.4 Johtopaatokset

Dermatofyytti-PCR parantaa saatujen tulosten perusteella pintasieninaytteiden
diagnostiikkaa. Tutkimus on viljelyyn verrattuna herkempi ja tarkempi. PCR-tutki-
mus myo0s nopeuttaa diagnostiikkaa saatujen tulosten perusteella. Taman tutki-
muksen perusteella dermatofyytti-PCR-tutkimus soveltuu pintasienidiagnostiik-
kaan Fimlab mikrobiologian sienilaboratoriossa siten, etta menetelmaa voidaan
kayttaa viljelyn rinnalla dermatofyyttien osoituksessa, mutta viljelyn korvaaminen
dermatofyyttien diagnostiikassa edellyttdaa menetelman tarkkuuden tarkempaa
arviointia (Seiskari 2023).

Opinnaytetyota tehdessa kavi ilmi, ettd naytemaara esikasittelyn jalkeen oli liian
pieni PCR-tutkimusta varten. Tassa tyossa yksi nayte ei saanut PCR-vastausta
pipetoinnin epaonnistuttua. Tasta syysta esikasittelya on syyta muuttaa ennen
varsinaisen PCR-tutkimuksen kayttédnottoa. Jotta menetelma voitaisiin ottaa klii-

niseen kayttoon, on verifiointia jatkettava oikean esikasittelyn selvittamiseksi.

Pintasienidiagnostiikan parantamiselle ja nopeuttamiselle on asiakkaista lahtenyt
tarve. Kun PCR-menetelma saadaan kliiniseen kayttdéon, olisi mielenkiintoista
selvittaa asiakaskokemuksia ja -tyytyvaisyyttd uuden menetelman tuomista hyo-
dyista pintasienidiagnostiikassa. Laboratorion toiminnan kannalta voisi selvittaa,
kuinka PCR-tutkimuksen kayttdéonotto muuttaa sienilaboratorion toimintaan ja
mahdollistaako se esimerkiksi suurempien naytemaarien kasittelyn kuin viljely-

menetelma.
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kirjoittaja ja maa

otsikko ja vuosi

naytemateriaali,
tehdyt tutkimukset

tulokset

Alvarez-Mosquera, I.,
Herndez, S., Sanchez,
J., Sudrez M.D. &
Cisterna, R.

Espanja

Diagnosis of Su-
perficial Mycoses
by a Rapid and
Effective PCR
Method from
Samples of
Scales, Nails and
Hair

2018

626 hilse-, kynsi- ja
hiusnaytetta tutkit-
tiin viljelylla, varjayk-
selld ja itse kehitel-
lylla agaroosigee-
lielektroforeesi-
PCR:lla

PCR on tehokas ja nopea tunnista-
maan pinnallisia sienia. Tassa tut-
kimuksessa todettiin, etta PCR
vaatii riittavasti DNA:ta eli riitta-
van runsaita naytteita. PPV 90,9%,
NPV 94,6%. Naytteista viljelylla oli
positiivisia 21% ja PCR:lla 22%.

Faramarzi, S., Mota-
medi, M., Rezaei-Ma-
tehkolaei, A,
Aboutalebian, S., An-
sari, S., Didehdar, M.,
Bahadoran, M. &

A simple multi-
plex polymerase
chain reaction as-
say for rapid
identification of
the common

Tunnettuja sienikan-
toja (sekd dermato-
fyytteja etta ho-
meita ja hiivoja) tut-
kittiin 101 kappa-
letta, potilasnayt-

Naytteista positiivisia oli PCR-me-
netelmalla 68,1%, ja viljelylla
55,4%, PCR tunnisti hyvin sieni-
kannoista otsikossa mainitut der-
matofyytit

Mirhendi, H. pathogenic der- teita 155, joista 110
Iran matophytes: Tri- | kappaleesta tehtiin
chophyton inter- | mikroskopointi, vil-
digitale, Tri- jely ja multiplex-
chophyton PCR-tutkimus
rubrum and Epi-
dermophyton
floccosum
2021
Hafirassou, A.Z., Va- | Usefulness of 70 kynsinaytetta ja Naytteista 58% oli varjdyspositiivi-
lero, C., Gassem, N., | techniques based | 15 kontrollindytetta | sia, ja 54 % viljelypositiivisia. Sieni-
Mihoubi, I. & on real time PCR | terveilta potilailta PCR-tutkimuksella positiivisia
Buitrago, M.J. for the identifica- | tutkittiin viljelylla, naytteita oli 28% ja dermatofyytti-
Algeria tion of ony- varjayksella ja PCR- PCR-positiivisia 60 %. Sensitiivi-
chomycosis-caus- | tutkimuksella. Kay- syys viljelyyn verrattuna oli 90%.
ing species tossa oli nelja eri- Yksi viljelypositiivinen nayte ei ol-
2017 laista RT-PCR-tutki- lut positiivinen kummallakaan

musta: sieni-PCR,
dermatofyytti-PCR,
hiiva-PCR ja Asper-
gillus-PCR. Kahdella
ensimmaisena mai-
nituista tutkittiin
kaikki 70 naytettd ja
hiiva- seka Aspergil-
lus-PCR-tutkimuk-
sella 25 naytetta.

edelld mainituista PCR-tutkimuk-
sista.

Dermatofyytti-PCR on sensitiivi-
nen ja spesifinen, mutta silld on
mahdollista tunnistaa vain der-
matofyytit, eika se erota dermato-
fyyttilajeja toisistaan.

jatkuu




63

2(9)

Hayette, M-P., Sei-
del, L., Adjetey, C.,
Darfouf, R., Wéry,
M., Boreux, R.,
Sacheli, R., Melin, P.
& Arrese, J.

Belgia

Clinical evalua-
tion of the
DermaGenius
Nail real-time
PCR assay for the
detection of der-
matophytes and
Candida albicans
in nails

2019

138 kynsindytetta
tutkittiin viljelylla,
histologisella tutki-
muksella ja PCR-tut-
kimuksella, jonka
tunnistuspaneelissa
on T.rubrum, T.men-
tagrophytes ja C.al-
bicans

PCR-tutkimuksen sensitiivisyys oli
80% ja spesifisyys 74,4%. Paras
yhdistelma tutkimuksen mukaan
on PCR-tutkimus yhdistettyna his-
tologiseen tutkimukseen.

Kabtani, J., Diongue,
K., Dione, J-N., Del-
mas, A., L'Ollivier C.,
Amoureux, M-C,,
Ndiaye, D. & Ranque,
S.

Senegal

Real-time PCR As-
say for the Detec-
tion of Dermato-
phytes: Compari-
son between an
In-House Method
and a Commer-
cial Kit for the Di-
agnosis of Der-
matophytoses in
Patients from Da-
kar, Senegal

2021

105 iho-, kynsi- ja
hiusnaytetta tutkit-
tiin kahdella PCR-
tutkimuksella ja ver-
rattiin perinteiseen
viljelyyn ja varjayk-
seen.

Positiivisia ndytteita viljelylla oli
24,8%, In-House-PCR:lla 36,2% ja
kaupallisella PCR-tutkimuksella
20%. In-House-PCR:n sensitiivisyys
oli 88,9% ja kaupallisen PCR-tutki-
muksen 65,4%. Iho- ja kynsindyt-
teissa kaupallisen PCR-tutkimuk-
sen sensitiivisyys oli 77%. Ero joh-
tuu siita, etta kaupallinen PCR-tut-
kimus ei sisalla hiusnaytteista af-
rikkalaisvaestosta loytyvaa
M.audoinii -dermatofyyttia.

Koo, S.H., Teoh, Y.L,
Koh W.L., Ochi, H.,
Tan, S.K., Sim,
D.M.F., liang, B., Tan,
A.L,Tan, T.Y. & Lim,
S.P.R.

Singapore

Development
and validation of
a real-time multi-
plex PCR assay
for the detection
of dermato-
phytes and
Fusarium spp.
2019

Tutkittiin 150 tun-
nettua sienikantaa
sisdltden dermato-
fyytti- home- ja hii-
vakantoja. Taman li-
saksi tutkittiin 204
kynsinaytetta poti-
lailta, jotka eivat ol-
leet saaneet sieni-
laakettd. Potilas-
naytteille tehtiin vil-
jely, varjays ja kaksi
eri PCR-tutkimusta.

Naytteista 38,7% oli varjayspositii-
visia ja 61,3% viljelypositiivisia. Vil-
jelypositiivisista naytteista 19,6%
l6ytyi dermatofyytti tai Fusarium
spp. PCR-tutkimuksella positiivisia
naytteita oli 40,7%. Multiplex PCR
on luotettava ja nopeampi pinta-
sieni-infektioiden tunnistamisessa
kuin viljelymenetelma.

Lin, B.B., Pattle, N.,
Kelley, P. & Jacsic
A.S.

Itavalta

Multiplex RT-PCR
provides im-
proved diagnosis
of skin and nail
dermatophyte in-
fections com-
pared to micros-
copy and culture:
a laboratory
study and review
of the literature
2021

Tutkimus tehtiin kol-
messa osassa. Ensin
tutkittiin tunnettuja
bakteeri- ja sienikan-
toja 10 kappaletta
molempia. Toiseksi
tutkittiin viljelylla ja
varjayksella positii-
viseksi tiedettyja
kynsi- ja ihondytteita
105 kappaletta. Kol-
manneksi tutkittiin
iho- ja kynsindytteita
195 kappaletta var-
jayksella, viljelylla ja
PCR-tutkimuksella.

Ensimmaisessa vaiheessa todet-
tiin, etta PCR-tutkimuksen spesifi-
syys on 100% tunnetuilla bakteeri-
ja sienikannoilla. Toisessa vai-
heessa sienipositiivisten potilas-
naytteiden sensitiivisyys PCR-tut-
kimuksella oli 90%. Kolmannessa
vaiheessa varjayspositiivisia ndyt-
teita oli 18%, viljelypositiivisia oli
17% ja PCR-tutkimuksella positiivi-
sia 47%. Kaikki viljelypositiiviset
naytteet olivat positiivisia myos
PCR-tutkimuksella. Kahdessa nayt-
teessa identifikaatio oli eri nadilla
tutkimuksilla.
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Marcos-Tejedor, F.,
Mota, M., Iglesias-
Sanchez, M.J.,
Mayordomo, R. &
Gongalves, T.
Espanja

Identification of
Fungi Involved in
Onychomycosis
in Patients of a
Spanish Rural
Area

2021

51 potilaan kynsi-
ndytteet, tutkittiin
viljelylla, varjayksella
ja perinteisella PCR-
tutkimuksella seka
RT-PCR-tutkimuk-
sella. PCR-tulokset
saatiin agaroosigee-
lielektroforeesilla.

76,5% naytteista oli viljelypositiivi-
sia ja naista infektioista 48,8% oli
dermatofyytin aiheuttamia ja
25,6% hiivan aiheuttamia seka
25,6% oli seka hiivan etta der-
matofyytin aiheuttamia. 84,3% oli
PCR-positiivisia (tavallinen ja RT-
PCR yhteensa). Tutkimusten valilla
ei ollut tilastollista merkittavyytta.
Ikdaryhmalla yli 65-vuotiaat sieni-
infektion aiheuttaja oli dermato-
fyytti 18% tapauksista ja hiiva 82%
tapauksista. PCR parantaa der-
matofyyttien tunnistusta ja varsin-
kin nopeuttaa sita.

Motamedi, M., Lari,
M.S., Pakshir, K. &
Zomorodian, K.
Iran

Comparing real-
time PCR and
Calcofluor-white
with conven-
tional methods
for rapid detec-
tion of dermato-
phytes: Across-
sectional study
2019

Tutkimuksessa teh-
tiin viljely, varjays ja
PCR-tutkimus 307
iho-, kynsi ja hius-
naytteesta.

Naytteista varjayspositiivisia KOH-
varjayksessa oli 61,4% ja Calco-
fluor-white -varjayksessa 61,1%.
PCR-tutkimuksella positiivisia
naytteita oli 59,9%. Viljelypositiivi-
sia 0li 43,3%. Tutkimuksen perus-
teella Calcofluor-white-varjays on
hyva vaihtoehto KOH-varjaykselle.
Myos PCR-tutkimusta voidaan
kayttaa dermatofyyttien tunnista-
miseen taman tutkimuksen mu-
kaan.

Motamedi, M., Mir-
hendi, H., Zomoro-
dian, K., Khodadadi,
H., Kharazi, M.,
Ghasemi, Z., Shidfar,
M.R. & Makimura, K.
Iran

Clinical evalua-
tion of B-tubulin
real-time PCR for
rapid diagnosis of
dermatophytosis,
a comparison
with mycological
methods

2017

Tutkittiin 853 poti-
lasnaytetta (iho,
kynsi ja hius), joista
kaikista tehtiin var-
jays ja PCR. Edella
mainittujen lisaksi
tehtiin viljely 499
ndytteesta.

499 naytteesta, joista tehtiin var-
jays, viljely ja PCR, varjayspositiivi-
sia oli 31,2%, viljelypositiivisia
25,6% ja PCR-positiivisia 41,0%.
PCR-tutkimuksen sensitiivisyys oli
87,5%, spesifisyys 85%, positiivi-
nen ennustearvo 66,5% ja negatii-
vinen ennustearvo 95,2%. PCR
toimi paremmin iho- kuin kynsi-
naytteilld, joten se ei taysin korvaa
perinteista diagnostiikkaa

Pospischil, 1., Rein-
hard, C., Bontems,
0., Salamin, K.,
Fratti, M., Blanchard,
G., Chang, Y-T., Wag-
ner, H., Hermann, P,,
Monod, M., Hoet-
zenecker, W. & Gue-
nova, E.
Sveitsi/Itavalta/Es-
panja

Identification of
Dermatophyte
and Non-Derma-
tophyte Agents in
Onychomycosis
by PCR and DNA
Sequencing — A
Retrospective
Comparison of
Diagnostic Tools
2022

16094 kynsinaytetta
tutkittiin viljelylla ja
varjaykselld. PCR tai
sekvenointi suoritet-
tiin kaikille nayt-
teille, jotka olivat
varjayspositiivisia,
mutta viljely oli ne-
gatiivinen tai konta-
minoitunut. Myds
positiivisille nayt-
teille suoritettiin
maljakasvun PCR tai
sekvenointi.

Varjdyspositiivisia naytteitd oli
68,1% ja viljelypositiivisia 28,7%.
Positiivisista viljelyista 47,9% oli
dermatofyytteja. 1148 naytetta
sekvenoitiin/tehtiin PCR. N&ist3
99,7% oli varjayspositiivisia, 21,8%
viljelypositiivisia ja sekvenointi-
/PCR-positiivisia 63,5%. PCR on
hyva varsinkin, jos perinteisilla
menetelmilla ei saada diagnoosia.
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Sherman, S., Goshen
M., Treigerman, O.,
Ben-Zion, K., Carp,
M.J., Maisler, N., Eh-
renreich, |.B., Kimchi,
A, Lifshitz, S., Smol-
lan, G., Davidovici,
B., David, M., Hodak,
E. & Segal, R.

Israel

Evaluation of
multiplex real-
time PCR for
identifying der-
matophytes in
clinical samples —
A multicentre
study

2018

Naytteita tutkittiin
useassa 0sassa.
Nayte-erd 1: 223
iho-, hius- ja kynsi-
ndytetta tutkittiin
viljelylla, varjayksella
ja PCR-tutkimuk-
sella. Nayte-era 2:
naytteita oli 200 ja
kolmannessa erdssa
103. Tutkimuksessa
kehitettiin RT-PCR-
tutkimus pintasieni-
naytteille.

Nayte-era 1: 85% naytteista antoi
saman vastauksen viljelysta ja
PCR-tutkimuksesta. 22 tapauk-
sessa PCR antoi positiivisen tulok-
sen, jota viljelysta ei l0ytynyt.
Nayte-era 2: 59% PCR-positiivisia
naytteita. PCR tunnisti kaikki pe-
rinteisilld menetelmilld tehdyt 16y-
dokset ja tdman lisdksi PCR-positii-
visia naytteitd oli 15%. Nayte-era
3: 66% PCR-positiivisia naytteita.
PCR tunnisti kaikki perinteisilla
menetelmilla tehdyt 16ydokset ja
tadman lisdksi PCR positiivisia ndyt-
teitd oli 30%. PCR-tutkimuksen
sensitiivisyys oli 92% ja spesifisyys
79%. RT-PCR oli merkittavasti pa-
rempi tunnistamaan dermatofyy-
tit kuin perinteiset menetelmat.

Shimoyama, H., Sa-
toh, K., Makimura, K.
& Sei, Y.

Japani

Epidemiological
survey of ony-
chomycosis path-
ogens in Japan by
real-time PCR
2019

Tutkimuksessa teh-
tiin PCR-tutkimus
496 varjayspositiivi-
selle kynsindytteelle.
Taman lisaksi tutkit-
tiin 20 negatiivista
kontrollia eli varjayk-
sessa negatiiviseksi
jaanytta naytetta.

Varjayspositiivisista naytteista
96,2% oli PCR-tutkimuksessa posi-
tiivisia. Kaikki 20 negatiivista kont-
rollia olivat negatiivisia seka var-
jayksessa etta PCR-tutkimuksessa.
PCR-tutkimus tunnistaa tehok-
kaasti ja nopeasti useimmat sieni-
infektion aiheuttajat.

Trovato, L., Domina
M., Calvo, M., De
Pasquale, R., Scalia,
G. & Oliveri, S.
Englanti

Use of real time
multiplex PCR for
the diagnosis of
dermatophytes
onychomycosis in
patients with em-
pirical antifungal
treatments

2022

Tutkittiin 109 kynsi-
naytetta sienilaaki-
tyilta ja laakitsemat-
tomia potilaita. Teh-
tiin viljely, varjays ja
PCR-tutkimus.

PCR-tutkimuksen sensitiivisyys oli
78,5%, spesifisyys 100%, positiivi-
nen ennustearvo 100% ja negatii-
vinen ennustearvo 75,9%. Hoita-
mattomien potilaiden viljely oli
positiivinen 73,7% naytteista ja
hoidettujen 40,7%. PCR on hyo-
dyllinen etenkin potilailla, joita on
sienilaakitty ilman kliinista para-
nemista.

van Herk, A.,
Houwen, C., den Rei-
jer, M., Noordanus-
van Beek, M., Nie-
huis, M-J., van Lis-
donk, N., Mertens, K.
& Thai, K.T.D.
Hollanti

Rapid detection
of dermato-
phytes using the
Seegene
Novaplex™ der-
matophyte assay
2023

Tutkittiin 61 iho-,

kynsi-, hius- ja vilje-
lynaytetta. Vertailu-
menetelma RT-PCR.

Spesifisyys 94.3-97.9% ja sensitii-
visyys 94,1%. Tutkimuksen luotet-
tavuutta heikensi se, ettei tutkittu
ei-dermatofyytteja, positiivisten
naytteiden maara oli pieni ja laji-
kirjo suppea.
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Walser, M. & Boss-
hard, P.P.
Sveitsi

Development
and evaluation of
a pan-dermato-
phyte polymer-
ase chain reac-
tion with species-
level identifica-
tion using sloppy
molecular bea-
con probes

2018

Tutkittiin 306 hius-,
iso- ja kynsinaytetta
viljelylla, varjayksella
ja PCR-tutkimuk-
sella. Kaytossa oli
kahden putken PCR,
jossa ensimmaisessa
oli dermatofyytti-
spesifit alukkeet ja
toisesta saatiin tar-
kempi lajimaaritys.

PCR-tutkimuksen sensitiivisyys oli
96,9% ja spesifisyys 90,4%. Vilje-
Iylla vastaavat luvut olivat 46,7%
ja 98,7%. Naytteistd 46,4% oli var-
jayspositiivisia, viljellyista nayt-
teista dermatofyyttipositiivisia oli
19,6%. PCR-tutkimuksessa 44,8%
naytteista oli dermatofyyttipositii-
visia. My0Os muita sieniloydoksia
tehtiin seka viljelylla ettd PCR-tut-
kimuksella. PCR-tutkimus toimii
hyvin dermatofyyttien tunnistami-
seen ja on nopea.

Watanabe, S. & Is-
hida, K.
Japani

Molecular Diag-
nostic Tech-
niques for Ony-
chomycosis: Va-
lidity and Poten-
tial Application
2017

Tutkimuksessa teh-
tiin viljely ja PCR-tut-
kimus 149 varjays-
positiiviselle kynsi-
naytteelle.

Naytteistd 95,3% oli PCR-positiivi-
sia ja viljelypositiivisia 69,8%. Yh-
taan PCR-negatiivista ndytetta ei

ollut viljelyssa positiivista.
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Liite 3. Varjays-, PCR-, ja viljelytulokseen kulunut aika vuorokausissa naytteen-

ottopaivamaarasta alkaen naytekohtaisesti

nayte varjays PCR viljely
41 1 8 11
42 1 8 8
43 1 8 27
44 3 7 11
45 3 7 26
46 3 7 11
47 1 14 40
48 1 14 13
49 1 14 13
50 1 14 22
51 1 14 21
52 1 13 20
53 2 14 21
54 1 13 12
55 2 14 27
56 1 13 39
57 1 13 12
58 1 13 39
59 1 13 12
60 1 8 28
61 1 8 34
62 1 8 21
63 3 8 34
64 2 7 33
65 2 7 33
66 3 8 34
67 2 7 40
68 2 7 14
69 1 6 32
70 1 6 13
71 1 6 8
72 2 7 14
73 1 6 13
74 1 6 13
75 4 6 39
76 3 5 38
77 3 5 18
78 3 5 31
79 3 5 19

nayte varjays PCR viljely

1 1 8 42
2 1 8 14
3 1 8 42
4 2 9 43
5 1 8 42
6 1 8 42
7 1 8 42
8 2 8 22
9 2 8 15
10 1 7 13
11 1 7 21
12 1 6 33
13 1 6 40
14 1 6 7
15 1 6 12
16 3 8 9
17 1 6 11
18 2 7 13
19 1 16 14
20 1 16 40
21 1 15 13
22 1 15 20
23 1 15 13
24 1 15 39
25 2 16 14
26 2 16 14
27 1 15 34
28 1 15 14
29 1 15 39
30 3 14 13
31 4 15 19
32 3 14 33
33 3 14 34
34 4 15 14
35 3 14 6
36 1 11 15
37 1 11 15
38 1 11 22
39 1 10 41
40 1 10 9
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