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Opinnaytetyon aiheena oli Abottin ja Techlab-yhtion valmistaman C. Diff Quik
Chek Complete -vieritestin toimivuuden ja kaytettavyyden testaaminen. Opinnay-
tetyon aihe saatiin Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian yksikosta. Tarkoituk-
sena oli analysoida ulostenaytteita C. Diff Quik Chek Complete-testilla. Opinnay-
tetyon tehtavina oli arvioida testin tulostasoa seka luotettavuutta nykyisin kay-
tossa olevaan PCR-menetelmaan verraten. Pikatestin soveltuvuutta terveyden-
huollon yksikdn kayttoon tarkasteltin SWOT-analyyseilla, joissa otettiin huomi-
oon kayttajaystavallisyys ja kaytannon tyohon soveltuvuus.

Lokakuun 2019 ja joulukuun 2019 valilla suoritettiin 62 analyysia Fimlab Labora-
toriot Oy:lle l1ahetetyilla potilasnaytteilla. Naytteet oli jo analysoitu PCR-menetel-
malla ja siita saatu tulos oli kirjoitettu nayteastiaan. Suositeltavin naytetyyppi oli
valmistajan mukaan tuore uloste, mutta suurin osa naytteista lahetetdan labora-
torioon FecalSwab-putkessa. Naytteet jakautuivat neljaan ryhmaan. Testia suo-
sitellaan seulontatestiksi tai kaytettavaksi diagnostiikan apuna. European Society
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) on luonut kaksi algo-
ritmia, jotka ohjeistavat testin tehokkaaseen, mutta laadukkaaseen ja turvalliseen
kayttoon. Testia arvioitiin naiden algoritmien valossa. Tulokset viittasivat siihen,
etta testi toimi sille asetettujen odotusten mukaisesti ja tulokset olivat linjassa ai-
kaisempien tutkimusten kanssa.

PCR-menetelma osoittaa toksigeenisen bakteerin lasnaolon. Toksigeeninen bak-
teeri ei kuitenkaan valttamatta tuota toksiinia ja se saattaa olla myds osa potilaan
suoliston normaaliflooraa. Toksiiniosuus tuotti tdssa koestuksessa suurimman
osan vaarista negatiivisista, mika voi osaksi selittya em. seikalla. Muita selittavia
syita saattavat olla esimerkiksi toksiinin alhainen pitoisuus naytteessa. Pikatestin
onkin sanottu olevan spesifimpi oireiselle tulehdukselle, silla se on positiivinen
vasta suuremmilla toksiinipitoisuuksilla. Myos opinnaytetyon kaytannon toteutuk-
sen kannalta valttamattomat seikat ovat saattaneet vaikuttaa tuloksiin. Jatkotut-
kimuksena pikatestia voisi verrata toiseen menetelmaan, tai keskittya tekemaan
saman tyyppisen koestuksen ainoastaan tuoreita ulostenaytteitd hyoddyntaen.
Kayttokokemuksen arviointi hoitotydn ammattilaisten toimesta, voisi kertoa
enemman testin kohderyhman ajatuksista testin kaytettavyyden suhteen.

Asiasanat: clostridium difficile, diagnostiikka, vieritestaus, infektiotaudit
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Clostridium difficile infections are commonly healthcare-associated and related
to the use of antibiotics. The clinical representation is variable and can range from
asymptomatic colonization to severe diarrhea. Due to the inability to distinguish
C. difficile from other causes of diarrhea, laboratory testing is essential to differ-
entiate cases with C. difficile infections.

The purpose of this study was to evaluate the results and reliability of the C. Diff
Quik Chek Complete -bedside test (Abott & Techlab), by comparing test results
with the current PCR-method in use (Altona RealStar). SWOT -analysis was also
applied to estimate the suitability of the bedside test for the use of a healthcare
unit. This study was carried out by analysing 62 stool samples. Test results were
collected and analysed using tabulation and calculative values. Experiences and
thoughts were expressed in the SWOT -analysis fields.

Results were evaluated using testing guidelines provided by the European Soci-
ety of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID). As a result, the
C. Diff Quik Chek Complete -bedside test meets the expectations given by the
manufacturer and ESCMIDs’ guidelines. The results correlate with previous stud-
ies conducted.

Keywords: clostridium difficile, diagnostics, bedside testing, infectious disease
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1 JOHDANTO

Opinnaytetydbmme aiheena on Abottin ja Techlab-yhtion valmistaman C. Diff Quik
Chek Complete-vieritestin toimivuuden ja kaytettavyyden arviointi. Opinnayte-
tyon aihe on saatu Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian yksikolta. Kaytamme
opinnaytetyossa termia koestus kuvaamaan tutkimusprosessia, vaikka tutkimus-
asetelma ei tayta virallisen koestuksen kriteereja. Pikatestilla analysoidaan nayt-
teita, jotka on lahetetty laboratorioon tutkimusnimikkeella F-CIdTNhO, eli Clostri-
dium difficile, toksigeeni, nukleiinihappo osoitus. Naytteet tutkitaan laboratorion
kaytdssa olevalla PCR-menetelmalld, joka toimii vertailumenetelmana omille tu-
loksillemme. Suoritamme opinnaytetydn kokeellisesti ja analysoimme dataa ku-
vioilla, silla pidamme sita kaikista luotettavimpana ja edustavimpana lahestymis-
tapana. Tulosten arvioinnissa ja esittamisessa tama lahestymistapa mahdollistaa
objektiivisuuden. Laskemme testille tunnusarvoja, joita esitellaan ja arvioidaan.

Testin kaytettavyytta aiomme pohtia SWOT-analyysin avulla.

C. difficile on bakteeri, jonka patogeeninen kanta aiheuttaa ripuli-infektion tuotta-
malla toksiineja. Clostridium suvusta tunnetaan muitakin ihmiselle patogeenisia
lajeja ja niita yhdistava patogeenisyyden tekija on toksiinien tuotto. C. difficile on
merkittava hoitoon liittyvien infektioiden aiheuttaja, jolloin infektion laukaisijana
toimii usein antibioottihoito, mika heikentda normaaliflooraa ja mahdollistaa bak-
teerin pitoisuuden nousun. Immuunipuutteisilla bakteeri voi aiheuttaa myos en-
teerisen taudin. (Pitt 2018, 103.) C. difficile infektioiden hallintaan ja niiden nope-
aan diagnostiikkaan on kiinnitettdva huomiota, silld potilaiden nopea eristys ja

hoidon aloitus estaa taudin levidamisen ja sairaalajaksojen pidentymisen.

Pikatestit ovat kehittyneet suhteellisen nopeasti osaksi potilasdiagnostiikkaa.
Niilla voi olla suuri vaikutus hoitopaatdksiin, mutta kehittyneissa terveydenhuollon
rakenteissa testien tulee olla riittavan luotettavia. Jos testi ei ole riittavan sensitii-
vinen, riskina on vaara diagnoosi tai lisdkulut, koska joudutaan suorittamaan var-
mistustesteja. (Hansen 2020.) Pikatesti on kehitetty siten, etta sen voi tehda hel-
posti ja nopeasti kuka tahansa, missa ymparistdssa tahansa. Mikali testi toimii ja
tulokset ovat luotettavia, testin kayttdonotto voisi johtaa nopeampaan infektion
diagnosointiin tai poissulkuun. Talla testilla ei voida kuitenkaan taysin korvata la-
boratoriotutkimuksia ja sita suositellaan kaytettavaksi mm. seulontatestina.



2 TAVOITE, TARKOITUS JA TEHTAVAT

Opinnaytetydmme tavoitteena on kerata kokeellista dataa Techlab- yhtion val-
mistaman C. Diff Quik Chek Complete -vieritestin tuloksista ja verrata niitéd Altona
RealStar PCR-menetelman tuloksiin. Datan avulla saamme lisatietoa testin omi-
naisuuksista ja kykenemme arvioimaan testin toimivuutta diagnostiikan vali-
neend. Konkreettista aikomusta ottaa pikatestia osaksi laboratoriodiagnostiikkaa
ei talla hetkella ole, mutta testin toimivuutta ja muita oleellisia ominaisuuksia on

tarkeaa testata tulevaisuuden varalle.

Testaamme 62 potilasnaytetta, jotka edustavat neljaa erilaista naytetyyppia.
Naytteet on jo ennen vieritestausta analysoitu kaytdssa olevalla PCR-menetel-
malla. Analysoinnin jalkeen vertaamme tuloksia tilastollisin menetelmin, jotta pys-
tymme kartoittamaan niiden yhtenevaisyytta, seka nostamaan esille muita huo-
mionarvoisia havaintoja. Tulosten analysointiin ja esittamiseen hyédynnamme
Excel laskentataulukko-ohjelmistoa, jonka avulla tuloksia esitellaan taulukoilla,
kuvioilla ja diagrammeilla. Lisaksi laskemme pikatestin Ag- ja Tox- osuuden sen-
sitiivisyyden, spesifisyyden, seka negatiivisen ja positiivisen ennustearvon, las-
kennallisia kaavoja hyddyntaen. Tunnusarvojen tulokset taulukoidaan erilaiset
nayteryhmat huomioiden. Tuomme sanallisesti esille myés SWOT-analyysiin Kir-

jattuja huomioita, joita keraamme opinnaytetyoprosessin aikana.

Pystymme soveltuvin osin arvioimaan testin kaytettavyytta ja sopivuutta hoitoym-
paristoon, mutta tama osuus opinnaytetyosta perustuu meidan subjektiiviseen
kokemukseemme testin kayttajina. Teemme opinnaytetyon laboratorion nakokul-
masta ja pysymme puolueettomina. Arvioimme vieritestin sopivuutta hoitoympa-
ristdon ajankayton, kayttdmukavuuden ja kaytannon vaikutusten osalta nelikent-
taanalyysin avulla. Emme ota kantaa siihen, kannattaako vieritestia ottaa kayt-
toon vai ei, vaan esittelemme asiaan liittyvia nakokantoja. Emme pysty ajan, opin-
naytetyon rajauksen tai resurssien rajoissa testaamaan testia hoitoymparistossa,

muiden ammattiryhmien kayttamana.



Opinnaytetyon tarkoituksen olemme muotoilleet tutkimuskysymyksiksi:

1. Paaasiallisena tutkimusongelmana pidamme, antaako vieritesti yhtenevat tu-
lokset kaytdssa olevan testin kanssa?

2. Lisaksi pohdimme mahdollisuuksien ja omien kykyjemme seka tietojemme
mukaan testin sopivuutta hoitoymparistoon. Olemme jakaneet taman ongelman
pienempiin kokonaisuuksiin, joihin paaasiallisesti keskitymme:

1.1.0nko vieritesti ominaisuuksiltaan toteutettavissa hoitotyén lomassa il-
man, etta tuloksen laatu karsii?

1.2. Olisiko testin kayttdonotolla konkreettista hyotya hoitoyksikolle, eli vahen-
taisiko se tyotaakkaa ja nopeuttaisi potilaan hoitopolkua?



3 CLOSTRIDIUM DIFFICILEN VAIKUTUS KANSALLISESTI

Clostridium difficile on anaerobinen itidita muodostava sauvabakteeri. Gram-var-
jayksessa bakteeri on grampositiivinen. Imevaisikaisista jopa 60 %:lla on Clostri-
dium difficile osana suoliston normaaliflooraa, mutta terveista aikuisista sita tava-
taan vain noin kolmella prosentilla. (Hellstén & Heikkila 2005, 45.) Imevaisikaisia
oireisen taudin puhkeamiselta uskotaan suojaavan toksiinireseptoreiden puute
kehittymattomassa suolistossa, mutta he voivat silti levittaa bakteerin itidita ym-
paristddnsa. Sairaalan ulkopuolinen C. difficile on tilastollisesti yleisempaa nai-
silla, selittavana tekijana saattaa olla vauvan hoitaminen ja vaippojen vaihto. (Lef-
fler & Lamont 2012, 97.)

Clostridium difficilen merkittdva virulenssitekija on toksiinien tuottaminen, mutta
kaikilla C. difficile-kannoilla ei ole tatd ominaisuutta (Hellstén & Heikkila 2005,
45). Vaikka bakteerikannalla olisi kyky tuottaa molempia toksiineja, se ei valtta-
matta siltikdan tuota kumpaakaan. Kyky tuottaa lepoitidita, eli endosporeja tekee
C. difficilesta yleisimman sairaalaymparistdsta saadun ripulitaudin. (Ford 2014,
225.) Itiot ovat todella kestavia ja C. difficilen, kuten muidenkin klostridien itidita
I0ytyy yleisesti ymparistosta. Jotkin C. difficilen aiheuttamat sairaalaepidemiat
voidaan jaljittdd ymparistoon. Infektioissa klostridit esiintyvat usein muun se-
kaflooran kanssa, jolloin aerobiset ja fakultatiiviset mikrobit kayttavat hapen ja
tuottavat ravinteita, tama luo klostrideille suotuisat kasvuolosuhteet. Toisaalta
esimerkiksi Clostridium difficilen patogeneesi vaatii sen, ettd normaalifloora hai-

riintyy, jotta bakteerin maara voi lisdantya. (Hedman ym. 2010, 233-234.)

3.1 Patogeneesi ja poikkeavat ribotyypit

Clostridium difficile aiheuttaa infektion (CDI), jos se on kanta, joka kykenee tuot-
tamaan toksiineja ja lisaantyy riittavaan pitoisuuteen. Toksiinit ovat suuria prote-
iineja. Virulentit kannat tuottavat kahta primaaritoksiinia, joista A on enterotok-
siini, mutta sekin voi olla sytotoksinen, toksiini B on sytotoksiini. (Ford 2014, 281.)
A ja B toksiineilla on eri reseptorit, mutta sama biologinen aktiivisuus (Hedman
ym. 2010, 235). Toksiini B voi aiheuttaa taudin myds yksinaan, tahan toksiini A ei
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pysty, mutta sen merkitys vaikuttaa olevan suurempi pseudomembranoottisessa
koliitissa. A toksiinin vaikutusten tiedetaan johtavan suoliston seinaman elektro-
lyytti- ja nestetasapainon muutoksiin, tama aiheuttaa osaltaan potilaiden ripulioi-
reen. Toksiini B puolestaan hairitsee solutukirangan aktiinia, joka aiheuttaa solu-
jen tuhoutumisen. (Pitt 2018, 104; Ford 2014, 281.)

Bakteeri tuottaa proteaasientsyymeja, joiden avulla se paasee mukoosin kerrok-
sen lapi suolen epiteelin laheisyyteen. Toksiinituotto alkaa aikaisintaan, kun bak-
teeri on paassyt stationaarivaiheeseen, sitd ennen tuotantoa repressoi tcdC-
geeni. Huomattavaa onkin, etta virhe tcdC-geenissa aiheuttaa hypervirulentteja
kantoja. Esimerkiksi deleetio geenissa aiheuttaa ribotyypin 027, joka muutaman
muun hypervirulentin kannan tavoin voi tuottaa toksiineja jo ennen stationaarivai-
hetta. Aikaisempi toksiinituotannon aloitus johtaa suurempiin toksiinipitoisuuksiin.
Naiden kantojen aiheuttama kuolleisuus on suurempi ja uusiutuminen todenna-
kdisempaa. Ribotyyppi 027, eli NAP1 tai Bl, tuottaa noin 15-20 kertaa enemman
toksiineja A ja B. Tahan kantaan liittyy myos 7 % korkeampi kuolleisuus ja se
vaikuttaa tarttuvan tavanomaisia kantoja helpommin. (Pitt 2018, 104; Hessen
2010.)

Hypervirulentit kannat voivat tuottaa binaaritoksiinia, jonka merkitys infektion kan-
nalta on vield melko tuntematon (Hedman ym. 2010, 235). Binaaritoksiinia (CDT)
tuottaa cdtAB-geenit ja tuotannon saatelyyn uskotaan liittyvan cdtR proteiini. Bak-
teerit, joilla ei ole cdtAB geenia tai cdtAB pseudogeenia, eivat ekspressoi myos-
kaan cdtR proteiinia. Binaaritoksiinin tiedetdan koostuvan kahdesta alayksikdsta
CDTa ja CDTb. CDTb sitoutuu kohdesolun reseptoriin, jolloin CDTa eli toksiinin
entsymaattinen komponentti, pystyy hairitsemaan solun toimintaa. (Carter ym.
2007, 7290.) Suomessa ribotyyppia 027 tavattiin syksylla 2007, jolloin se levisi
Etela-Suomeen Keski-Euroopasta. Taman jalkeen hypervirulentti kanta on levin-
nyt hitaasti koko maahan, mutta on Suomessa verraten harvinainen. THL tunnis-
taa sinne lahetetyt bakteerikannat ja seuraa hypervirulentteja kantoja. (Lumio
2018.)
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3.2 Infektio ja leviamisen ehkaisy

Bakteerin aiheuttamat taudit vaihtelevat vesiripulista pseudomembranoottiseen
koliittiin. Pahimmillaan infektio voi aiheuttaa suolen perforaation, sepsiksen tai
kuoleman. (Delost 2015, 312.) Pseudomembranoottisen koliitin riski on suurempi
ja taudinkuva voi olla vakavampi, jos potilaan suolen toiminta on hidastunutta tai
sita hidastetaan laakkeilla, koska talloin bakteeri ja toksiinit pysyvat suolessa pi-
dempaan (Ford 2014, 281). Pseudomembranoottisessa enterokoliitissa suolen
seindmassa voidaan nahda katteisia tulehdusalueita, vakava tauti voi olla henkea
uhkaava (THL 2019a).

Jos antibioottiripuli on lieva, oireet loppuvat yleensa silloin, kun laukaiseva mik-
robilaakitys lopetetaan, tarvittaessa potilasta voidaan nesteyttda. Vakavammat
tautitapaukset hoidetaan vankomysiinilla, myos metronidatsolia kaytetaan. Anti-
bioottihoidon jalkeen uusiutumisprosentti on jopa 30 %. (Hedman ym. 2010, 235-
236.) Erityisesti poikkeavan ribotyypin kannat tuottavat paljon itidita ja uusiutumi-
nen on todennakodisempaa. Tehokkain suoja infektiota ja sen uusiutumista vas-
taan on todennakdisesti terve normaalifloora. Uusiutuviin C. difficile infektioihin
hoitomuotona voidaan kayttaa ulosteensiirtoa. Vaikka tarkkaa vaikutusmekanis-
mia ei tunneta, kyseessa on mahdollisesti rekolonisaation aiheuttama kolonisaa-
tioresistenssi. Tavoitteena on normalisoida suoliston mikrobikanta, jolloin nor-
maaliflooralla saattaa olla my6s suora antagonistinen vaikutus Clostridium diffici-
leen. Ulosteensiirron vaikutuksia toistuviin C. difficile-infektioihin on tutkittu pit-
kaan ja sen on arvioitu estavan infektion uusiutumisen 83 % tapauksista. (Arkkila
ym. 2013, 1671-1673.)

Satunnaistetussa tutkimuksessa ulosteensiirtoa verrattiin vankomysiiniin, seka
vankomysiini-suolihuuhtelu-yhdistelmaan, mutta tutkimus jouduttiin keskeytta-
maan. Ulosteensiirto osoittautui ylivertaiseksi hoitomuodoksi parantaen 13 poti-
lasta kaikkiaan 16:sta potilaasta ensimmaisen infuusion jalkeen. Lisaksi kaksi jal-
jelle jaaneista kolmesta potilaasta parantui jatkohoidon jalkeen. Nelja 13:sta po-
tilaasta parantui infektiosta pelkalla vankomysiinilla, yhdistelmahoidolla vastaava

tulos oli kolme 13:sta potilaasta. (Van Nood ym. 2013.)
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Aiemmin oletettiin, etta tauti syntyy ainoastaan endogeenisesti, kun suoliston nor-
maalifloora hairiintyy. Nykyaan kuitenkin tiedetaan, etta tauti leviaa itidina uloste-
suuteitse ihmiselta toiselle tai kontaminoituneesta ymparistosta inmiseen. (Hed-
man ym. 2010, 234.) Clostridium difficile infektioiden maara oli nousussa 2000-
luvun alussa maailmanlaajuisesti. Selittavia tekijoita saattavat olla ikdantyneempi
potilaskanta, lisaantyneet myotavaikuttavat tilat, antibioottien kayton lisaantymi-
nen ja virulentimpien kantojen esiintyminen. (Martinez, Leffler & Kelly 2012, 56.)
Taudin leviamisen ehkaisy vaatii C. difficile infektiosta karsivien potilaiden erista-
mista hoitoyksikoissa. C. difficilen itidita on hankala havittaa, koska ne ovat to-
della kestavia. Alkoholipohjainen kasihuuhde ei riita, vaan kadet on pestava lam-
pimalla vedella ja saippualla. (Hedman ym. 2010, 235-236.) Nopea taudin detek-
tio, potilaan eristdminen ja tarvittaessa infektion hoito ovat tarkeita tekijoita epi-
demioiden synnyn ehkaisyssa. Taudin ehkaisyyn kuuluu myds tarpeettomien

mikrobilaakehoitojen valttdaminen. (THL 2019a.)

3.3 Vaikutus kansallisella tasolla

C. difficile on tarkein antibioottihoitoon liittyvan ripulin aiheuttaja, koska antibioot-
tihoidon yhteydessa se paasee kolonisoitumaan, erityisesti jos kaytetty antibiootti
on ollut laajakirjoinen (Hedman ym. 2010, 234). C. difficile aiheuttaa kuitenkin
vain suunnilleen yhden prosentin antibioottiripuleista, silla suurin osa niista aiheu-
tuu antibiootin suorasta haitasta tai suoliston bakteerikannan hairidésta (Lumio
2018). Lukumaarallisesti infektio on silti melko yleinen Suomessa. THL seuraa C.

difficile infektioiden maaraa ja julkaisee tiedot tartuntatautirekisterissa.

Vaihtelua eri sairaanhoitopiirien valilla infektioiden lukumaarissa esiintyy paljon
(kuvio 1). Selittavia tekijoita saattavat olla esimerkiksi erilaiset ohjeistukset nayt-
teenoton aktiivisuudessa, kaytossa olevissa menetelmissa, epidemiologisissa ti-
lanteissa tai torjuntatoimissa (THL 2020). Clostridium difficile -infektioita alettiin
seurata vuonna 2008 osana SIRO, eli sairaalainfektio-ohjelmaa. Ohjelma mah-
dollistaa tilastojen vertailun eri sairaaloiden valilla. Tarkoitus on ehkaista hoitoon

liittyvia infektioita. Yksi ohjelman tavoitteista on luoda yhteisia torjuntaohjeita ja
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suosituksia, seka tarjota koulutusta. Ohjelmaan osallistuvien sairaaloiden labora-
toriovastauksista ilmoitetaan ja tilastoidaan erikseen myos vakavat tautitapaukset
ja epidemiat. (THL 2019d.)

Toksigeenisten C.Difficile tapausten maara
erityisvastuualueittain vuonna 2018
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KUVIO 1. THL:n tartuntatautirekisterista toksigeenisten C. difficile tapausten lu-
kumaara erityisvastuualueittain. (THL 2019c. Muokattu.; Valtioneuvoston asetus

erityistason sairaanhoidon erityisvastuualueista 156/2017.)

USA:ssa on arvioitu, etté jokainen C. difficile infektio aiheuttaa 15 000 $ lisakulut
(Ford 2014, 281). On kuitenkin huomioitava, etta lisakulujen arviointi on hanka-
laa. Pohjoismaissa on laskettu C. difficile infektioiden aiheuttamaa taakkaa sai-
raaloille, tekemalld kansainvalistd vertailua potilastietokantojen aineistolla.
Eraassa vertailussa olivat mukana Tanska, Norja, Suomi ja Ruotsi. Tietokan-
noista saatiin potilaiden vuosittainen lukumaara, sairaalajaksojen lukumaara ja
sairaalajakson pituus. Suomen kohdalla arvio lisakuluista perustui hoitopaivan
hintaan. Katsauksen mukaan C. difficile potilaiden hoito aiheutti Suomessa vuo-
den aikana n. 15 miljoonan euron verran kuluja. Vuositasolla eri maissa aiheutu-
neet lisdkulut vaihtelivat 11-30 miljoonan valilla. (Nordling, Anttila, Norén & Cock-
burn 2014, PIN39.)

Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Tartuntatautirekisterin mukaan vuonna 2018

Suomessa rekisteroitiin 4 324 toksigeenista C. difficile infektiota. Rekisterissa



13

olevista luvuista tama on tahan asti pienin (kuvio 2), mutta kyse on edelleen mer-
kittdvasta infektioiden aiheuttajasta. Pirkanmaan sairaanhoitopiiristd vuonna
2018 THL:n rekisteriin paatyi 290 infektiota (THL 2019c).

C. Difficile tapaukset Suomessa vuosina 2008-
2018
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KUVIO 2. THL:n seurannan aikana toksigeenisten C. difficile tapausten maara on
vahentynyt huomattavasti (THL 2019c. Muokattu).

Suomessa C. difficile on noroviruksen jalkeen yleisin ripuliin liittyva taudinaiheut-
taja. Tautitapauksista valtaosa on ikaantyneelld vaestolla ja perusterveella tauti
johtaa ripuliin melko harvoin. Sairaaloissa tauti voi aiheuttaa epidemioita, mutta
toisin kuin esimerkiksi noroviruksessa hoitohenkilokunta ei yleensa sairastu,

vaikka voivatkin toimia taudin valittajana potilaasta toiseen. (Lumio 2018.)
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4 BAKTEERIN LABORATORIODIAGNOSTIIKKA

Diagnostiikassa on historiallisesti karsitty pitkittyneista viiveista potilasvastauk-
sissa perinteisten analyysimenetelmien ollessa hyvin aikaa vievia. Osaltaan tama
vaikutti jalkeenpain kehitettyjen EIA (Enzyme Immunoassay) -menetelmien no-
peaan omaksumiseen maailmalla, silla uudet menetelmat olivat huomattavasti
tehokkaampia ja kaytannollisempia. Siirtyman jalkeen on kuitenkin osoitettu, ett-
eivat kyseiset menetelmat omanneet tarvittavaa analyyttistd herkkyytta, mika
taas puolestaan ajoi laboratorioita siitymaan nukleiinihapon osoitukseen perus-
tuviin menetelmiin. (Burnham & Carroll 2013, 604.) NAAT (Nucleid Acid Amplifi-
cation Test) -menetelmat, joihin kuuluvat myés PCR:aa hyoédyntavat analyysit,
ovatkin nykyisin suomessa yleisimpia Clostridium difficilen osoitukseen kaytetta-
via menetelmia (THL 2018, 15).

Vuonna 2016 julkaisemassaan CDI-diagnostiikan ohjeistuksessa ESCMID (Eu-
ropean Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases) painottaa, ettei
diagnostiikan tule perustua pelkastaan laboratoriotestaukselle, vaan kliinisten oi-
reiden seka testitulosten yhteisarvioon. Huomioimalla potilaan kliininen kuva val-
tytdan diagnosoimasta oireettomia kantajia varsinaisen infektion puuttuessa.
CDI-diagnostiikassa kaytettavistda menetelmista ESCMID kertoo toksiinien osoi-
tus EIA:n omaavan suurimman analyyttisen spesifisyyden. GDH:n osoituksessa
kaytettava EIA- seka toksigeenisyytta tutkivat NAAT-menetelmat puolestaan

osoittautuivat herkimmiksi menetelmiksi. (Crobach ym. 2016, 73.)

Diagnostiikassa on syyta ottaa huomioon naiden menetelmien erot, silla ne mit-
taavat lIahtokohtaisesti eri asioita. Taten myds tulosten kliininen merkitys vaihte-
lee, vaikka analyysi antaisikin arvokasta ja luotettavaa tietoa diagnoosin kan-
nalta. Ei-toksigeenisten kantojen kyetessa kolonisoimaan yksil6ita tulisi menetel-
mat, jotka tunnistavat pelkastaan mikrobin lasnaolon yhdistaa toksiinin tuottoa
arvioivan testin rinnalle (Jorgensen 2015, 950). ESCMID suositteleekin, ettei mi-
taan yksittaista kaupallista testia tulisi kayttaa niin sanottuna stand-alone testing,
vaan diagnostiikkaan suositellaan kaksivaiheista algoritmia. ESCMID kertoo suo-
situksessaan, etta ensimmaisen suoritettavan testin tulisi olla korkean negatiivi-

sen ennustearvon omaava testi, eli korkean sensitiivisyyden testi. Toisen vaiheen
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testin tulisi puolestaan olla korkean positiivisen ennustearvon omaava eli hyvin
spesifinen testi. (Crobach ym. 2016, 74.) Kaksivaiheisen diagnostiikan myo6ta
kyetdan patogeenisten, seka kolonisoivien ei-patogeenisten C. difficile kantojen

valiseen erotukseen.

ESCMID on laatinut diagnostiikan suosituksessaan kaksi vaihtoehtoista testaus-
algoritmia CDI-diagnostiikkaan (kuvio 3). Suositeltua kaksivaiheista testausta voi-
daan toteuttaa kumpaa tahansa algoritmia hyddyntaen, laboratorion oman har-
kinnan mukaisesti. A-algortimin mukaisesti ensimmaisen vaiheen testaus suori-
tetaan GDH-EIA:lla tai NAAT-tutkimuksella, jonka jalkeen patogeeninen kanta
varmistetaan Toksiini A/B-ElA:lla. Toinen vaihtoehto on kayttaa ensimmaisessa
vaiheessa B-algoritmin mukaisesti GDH- seka Tox A/B-ElA:a, jolloin kaksivaihei-

nen testaus toteutuu yhtaaikaisesti. (Crobach ym. 2016, 76-77.)

a ) —3 Positiiviset testitulokset
—> Negatiiviset testitulokset

b ) —= Positiiviset testitulokset
—> Negatiiviset testitulokset
—> Positiivinen GDH-tulos & negatiivinen toksiini A/B- EIA

+-
KUVIO 3. Suositellut algoritmin Clostridium difficile-infektion (CDI) testaukseen.

(a) GDH tai NAAT — Tox A/B algoritmi. (b) GDH ja Tox A/B — NAAT/TC algo-
ritmi. (Crobach ym. 2016, 77 Muokattu.)
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4.1 Viljelymenetelmat

Viljelymenetelmien kayttd Clostridium difficile -infektioiden diagnostiikassa on ko-
kenut huomattavan laskun vuoden 2013 jalkeen, jolloin 90 % maassa ilmoite-
tuista I0ydoOksista oli todettu viljelymenetelmia kayttaen. Vuonna 2017 nukleii-
nihapon osoitusmenetelmilla oli todettu 78 % l6ydoksista, kun taas viljelymene-
telmien osuus oli laskenut alle 20 %:iin. Tama osoittaa laskevaa trendia viljely-
menetelmien kaytossa, vaikkakin useimmat laboratoriot viela yllapitavat valmiutta
C. difficilen vilielyyn ja kantojen tyypitykseen esimerkiksi epidemiatilanteissa.
(THL 2018, 15.)

Vaikka C. difficilea kyetaankin vilielemaan onnistuneesti sille spesifisilla maljoilla,
tulee toksigeenisyys silti osoittaa pesakkeesta erillisella laboratoriokokeella (Gar-
cia & Isenberg 2010, 39). Bakteerin viljelylla itsessaan ei siis voida osoittaa onko
tutkittava kanta patogeeninen, toksiinia tuottava kanta, mutta se on silti tarkea
valine epidemiologisiin tutkimuksiin seka herkkyysmaarityksiin. Etenkin erityisen
vakavat infektiot sekd infektioryppaat tulisi saada tyypitettya, hypervirulenttien
kantojen havaitsemiseksi. Viljelyn avulla eristetyn kannan tyypityksessa voidaan
kayttda apuna monia menetelmia, usein PCR- seka elektroforeesimenetelmiin
tukeutuvia tutkimuksia. (Hedman ym. 2010, 234.)

4.2 PCR-menetelmat

NAAT-menetelmiin kuuluva PCR (polymerase chain reaction) on nukleiinihappo-
ketjun eli DNA:n kopiointiin ja monistukseen perustuva laboratoriodiagnostiikan
menetelma. Mikrobi-diagnostiikassa menetelmalla pyritddn monistamaan tietyn
patogeenisen mikro-organismin perimaa, jotta sen lasnaolo voidaan todeta nayt-
teesta. PCR:lla pystytdan osoittamaan nopeasti ja tehokkaasti hyvin pieninakin
pitoisuuksina esiintyvia mikro-organismeja. (McPherson & Mgller 2005, 1, 263.)
CDlI-diagnostiikan kohdalla yleisimmin tutkittavia geeneja ovat mikrobin toksiinien
tcdB ja tcdA tuottoon liittyvat geenialueet (Crobach ym. 2016, 64). PCR-menetel-

massa kaytetaan monistettavan geenialueen merkkaavia alukkeita, joiden avulla



17

DNA-polymeraasi rakentaa uuden nukleiinihappojuosteen templaatin mallin mu-
kaisesti. Monistus tapahtuu sykleja toistamalla, jonka jalkeen hyvinkin pienesta
naytemaarasta saadaan moninkertainen maara haluttua DNA-lopputuotetta.

(Suominen, Parssinen, Haajanen & Pelkonen 2013, 153-168.)

RT-PCR (real time-PCR) -menetelma erottuu perinteisesta menetelmasta siten,
ettda monistuksessa syntyvan tuotteen maaraa voidaan seurata reaaliaikaisesti.
Tama onnistuu leimaamalla monistuva DNA-juoste esimerkiksi fluoresoivalla
merkkiaineella, jolloin sen signaali voimistuu sykleittain indikoiden reaktiotuotteen
maaran kasvua. RT-PCR on perinteistda PCR-menetelmaa tehokkaampi, silla mo-
nistuksen jalkeen lopputuotetta ei tarvitse jatkokasitella tai mitata. Tulos saadaan
suoraan kaytetyn leiman signaalin ylittdessa vastauksen kynnysarvot. (Suominen
ym. 2013, 153—-168.) Nukleiinihapon osoitusmenetelmien kehityksen myota mo-
net laboratoriot ovat ottaneet kayttéénsa CDI-diagnostiikassa hyoddynnettavia
RT-PCR menetelmia, mahdollistaen toksigeenisyyden osoituksen suoraan ulos-
tenaytteesta. Tutkimukset ovatkin osoittaneet kehitettyjen PCR-menetelmien
nostavan diagnostiikan herkkyyttd huomattavasti niitd edeltaviin entsyymi-immu-

nomenetelmiin verraten. (Garcia & Isenberg 2010, 39.)

4.3 Entsyymi-immunologiset menetelmat (EIA)

Immunologiset menetelmat ovat biokemiallisia analyyseja, joilla pyritaan osoitta-
maan vasta-aineen tai antigeenin lasnaolo naytteesta (Jorgensen 2015, 91). Me-
netelmat perustuvat vasta-aineen (ab) ja antigeenin (ag) valiseen spesifiseen re-
aktioon, jossa tunnistusalueiden valinen affiniteetti maarittaa niiden valisen sitou-
tumisen voimakkuuden. Immunologisten parien kayttd mahdollistaa kasittelemat-
tdomien naytteiden analysoinnin laboratoriossa, silla vasta-aineet eivat reagoi
naytteen muun materiaalin kanssa. Korkea affiniteetti mahdollistaa ElIA-analyy-
sien matalat detektiorajat, silla sitoutumista tapahtuu pienissakin pitoisuuksissa.
(Manz, Pamme & lossifidis 2004, 110-122.) EIA-menetelmiksi voidaan kutsua
kaikkia immunologisia menetelmia, jossa hyddynnetaan entsyymileimoja. Ent-
syymileimoina voidaan kayttad mm. fluoresoivia tai kromogeenisia entsyymeja,
jotka reagoidessaan substraatin kanssa tuottavat mitattavan signaalin. (Jorgen-
sen 2015, 92.)
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EIA-menetelmista C. difficilen yhteydessa yleisimmin kaytettyja ovat toksiini A:n
jaltai B:n seka glutamaattidehydrogenaasin osoitus suoraan ulosteesta. (Hirvo-
nen & Kaukoranta 2015, 1005.) Ennen kuin ymmarrettiin kummankin toksiinin
omaavan merkitysta diagnostiikassa, kaupallisia EIA-testeja kehitettiin osoitta-
maan vain yhta toksiinia, usein tcdA:ta, testien nopeuden vuoksi. (Garcia & Isen-
berg 2010, 39.) Nykyisin on siirrytty kummankin toksiinin yhtaaikaiseen testauk-
seen niiden kliinisen merkityksen vuoksi (Hedman ym. 2010, 234). Toksiinin 0soi-
tus ElA:t perustuvat suolistossa infektion aiheuttavan C. difficile -kannan tuotta-
mien antigeenien suoraan osoitukseen, jolloin pyritaan saamaan tieto aktiivisesta

toksiinin tuotosta eli patogeenisyydesta.

GDH:n osoituksella ei pystyta ottamaan kantaa kannan toksigeenisyyteen, silla
kaikki C. difficilen kannat erittavat korkeita pitoisuuksia tatd metabolista entsyy-
mia (Hirvonen & Kaukoranta 2015, 1005; Jorgensen 2015, 950). GDH:n osoitta-
miseen kehitetyt EIA:t ovat yleisesti kaytdssa osana organismin tunnistusta.
GDH:n osoitusmenetelma on itsessaan hyvin herkka, muttei tarpeeksi spesifinen
Clostridium difficilen suhteen, silla muitakin GDH:ta tuottavia bakteereja tunne-
taan. Sen takia GDH-antigeenin osoitusta suositellaan kaytettavan enintaan ne-
gatiivisena seulontamenetelmana ulostenaytteille, jolloin C. difficile -infektio voi-
taisiin poissulkea GDH-negatiivisiksi osoittautuneista naytteista. Seulonnassa
GDH -positiiviset naytteet tulisi kuitenkin ohjata jatkotutkimuksiin C. difficilea koh-
taan spesifiselld, seka kannan patogeenisyyden vahvistavalla menetelmalla, ku-

ten toksiinien osoituksella. (Garcia & Isenberg 2010, 39.)

Vaikka EIA-menetelmat ovat nopeita seka yksinkertaisia suorittaa, osoittautuvat
ne puutteellisiksi diagnostisen tarkkuuden suhteen (Hirvonen & Kaukoranta
2015, 1005). Nykyisten menetelmavertailuiden valossa pystytaan kuitenkin osoit-
tamaan ElA-testien analyyttisen herkkyyden kehittyminen aikaisempiin tutkimuk-
siin verrattuna. Tama johtuu suureksi osaksi vanhojen A-toksiinia osoittavien EIA-
menetelmien korvautumisen uuden sukupolven menetelmilla, joissa on siirrytty

kummankin toksiinin osoitukseen. (Crobach ym. 2016, 64.)
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4.4 Referenssimenetelmat

C. difficile -infektioiden diagnostiikassa on yleisesti hyvaksytty kaksi "kultastan-
dardeina” tunnettua referenssimenetelmaa: sytotoksiinin neutralisaatiotesti
(CCNA), seka toksigeeninen viljely (TC). CCNA osoittaa naytteesta vapaan B-
toksiinin, kun tarkastellaan ulostenaytteen sytopaattisia vaikutuksia soluviljel-
malla. Villelmassa odotetaan nakyvan solujen pyoristymista toksiinin vaikutuk-
sesta. Spesifisyys tulee maarittaa toksiinin vaikutusten neutraloimisella antitok-
siinin avulla. TC-menetelma taas osoittaa in vitro -oloissa toksigeenia tuottavan
C. Difficile -kannan. Menetelmassa ulostenayte viljelldan anaerobisesti selektiivi-
selle elatusaineelle, jonka jalkeen mahdollisesta kasvusta tutkitaan toksiinien
tuotto esimerkiksi CCNA-testilla tai EIA-menetelmalla. (Crobach ym. 2016, 64.)

Naita standardimenetelmia kaytetaan yleisesti referensseind menetelmavertai-
luja seka verifiointia suorittaessa. Vertailua tehdessa tulee kuitenkin ottaa huomi-
oon, ettd nama kaksi menetelmaa mittaavat Iahtokohtaisesti eri asioita. TC-me-
netelma ei niinkdan ennusta infektiota, vaan osoittaa mikrobin kolonisaation.
CCNA-menetelma puolestaan osoittaa paremmin taudin, eli toksiinia tuottavan

kannan lasnaolon naytteessa. (Crobach ym. 2016, 64.)
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5 VERTAILTAVAT MENETELMAT

C. Diff Quik Chek Complete -pikatestin toimivuutta arvioidessamme vertasimme
potilasnaytteiden tuloksia Fimlab Laboratoriot Oy:n kayttamaan PCR-menetel-
maan. Menetelma on kaupallinen, Abbottin valmistama Altona RealStar C. diffi-
cile 2.0, joka perustuu RT-PCRT-tekniikkaan. Vertailtavat testit perustuvat eri
analyysitekniikoihin, joista C. Diff Quik Chek Complete kuuluu EIA-menetelmiin
ja Altona RealStar C. difficile 2.0 NAAT-menetelmiin.

5.1 C. Diff Quik Chek Complete® -pikatesti

C. Diff Quik Chek Complete on Techlab yhtidon valmistama pikatesti, jonka tarkoi-
tuksena on GDH:n seka tcdA:n ja tcdB:n samanaikainen osoitus ulostenaytteesta
(Techlab 2016, 3). Tama mahdollistaisi toksigeenisten Clostridium difficile -kan-
tojen havaitsemisen potilailta, joiden potilashistoria ja oireet johtavat C. difficile -
infektion epailyyn. Pikatestiin kuuluu kaksi EIA-testia, jotka mahdollistavat pika-
testin kayton osana kumpaakin diagnostiikkasuosituksessa esiteltya testausalgo-
ritmia (Crobach ym. 2016, 76—77). Toinen testiviiva osoittaa naytteesta C. diffici-
len tuottamaa antigeenia, GDH:ta ja toinen sen tuottamia toksiineja. Techlabin
mukaan antigeenin osoitus toimii seulana C. difficilen lasnaolon havaitsemiseksi,
kun taas toksiinien osoitus taydentaa testia osoittamalla toksigeeniset kannat
naytteesta. Entsyymi-immunologisena menetelmana analyysi hyddyntaa GDH:ta
ja toksiineja A ja B kohtaan spesifisia vasta-aineita, seka entsyymileimana pipar-

juuriperoksidaasia (HRP; horseradish peroxidase). (Techlab 2016, 3.)

C. Diff Quik Chek Complete -pikatesti on rakennettu hyddyntamalla entsyymi-
immunologista ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) -menetelmaa, yh-
distettyna testimembraaniin. Testi on siis rakenteeltaan hyvin yleisesti vierites-
tauksessa kaytetty "Lateral flow”-immunomenetelma (Wild & John 2013, 3). Vie-
ritestin membraani toimii nayteliuoksen matriisina. Naytekaivoon pipetoitu reak-

tioseos kulkee oikealta vasemmalle, ylittden reaktioikkunan kaksi testiviivaa,
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seka niiden keskelle sijoittuvan kontrolliviivan. (Techlab 2016, 3.) Testimem-
braani on rakennettu muovisen testikasetin sisalle, mika helpottaa ja ohjaa testin

kayttdba mm. naytetta ja reagensseja pipetoidessa.

ELISA on heterogeeninen EIA-menetelma, joka hyodyntaa testauksessa kak-
soisvasta-ainetekniikkaa (sandwich). Sandwich -tekniikassa kaytetaan kahta ant
igeenille spesifista vasta-ainetta, jotka sitoutuvat spesifisesti tutkittavan antigee-
nin eri sitoutumiskohtiin. Menetelmassa primaarinen vasta-aine on kiinnitetty kiin-
tedan faasiin ja entsyymileimalla leimattu sekundaarinen vasta-aine on vapaana
rektioliuoksessa. (Wild & John 2013, 383.) C. Diff Quik Chek testissa kiinteana
faasina toimivalle membraanille on kiinnitetty tutkittavaa antigeenia kohtaan spe-
sifisia vasta-aineita (Techlab 2016, 3). Kiinnitetyilla vasta-aineilla mahdollistetaan
tutkittavien antigeenien sitoutuminen testiviivan kohdalle. Kuviossa 4 on havain-
nollistettu immunokompleksien muodostumista molekyylitasolla. Kuvasta kayvat
ilmi reaktiot naytteen antigeeninen seka konjugaatin ja membraanin vasta-ainei-
den valilla. Lisaksi nahdaan kuinka suorituksen lopussa, kompleksien muodos-
tuttua membraanille, saadaan HRP-entsyymileima aktivoitua substraatin lisayk-

sella.

s Entsyymileima (HRP)
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Leimattu vasta-aine  Ag -seos Ag-Ab-HRP -kompleksit
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Membraanille kiinnitetyt
vasta-aineet

KUVIO 4. A) Leimatut immunokompleksit muodostuvat naytteen antigeenien ja konju-
gaatin sisaltamien vasta-aineiden valilla. B) Leimatut immunokompleksit sitoutuvat testi-
alueella membraanille kiinnitettyihin vasta-aineisiin. Substraatin lisdys johtaa entsyymi-

leiman muodostamaan varireaktioon.
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Sininen varireaktio Ag- ja Tox-testiviivoilla merkitsee positiivista testitulosta tutkit-
tavan antigeenin suhteen. Kontrollipisteille muodostuu sininen varireaktio aina
testin toimiessa, silla konjugaatin sisaltama HRP tarttuu kontrollivivan vasta-ai-
neisiin samoin periaattein, kuin tutkittavat antigeenitkin. Testin eri osiot on esitelty
kuvassa 1. Valmistajan mukaan testin havaitsemisrajat ovat A toksiinille 0.63
ng/ml, B-toksiinille 0.16 ng/ml ja GDH:lle 0.8 ng/ml. Tulos on aina kvalitatiivinen,
eika sen avulla voida tehda paatelmia pitoisuudesta. Lisaksi reaktion voimakkuu-
teen voi vaikuttaa muitakin tekijoita, kuten antigeenia sitovat aineet naytteessa.
Valmistaja ilmoittaa, ettd Clostridium sordellii oli ainoa testattu bakteeri, joka tuotti
positiivisen reaktion toksiini osuudessa. Bakteerin jotkin kannat tuottavat tok-
siineja, jotka ovat immunologisesti C. difficilen toksiinien kaltaisia. (Techlab 2016,
5-8.)

Kontrolliviiva

Hﬁak_tiﬂi!vc_kur'ta \ Maytekaivo
C‘ I{'\HN I
Ag d ; | Tox Ag
.-"f *,
_ & DIFF COMPLETE™,
C. DIFF COMPLETE -y 1_
Ag -testiviiva Tox -testiviiva

KUVA 1. Vasemmalla kuva Techlabin C. Diff Quik Chek Complete -pikatestista.

Oikealla havainnollistus testin kayttoon liittyvista osista

5.2 RealStar® Clostridium difficile PCR Kit 2.0

Fimlab Laboratoriot Oy kayttdad diagnostiikassaan Altona yhtidn valmistamaa
kaupallista RealStar Clostridium Difficile 2.0 PCR -testia. Analyysi monistaa ja
tunnistaa naytteesta A- ja B-toksigeeneja (tcdA & tcdB), osoittaen patogeeniset
kannat potilaan ulostenaytteesta. Testi erittelee toksigeenit, seka antaa kumman-
kin geenin osalta monistuskayraan perustuvan kvalitatiivisen tuloksen
(POS/NEG). Lopullinen laboratoriotulos perustuu kuitenkin ainoastaan tcdB-gee-
nin analyysin tulkintaan, silla tcdA-analyysin tuloksella ei ndhda olevan kliinista
merkitysta. (Fimlab Laboratoriot Oy 2019.)
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Naytteena analyysissa kaytetdaan FecalSwab-kuljetusputkessa laboratorioon
saapuneita naytteita seka tuoreulostetta, joka siirretaan laboratoriossa TE- tai
PBS-liuosta sisaltavaan Falcon-putkeen. RealStar Clostridium Difficile 2.0 PCR
testin suoritusta varten tulee laboratoriossa olla yleisten laboratoriovalineiden li-
saksi kaytossa testille soveltuva rt-PCR-laite seka nukleiinihappojen eristykseen
kaytettava menetelma. Testipaketti sisaltaa tarvittavat Master mix -reagenssit
(Master A & Master B), testikohtaisen sisaisen kontrollin, testisarjakohtaisen po-
sitiivisen kontrollin seka analyysissa kaytettavan PCR-menetelmiin sopivan ve-
den. Naytesarjaan kuuluva positiivinen kontrolli osoittaa menetelman toimivuu-
den seka onnistuneen testauksen. Naytteen sisainen kontrolli puolestaan osoit-
taa naytekohtaiset hairiot, kuten liiallisen naytemaaran herkasti aiheuttaman
PCR-inhibition. Lisaksi laboratoriossa voidaan kayttdaa negatiivista kontrollia,
jossa ajettava nayte sisaltaa pelkastaan naytteen esikasittelyssa kaytettavaa TE-
tai PBS-liuosta. (Fimlab Laboratoriot Oy 2019; Altona Diagnostics 2019.)

Ennen rt-PCR testausta naytteista suoritetaan nukleiininapon eristys, jossa nayt-
teen sisaltama DNA vapautetaan solurakenteiden sisalta. Eristyksen jalkeen
PCR-menetelmassa kaytettavat alukkeet paasevat sitoutumaan vapaana ole-
vaan C. difficilen perimaan ja DNA:n monistus on mahdollista. RealStar Clostri-
dium Difficile 2.0 PCR menetelma hyddyntaa kahta toksigeeneille spesifista koe-
tinta, jotka sisaltavat rt-PCR menetelmalle ominaisen fluoresoivan leiman. TcdA-
ja tcdB-toksigeenien testaus erotetaan kayttamalla koettimissa kahta eri leimaa,
jolloin fluoresoivat signaalit mitataan toisistaan riippumattomasti. Positiivisessa
naytteessa koetin sitoutuu reaktion edetessa monistuvaan kohde-DNA:han ja lei-
man fluoresenssia mittaamalla saadaan nouseva monistuskayra. (Altona Diag-
nostics 2019.)
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6 AIKAISEMMAT TUTKIMUKSET

C. Diff Quik Chek Complete pikatestin tuomaa diagnostista arvoa on tutkittu use-
aan otteeseen. Esimerkiksi vuonna 2012 julkaistussa raportissa” A two-stage al-
gorithm for Clostridium difficile including PCR: can we replace the toxin EIA?”
Orendi, J., Monnery, D., Manzoor, S. ja Hawkey, P. selvittivat, miten kaksivaihei-
sen algoritmin kayttd vaikutti C. difficile-infektioiden diagnostiikkaan. Tutkimuk-
sessa Iso-Britannian opetussairaalassa oli aiemmin kaytossa vain toksiini A/B
ElIA-menetelma, mutta huonon sensitiivisyyden vuoksi tutkittiin kolmen testin kak-
sivaiheista algoritmia (GDH, toksiini, toksiinigeeni). Tutkimuksessa oli mukana
kaikki naytteet, jotka olivat tulleet C. difficile tutkimuksiin valilld 1.11.2010-
30.04.2011, ulkopuolelle rajattiin naytteet, joissa oli todettu patogeeninen C. dif-
ficile 28 paivan sisalla. Naytteet tutkittiin C. Diff Quik Chek Complete testilla saa-

pumispaivana.

Pikatestin ollessa yhdenmukainen, eli GDH positiivinen ja toksiini positiivinen,
testi vastattiin todennakoéisena CDI:na. Naytteet, joista tulos ei ollut yhdenmukai-
nen vastattiin mahdollisena CDI:na, korostettiin kliinisen kuvan merkitysta ja oh-
jattiin jatkotutkimukseen. Nama naytteet analysoitin PCR-menetelmalla (Ge-
neOhm PCR, BD Diagnostics) toksiini B-geenin osalta. PCR:ssa positiiviset vas-
tattiin toksigeenisena C. difficilena ja mahdollisena CDI:nd. Kokonaisuudessaan
3053 ulostenaytetta analysoitiin. Yhdenmukaisia tuloksia, joko negatiivisia tai po-
sitiivisia, saatiin 91.3 % naytteista. Jatkotutkimukseen ohjatuista 8.7 % PCR:n
perusteella toksigeenisia oli 59 %. Pohdinnassa tuodaan esille, etta pikatestin
kayttdonotto nopeutti eristystoimien ja hoidon aloitusta. Vaikka PCR:lla saadaan
varmemmin kiinni toksigeeninen C. difficile, pikatestin oletetaan olevan spesifimpi
kliinisesti merkityksellista C. difficile -infektiota kohtaan, jossa toksiinipitoisuus on
havaitsemisrajan ylapuolella. Kolmen testin algoritmin eduksi luetaan myds se,
etta silla voidaan erottaa ne potilaat, joilla on toksigeeninen kanta, mutta toksiinin

tuotto puuttuu tai on vahaista.

Toisessa tutkimuksessa (Evaluation of C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE test for
the diagnosis of Clostridium difficile infection. 2013) Kim, H., Kim, W., Kim, M.,

Jeong, S. ja Lee, K testasivat 595 I6ysaa ulostetta, joissa epailtiin C. difficilea
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elokuun ja joulukuun valilla vuonna 2012. Tutkimuksen tarkoitus oli arvioida pika-
testin toimivuutta alustavassa seulonnassa. Vertailussa C. Diff Quik Chek Comp-
lete testin lisaksi kaytettiin VIDAS Clostridium difficile A&B testia (VIDAS CDAB;
bioMérieux). Lisaksi suoritettiin ulosteviljelyita selektiiviselle maljalle (CDSA; Bec-
ton, Dickinson and Company). Lajitunnistus suoritettiin ATB 32A:lla (bioMérieux)
ja toksigeeniset kannat tunnistettin PCR-menetelmalla. Ne naytteet, jotka olivat
CD COMPLETE tai VIDAS CDAB positiivisia, mutta viljelyssa negatiivisia, rikas-

tettiin TCC-liemessa ja viljeltiin TCC agarille.

Tutkimuksessa Kim ym. totesivat C. Diff Quik Chek Complete testista, etta sen
katsotaan olevan luotettava menetelma CDI:n diagnostiikassa ja parantaa sensi-
tiivisyytta pelkkaan ElA:an verrattuna. Lisaksi paatelmaosuudessa tuotiin esille,
etta C. Diff Quik Chek Complete helpottaa C. difficilen 16ytymista verrattuna pelk-
kaan viljelyyn. Tutkimuksessa pikatestissa positiivisista, viljelyssa negatiivisista
47.5 % osoittautui rikastamisprotokollan jalkeen C. difficilen kannalta positiivi-

siksi.

Swindells, J. Brenwald, N., Reading, N. ja Oppenheim, B julkaisivat 2010 tutki-
muksensa, jossa he vertailivat eri menetelmien ominaisuuksia (Evaluation of
Diagnostic Tests for Clostridium difficile Infection). Testeja suoritettiin 150 ulos-
tenaytteesta joulukuusta 2008 tammikuulle 2009. Kaikille naytteille tehtiin nelja
testia, jotka olivat VIDAS Clostridium difficile A&B testia (VIDAS CDAB;
bioMérieux), GeneOhm PCR (BD Diagnostics), Xpert C. difficile PCR (Cepheid)
ja C. Diff Quik Chek Complete (Techlab). C. difficile viljelyista 19 oli positiivisia,
naista kaikki olivat positiivisia myos C. Diff Quik Chek Complete testin GDH osuu-

dessa. Toksiiniosuuden sensitiivisyydeksi tuli tutkimuksessa 73.3 %.

Swindells ym. pitivat C. Diff Quik Chek Complete testia GDH osuuden kannalta
hyvin luotettavana ja sen katsotaan sopivan C. difficile infektion poissulkuun ja
alustavaksi seulontatestiksi. C. Diff Quik Chek Complete testin hyvaksi puoleksi
katsotaan myds nopea tuloksen saatavuus. Tutkimuksessa kannatetaan kahden
menetelman algoritmia diagnostiikassa, jossa C. Diff Quik Chek Complete testilla
GDH positiiviset, toksiini negatiiviset tutkittaisiin my6és PCR-menetelmallda. GDH
negatiivisten osalta C. difficile voitaisiin sulkea pois, naita tutkimuksen otannasta
oli 85.3 %.
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7 VIERITESTAUS

Parhaimmillaan vieritestaus tarjoaa etuja, kuten nopean vastauksen. Jos testin
tulos tukee kliinista tutkimusta, hoitopaatosten tekemista saadaan nopeutettua.
Tama saattaa parhaimmillaan parantaa hoidon tasoa ja lyhentaa sairaalassaolo-
aikaa. Lisaksi monet vierilaitteet vaativat suhteellisen vahan koulutusta ja ovat
melko helppoja kayttaa. Toisaalta vierilaitteiden kayttoon liittyy ongelmia esimer-
kiksi laitteiden huollon ja kalibroinnin osalta, nama seikat tulee ottaa huomioon
aina kun uuden vierilaitteen kayttoonottoa punnitaan. Vierilaitteiden kaytto on li-
saantynyt huomattavasti ja testeja suorittavat monet terveydenhuollon ammatti-
ryhmat, joissain tilanteissa myds potilas itse voi suorittaa vieritestauksen. (Boyd
& Woolley 2016.)

Vieritestauksen laadun kannalta oleellisten toimenpiteiden, kuten kontrolloinnin
ja tulosten kirjauksen tarkeytta tulee korostaa ja riittavan perehdytyksen ja koulu-
tuksen saannista huolehtia. Vieritestauksen kulutehokkuus tulee myds aina pun-
nita toimipaikkakohtaisesti. Testikittien hinta nousee usein laboratoriotestauksen
ylapuolelle, mutta vieritestauksen suorittaa yleensa taho, jonka hyddyntaminen
ei luo lisakustannuksia. Tutkimusten lahettdminen laboratorioon on maksullista,
mutta toisaalta kuluja syntyy myds tarvikkeiden ja laitteiden yllapidosta, henkilo-
kunnan kouluttamisesta, seka laadunvalvonnasta. Testien suorittamisen yleistyt-
tya monen ammattiryhman tyotehtavaksi, koulutus ja perehdytys on noussut erit-
tain tarkeaan rooliin. Tydntekijat, joilla ei ole laboratorioalan koulutusta, ovat alt-

tiimpia analyysivaiheen virheille. (Florkowski ym. 2017; Pitt 2018, 3.)

7.1 Laatu

Labquality julkaisi vuonna 2018 paivitetyn vieritestisuosituksen, edellinen oli vuo-
delta 2009. Vieritestisuositus on tarkoitettu vieritestausta suorittavien ammattilai-
sen hyodynnettavaksi, mutta sitd voidaan hyddyntaa myods omatestauksessa, el
potilaan itse suorittamassa vieritestauksessa. Suosituksen on koonnut asiantun-
tijaryhma. Suosituksessa vieritesti maaritellaan testiksi, joka tehdaan laborato-
rion ulkopuolella ja jolla on valiton vaikutus potilaan hoitoon. Testien virhetekijat
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tulee kuitenkin tuntea ja tulosten tulisi olla jaljitettavissa. (Vieritestisuositus 2018,

1.1.) Laadunhallinnan perustana toimii kirjallinen ohjeistus.

Laadunhallinnan osia ovat esimerkiksi osaava henkilokunta, kontrolloinnit, tulos-
ten jaljitettavyys ja testien tarkoituksenmukainen valinta. Laadunvarmistus jae-
taan usein ulkoiseen ja sisdiseen osa-alueeseen. Sisaisella laadunvarmistuksella
varmistetaan, etta tulokset yksikon sisalla ovat ajasta ja testin suorittajasta riip-
pumatta vertailtavat keskenaan. Ulkoinen laadunvarmistus vertaa tuloksia mui-
den yksikoiden tuloksiin samalla testilla. Ulkoinen laadunarviointi on taydentava
toimi, joka ei korvaa sisaista laadunohjausta. Hoitoyksikoiden apuna ulkoisessa
laadunarvioinnissa toimii tarvittaessa tukilaboratorio. Mikrobiologian toimiluvalla
toimivien yksikdiden on osallistuttava laadunarvioinnin ulkoisille kierroksille va-
hintdan nelja kertaa vuodessa, sen mukaan paljonko palveluntarjoajat kierroksia

jarjestavat. (Vieritestisuositus 2018, 2.1.)

7.2 Vieritestit mikrobiologialla

Mikrobiologiset vieritutkimukset perustuvat yleensa mikrobin lasnaolon varmen-
tamiseen, joko havaitsemalla jokin sen osa, tai kehon tuottamat vasta-aineet. Esi-
merkkeja kaytossa olevista mikrobiologisista vieritesteistd on Labqualityn vieri-
testisuosituksen mukaan nielun streptokokki A-antigeenin, influenssa A- ja B-an-
tigeenien, RSV-antigeenin, sekad adenoviruksen antigeenin osoitustesti. Suosi-
tuksessa nostetaan esille, etta testaus vaatii erityisjarjestelya, sekd osaamista,
joten testaus hoitoyksikdssa on hankalaa toteuttaa, vaikka tartuntatautilaki sallii-
kin sen valvontasopimuksen omaaville yksikoille. Mikrobiologisten pikatestien
kayttdonoton syy on usein nopeamman vastauksen saaminen, vaikka testien tu-
lokset ovat laboratoriodiagnostiikkaa epaluotettavampia, eika testaukseen kay-
tettavat kulut valttamatta pienene. Kun testin kayttodnottoa harkitaan, tulee ottaa
huomioon kunkin toimintayksikon tarpeet ja lahtokohdat testien suorittamiseen.
(Vieritestisuositus 2018, 1.2.)
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7.3 Testauksen luvanvaraisuus ja valvonta

Vieritestausta ohjaavat muun muassa tartuntatutilaki, seka laki terveydenhuollon
laitteista ja tarvikkeista. Tartuntatautilaissa (1227/2016) maaritellaan mikrobiolo-
gisten potilasnaytteiden testaamisen luvanvaraisuus, toimiluvan myontaa alue-
hallintovirasto Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen lausunnon perusteella. Dia-
gnostisia testeja saavat tehda ainoastaan laboratoriot, joille on myonnetty toimi-
lupa tai toimintayksikot, joita valvoo toimiluvan omaava laboratorio. Toimintayk-
sikon tulee laatia kirjallinen valvontasopimus toimiluvallisen laboratorion kanssa,
jos yksikossa suoritetaan pikatestausta, toiminnasta on tehtava ilmoitus aluehal-
lintovirastolle. lImoitus tehdaan valvovan laboratorion toimesta. Toimilupamenet-
telylld varmistetaan, ettd mikrobiologian diagnostiikkaa suoritetaan Suomessa
ammattitaitoisen henkildkunnan toimesta mahdollisimman laadukkaasti. (THL
2017; THL 2019b; Tartuntatautilaki 1227/2016.)

Laki terveydenhuollon laitteista ja tarvikkeista (692/2010) yllapitaa ja edistaa lait-
teiden kayttoa, seka velvoittaa laitteiden kayttoon turvallisesti. Vastuuhenkild on
nimettava valvomaan, etta lakia, maarayksia ja saannoksia noudatetaan laittei-
den kaytossa. Laissa velvoitetaan noudattamaan valmistajan antamia tietoja ja
kayttoohjeita, joissa maaritetaan esimerkiksi laitteiden huoltoon, kalibrointiin ja

yllapitoon liittyvia seikkoja.

Laissa (629/2010) saadetaan myds vaatimuksista, joiden mukaan kayttajilla tulee
olla riittdva koulutus ja heidan tulee tutustua valmistajan ohjeistukseen ennen
laitteen kayttoa. Laitteiden kaytossa tulee myos olla kaytdossa seurantajarjes-
telma, josta selviaa laitteiden yllapitoon liittyvat toimenpiteet, seka mahdollisiin
vaaratilanteisiin tai laitevirheisiin liittyvat tiedot. Seurantajarjestelmaan kerattavat
henkilotiedot on pidettava salassa ja niitd saa luovuttaa ainoastaan Sosiaali- ja
terveysalan lupa- ja valvontavirastolle, jos tiedot ovat tarpeellisia laitteen turvallisuu-
den varmistamiseksi. Vaaratilanteet, jotka ovat johtuneet laitteessa olevasta
viasta tai puutteesta, tulee ilmoittaa myoés valmistajalle. (Laki terveydenhuollon
laitteista ja tarvikkeista (629/2010); Vieritestisuositus 2018, 1.3.)
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8 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Tama opinnaytetyo on kvantitatiivinen kokeellinen tutkimus, jossa kerasimme da-
taa analysoimalla ulostenaytteitd pikatestilla. Kokeellisen tutkimuksen tarkoitus
on tehda systemaattista ja kontrolloitua havainnointia (Anttila 2005, 270). Tulok-
sia verrataan PCR-menetelmalla saatuihin tuloksiin. Kokeellinen suoritus, seka
kvantitatiivinen tulosten arviointi on puolueeton menetelma arvioida vieritestin toi-
mivuutta. Soveltuvin osin hyddynnamme myds pohdintaa, joka muodostaa opin-
naytetyon kvalitatiivisen osuuden. Arvioinnissa kaytamme apuna taulukoita, jotka

tuovat esille tekemiamme havaintoja.

Perusjoukon tutkimuksessa muodostavat naytteet, jotka on lahetetty F- CIdTNhO
|lahetteella mikrobiologian laboratorioon. Otoksen muodosti 62 ulostenaytetta,
joissa varioi naytetyyppi. Otos piti sisallaan 37kpl positiivisia ja negatiivisia 25kpl
naytteitd. Valmistajan ohjeistuksessa suositettiin mahdollisimman tuoretta ulos-
tetta, mutta kaytannodn syistd kaytimme myds pakastettuja naytteita. Analy-
soimme lisaksi naytteita, jotka oli toimitettu laboratorioon COPAN Diagnostics
Inc. FecalSwab® putkessa. Toimimme nain, koska laboratorioon tulee huomat-
tavasti enemman Clostridium difficile epailyjen naytteitd kuljetusputkessa, kuin

tuoreulosteena.

8.1 Diagnostisen testin arviointi

Diagnostisen testin luotettavuutta arvioidaan testin kyvylla erottaa terveet ja sai-
raat toisistaan. Tulokset iimoitetaan prosentteina ja referenssina toimii vertailu-
menetelma, tassa tutkimuksessa PCR. Koska herkkyys lasketaan sairaiden ryh-
massa ja tarkkuus terveiden ryhmassa, tulokset eivat riipu sairauden yleisyy-
desta. Testien kaytannon soveltuvuuden arviointiin kaytetaan positiivista ja nega-
tiivista ennustearvoa. Ennustearvojen laskemisessa suhteutetaan terveita ja sai-
raita keskenaan, joten nama arvot ovat riippuvaisia myds sairauden yleisyydesta
otoksessa. Sensitiivisyys ja spesifisyys eivat yksinaan riita testin arviointiin. Kun
testin sensitiivisyys lisdantyy, sen spesifisyys heikentyy, eli se antaa enemman
vaaria positiivisia. (Uhari & Nieminen 2012, 47-48.)
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Sensitiivisyys eli herkkyys kuvastaa testin kykya tunnistaa sairaus ja se kertoo
tautia sairastavien potilaiden osuuden, joille laboratoriotesti osoittaa positiivisen

tuloksen. Herkkyys saadaan laskettua kaavan (1) mukaisesti.

Oikeat positiiviset (lkm)

Sensitiivisyys = (1)

Oikeat positiiviset + Viarat negatiiviset (lkm)

Spesifisyys eli testin tarkkuus kuvastaa testin kykya tunnistaa terveiden potilai-
den osuutta, joille laboratoriotesti osoittaa negatiivisen tuloksen. Tarkkuus saa-

daan laskettua kaavan (2) mukaisesti.

Oikeat negatiiviset (lkm) (2)

SpeSifiSny - Oikeat negatiiviset + Vaariat positiiviset (lkm)

Testin positiivinen ennustearvo kertoo testilla positiivisiksi osoittautuneiden sai-
raiden osuuden Kkaikista testin positiivisista tuloksista. Tama kuvastaa todenna-
koisyytta, jolla positiivisen testituloksen jalkeen todetaan sairaus. Positiivinen en-

nustearvo voidaan laskea kaavan (3) avulla.

e s Oikeat positiiviset (lkm)
Positiivinen ennustearvo = — — - — )
Oikeat positiiviset + Vaarat positiiviset (lkm)

Negatiivinen ennustearvo puolestaan kertoo testilla negatiivisen tuloksen saanei-
den terveiden potilaiden osuuden kaikista testin negatiivisista tuloksista. Tama
kuvastaa todennakoisyytta, jolla todetaan potilas terveeksi negatiivisen testitulok-

sen jalkeen. Negatiivinen ennustearvo voidaan laskea kaavan (4) avulla.

s Oikeat negatiiviset (lkm)
Negatiivinen ennustearvo = — — — — 4)
Oikeat negatiiviset + Vaarat negatiiviset (lkm)

Testia arvioidessa kliinisen herkkyyden ja spesifisyyden arvojen seka ennustear-
vojen tulisi asettua mahdollisimman lahelle arvoa yksi, joka kuvastaa 100 %.
(Burtis, Bruns, Sawyer & Tietz 2015, 32-35; Niemela & Pulkki 2010, 41 — 44.)
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8.2 Taulukot ja kuviot osana tutkimusta

Taulukoiden ja kuvioiden tarkoitus on parantaa luettavuutta ja ymmarrettavyytta.
Kuvio on mika tahansa muu havainnollistamisen keino kuin taulukko. (Hirsjarvi
2014, 328.) Taulukko soveltuu hyvin, jos esiteltava tieto on numeerista ja sita on
runsaasti. Kuvion avulla voidaan painottaa tietoa, sen ominaisuuksia ja havain-
nollistaa. Kun numeerisia tuloksia esitetdan graafisesti, esitystavan valinnassa
tulee olla huolellinen, jotta lukijalle ei jaa virheellistd mielikuvaa. (Vilkka 2007,
135-138.)

SWOT, eli nelikenttdanalyysi on laajalti kaytetty analyysimenetelma, jolla saa-
daan tehokkaasti ja monipuolisesti arvioitua tutkittavaa kohdetta. SWOT-analyysi
tarjoaa valmiin kehyksen, jonka paalle pohdintaa voidaan rakentaa. Mallin suu-
rimpana etuna pidetaan sen yksinkertaisuutta. SWOT-analyysi on usein jaettu
ulkoisiin ja sisaisiin tekijoihin. Ulkoiset tekijat liittyvat toimintaymparistoon, eika
niitd voida muuttaa. Sisaisiin tekijoihin lukeutuvat usein elementit, joihin voidaan
vaikuttaa tai joita voidaan muuttaa. Malli mahdollistaa toiminnan tai tuotteen ke-
hittamisen rajauksen valossa. Analyysin tarkoituksen ja taustan perusteella, voi-
daan jako ulkoisiin ja sisaisiin tekijoihin jattaa myos tekematta, kuten taulukossa
1 on tehty. (Speth & Probert 2015, 4-6.)

TAULUKKO 1. Esimerkki SWOT-analyysin jaottelusta. (Speth & Probert 2015,
5-6.)

Vahvuudet (Strengths) Heikkoudet (Weaknesses)
Tekijat tai rakenteet, joilla on positiivi- | Tekijat tai rakenteet, joilla on negatiivi-
nen vaikutus kasiteltavaan tuotteeseen | nen vaikutus kasiteltavaan tuotteeseen

tai toimintaan. tai toimintaan.

Mahdollisuudet (Opportunities) Uhat (Threats)
Tuotteen tai toiminnan mahdolliset hyd- | Tuotteen tai toiminnan mahdolliset hai-

dyt ja positiivinen vaikutus. tat ja negatiivinen vaikutus.

SWOT-analyysissa on muistettava, etta sisaltd perustuu subjektiiviseen arvioon,
jonka formaatti jakaa loogiseen jarjestykseen. Vaikka mallista mahdollista saada
nopea yleiskuva kasiteltavasta asiasta, se on usein vajavainen. (Speth & Probert
2015, 10.)
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9 OPINNAYTETYON SUORITUS

Saimme opinnaytetydomme aiheen Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian yksi-
kolta maaliskuussa 2019, jonka jalkeen aloimme tydstaa opinnaytetyoprosessin
tydvaiheita. Opinnaytetydsuunnitelmamme valmistui toukokuussa 2019, jolloin
myos allekirjoitimme valmistelemamme opinnaytetyon sopimuksen. Taman jal-
keen aloitimme kirjallisen osuuden tyostamisen perehtymalla aiheemme teoreet-
tiseen viitekehykseen ja siirtyen teoriaosuuden kirjoitukseen. Syksylla 2019 vie-
railimme mikrobiologian yksikdssa tutustuen laboratorion tiloihin ja toimintaan
opinnaytetydomme aiheen osalta. Talven 2019-2020 aikana suoritimme kaytan-
ndn tydn osuuden analysoiden potilasnaytteet laboratoriossa C. Diff Quik Chek
Complete -pikatesteilla. Kirjasimme koestuksessa saamamme tulokset tauluk-
koon, seka kokosimme SWOT-analyysiimme nakemyksia, seka kayttokokemuk-
sia testauksen ohella. Naytteiden testauksen jalkeen siirryimme kevaan 2020 ai-
kana tulosten analysointiin seka opinnaytetydbmme kirjallisen osuuden toteutta-

miseen.

9.1 Kokeellisen osuuden suoritus

Suoritimme naytteiden analysoinnin C. Diff Quik Chek Complete -pikatesteilla
mikrobiologian ulostelaboratoriossa ajalla 30.10 — 9.12.2019. Analysoimme nayt-
teet erissa, silla halusimme minimoida suuren naytemaaran samanaikaisen ka-
sittelyn myota syntyvat riskit. Jokaisen eran kohdalla suoritimme analysoinnin
noudattaen samoja tyotapoja, tydskennellen samoissa tiloissa seka samanlaisia
tyovalineita kayttaen. Siirsimme jokaisen analysointikerran yhteydessa analysoi-
tavat naytteet, reagenssit seka tarvittavan maaran testikasetteja huoneenlam-
poon noin 0,5-1,0 tuntia ennen analysointia. Pakastetut naytteet sulatimme val-
mistajan ohjeiden mukaisesti, siirtden ne huonelampddn noin tunti ennen analy-
sointia. (Techlab 2016, 4.) Siirsimme reagenssit sekd mahdolliset kayttamatta

jaaneet kasetit heti analysoinnin jalkeen jaakaappilampoétilaan sailytykseen.

Aloitimme analysoinnin pakastetuista naytteista, joita oli keratty kesan 2019 ai-

kana kayttoomme. Valikoimme pakastettuja, seka tuoreita naytteita siten, etta
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saimme mahdollisimman kattavan otannan eri naytemuodoista, seka vertailutu-
loksia niin positiivisista kuin negatiivisistakin naytteista. Naytteisiin oli keraysvai-
heessa merkitty laboratorion kayttaman Altona RealStar -analyysin perusteella

positiiviseksi osoittautuneet naytteet.

Analysoimme pakastettuja naytteita 19 kappaletta, jonka jalkeen siirryimme tuo-
reisiin naytteisiin, ajatuksena mahdollinen testin tulosten tarkkuuden parantumi-
nen tuoreemmilla naytteilla. Analysoimme 21 kpl tuoreita, alle 7 vrk vanhoja
purkki- seka FecalSwab-naytteita, seka 19 kpl alle 72 tuntia vanhoja tuorenayt-
teitd. C. Diff Quik Chek Complete -pikatestin naytemateriaaliksi suositellaankin
mahdollisimman tuoretta naytettd. Suositelluin ndytemateriaali on valmistajan
mukaan valittomasti analysoitu, alle 24 tuntia vanha |0ysa ulostenayte (Techlab
2016, 4). Tuoreimmat jadkaappilampdtilassa sailytettavat naytteet analysoitiin
pienemmissa erissa sita mukaan, kuin niita saapui laboratorioon. Naytteen saily-
tysaikaa arvioimme naytteisiin kiinnitetyista tutkimuspyyntotarroista, jossa nime-

taan naytteenottopaivamaara seka -aika.

Naytteiden testaukseen tarvittavat valineet saimme kayttoomme mikrobiologian
yksikon tarjoamana, pois lukien testauksessa kaytettyja pipetteja, jotka sisaltyivat
valmistajan testipakettiin. Testauksessa kayttamiimme tyovalineisiin ja laitteisiin
kuuluivat: vetokaappi, Vortex-sekoitin, ajastin, suojakasineet, Eppendorf-putket,
naytetikut seka putkitelineet. F- CIdTNhO tutkimuspyynndén ulostenaytteet ote-
taan laboratorion ohjeiden mukaisesti, joko kierrekorkilliseen ulostepurkkiin tai

FecalSwab-kuljetusputkeen.

Suuri osa analysoimistamme naytteista, olivat saapuneet laboratorioon FecalS-
wab-kuljetusputkessa. FecalSwab-putki on COPAN Diagnostics -yhtion valmis-
tama nayteputki, joka sisaltdd mikrobiologisille naytteille sopivan kuljetusme-
diumin. Putki on kehitetty ulostenaytteiden sailytysta ja kuljetusta varten. FecalS-
wab-putken kuljetusmediumi sisaltaa kloridi- ja natriumsuoloja, fosfaattipuskurin,
L-kysteiinia, agaria seka tislattua vetta. (COPAN Diagnostics Inc. 2016, 2.) C. Diff
Quik Chek Complete -pikatestin valmistajan mukaan naytemateriaaliksi sopivat
vastaavanlaiseen kuljetusaineeseen otetut naytteet, seka naytepurkissa sailyte-
tyt naytteet. (Techlab 2016, 4.)
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Nayte pipetoidaan eppendorf-putkeen, johon lisataan testin reagensseihin kuu-
luva konjugaatti, seka laimennosliuos. Konjugaatti sisaltdéda GDH:lle seka A ja B
toksiineille spesifisia HRP:lla leimattuja vasta-aineita, jotka sitoutuvat naytteen
antigeeneihin. Kun laimennettu nayte-konjugaatti-liuos pipetoidaan naytekaivoon
inkuboitumaan, positiivisessa naytteessa vapaana oleva GDH, tcdA ja tcdB si-
toutuvat niille spesifisiin leimattuihin vasta-aineisiin. Muodostuneet antigeeni —
vasta-aine — HRP-kompleksit kulkevat suodattimen lapi membraanille, jossa ne
vaeltaessaan kiinnittyvat antigeeni osastaan membraanin testiviivoille kiinnitettyi-
hin vasta-aineisiin. Naytteen kuljettua membraanin lapi, reaktioikkuna pestaan
"Wash Buffer’-liuoksella ylimaaraisten vasta-aineiden poistamiseksi. Taman jal-
keen nayteikkunaan lisatdan substraattiliuos. Substraattina kaytettava tetrame-
tyylibentsidiini hapettaa reaktioikkunan testiviivoihin kiinnittyneiden kompleksien
HRP-molekyylin, jonka seurauksena muodostuu silmin havaittava sininen varire-
aktio. (Techlab 2016, 3, 5.)

C. Diff Quik Chek testissa kiinteana faasina toimivalle membraanille on kiinnitetty,
jokaista tutkittavaa antigeenia kohtaan spesifisia vasta-aineita. Antigeenin testi-
viiva ("Ag”) sisaltaa GDH:lle, kontrolli -viiva ("C”) piparjuuriperoksidaasille (HRP)
ja toksiini A & B testiviiva ("Tox”) toksiineille spesifisia vasta-aineita. Testin tul-
kinta on luotettavin, kun tulos luetaan heti ohjeiden mukaisen 10 minuutin reak-
tioajan jalkeen. Tulokset tulisi lukea hyvassa valaistuksessa ja himmeakin sininen
viiva reaktiokohdassa tulkitaan positiiviseksi. Myos osittainen viiva tulkitaan posi-

tiiviseksi reaktioksi, kuten kuvan 2 Ag-reaktiossa. (Techlab 2016, 5.)

-0
: Tox

Ag

KUVA 2. Osittainen hento sininen viiva muodostuu Ag puolelle. Kontrolli on posi-

tiivinen, joten tulos voidaan tulkita GDH:n suhteen positiiviseksi.
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9.2 Kirjaus ja taulukointi

Tulokset suoritetuista testeista kirjattiin naytenumeroa tunnisteena kayttaen en-
sin suorituspaikassa vihkoon, josta ne siirrettiin yhteiseen Excel-tiedostoon. Nay-
tenumeron kayttaminen mahdollisti sen, etta pystyimme tarvittaessa palaamaan
tuloksiin ja yhdistamaan pikatestin tulokset PCR:lla saatuihin tuloksiin. Emme ke-
ranneet tietoja potilaista, joiden naytteet olivat kyseessa. Myos testikasetit iden-
tifioitiin naytenumeroilla, jonka avulla yhdistimme testitulokset testikaseteista
otettuihin kuviin. Kasettien identifiointi mahdollisti myds testien uusimisen, mikali
sille ilmeni tarvetta. Jaoimme tulostaulukon neljaan osioon, joihin kirjattiin nayte-
kohtaiset tulokset Ag-, Tox- ja kontrolliosuuksista, sekd PCR:n tulos. Mahdolli-
sena riskina pidimme naytenumerojen sekoittumista keskenaan, joka mahdolli-
sesti johtaisi pikatestitulosten yhdistamisen vaaraan PCR-tulokseen. Tata virhe-
lahdetta yritimme estaa huolellisen tyoskentelyn lisaksi pienilla naytesarjoilla, kir-
jausten tarkistuksilla ja Excel-taulukon varikoodaamisella, joka helpotti myos

myohemmin tapahtuvaa testitulosten tarkastelua.

Tunnusarvojen laskeminen tapahtui kappaleessa 8.1 esiteltyjen kaavojen mukai-
sesti. Aloitimme siten, etta jaottelimme tulokset oikeisiin positiivisiin ja negatiivi-
siin, seka vaariin positiivisiin ja negatiivisiin. Nama ryhmat jaettiin lisaksi nayte-
muodon mukaisesti neljaan rynmaan. Laskimme tunnusarvot Ag- ja Tox-osuuk-
sille erikseen, silla testit mittaavat kaytannon tasolla eri asioita, jolloin niiden tun-
nusarvot voivat erota keskenaan. Naytteiden pienen kokonaismaaran vuoksi
huomasimme nopeasti, etta tunnusarvot ovat epaluotettava tapa arvioida tulok-
sia. Pienen otannan tunnusarvot eivat kuvaa luotettavasti todellista suoritusky-
kya, joten paadyimme painottamaan kokonaisotannan seka suurimman otannan
tuloksia, ryhmakohtaisen analysoinnin sijasta. Koestuksen otannasta suuri osa
oli FecalSwab -naytteita, jolloin muiden nayteryhmien otannat jaivat hyvin pie-
niksi. Siten mm. pakastettujen FecalSwab- naytteiden joukolle ei voitu laskea ol-
lenkaan negatiivista ennustearvoa, silla otannassa ei ollut yhtakaan negatiivista

naytetta.

Tunnusarvojen kanssa ilmenneiden ongelmien vuoksi, vaihdoimme tulosten esi-

tystavan kuvioihin ja kaavioihin, jotta voisimme esittaa tulokset luotettavammalla
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tavalla. Muodostimme tuloksista taulukoiden avulla havainnollistavia pylvasdia-

grammeja seka paadyimme avaamaan tuloksia myos sanallisessa muodossa.

SWOT-analyysin rakentaminen aloitettiin tutustuttuamme valmistajan ohjeisiin.
Kerasimme yhteiseen Word-tiedostoon kokemuksiamme ja ajatuksiamme tes-
tista ja sen suorituksesta. Taulukot jaettiin alkuperaisten tutkimuskysymysten
avulla, mutta tiedostoon Kkirjoitettiin myos paljon vapaata tekstia ja pohdintaa,
josta myohemmin koostettiin lyhyita ja selkeita, kysymysten kannalta oleellisia
huomioita. Yritimme SWOT-analyysin teon aikana pitaa mielessa erityisesti ob-

jektiivisuuden ja kaytannonlaheisyyden.
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10 TULOKSET

C. Diff Quik Chek Complete -pikatestin koestuksessa analysoimme yhteensa 62
kappaletta naytteita, joista 43 kappaletta oli tuoreita ja 19 kappaletta pakastettuja.
46 kappaletta tutkituista naytteista oli otettu FecalSwab-kuljetusputkeen ja 16
kappaletta ulostenaytepurkkiin (Taulukko 2). Tuloksia tarkastellessa yhdistimme
naytemuotoja saadaksemme havainnollistavia seka luotettavampia tuloksia. Liit-
teessa 1 on esitelty koestuksen tuloksena saamiamme laskennallisia tuloksia
naytemuotojen eri otannoista, Tox- ja Ag-osuus eriteltyina. Lisaksi SWOT-ana-
lyysia kayttamalla saimme kirjattua ylés monipuolisesti nakokulmia testin ominai-
suuksista seka mahdollisesta kayttoonotosta yksikdossa. SWOT-analyysit ovat liit-
teena (liite 2). SWOT-analyysissa tuomme esille omia subjektiivisia kokemuksi-
amme ja ajatuksiamme testista ja sen kayttoonoton tuomista mahdollisista vaiku-

tuksista.

TAULUKKO 2. Naytemaarat

Tuoreet ulostenaytteet: Yht. 43 kpl
Fecalswab kuljetusputkessa 35 kpl
Ulostenaytepurkissa 8 kpl
Pakastetut ulostenaytteet Yht. 19 kpl
Fecalswab kuljetusputkessa 11 kpl
Ulostenaytepurkissa 8 kpl

10.1 Koestaminen

Analysoiduista naytteista 2 kappaletta tuotti taysin virheellisen tuloksen, jota diag-
nostiikan suosituksen B-algoritmin (kuvio 3) mukaan ei olisi ollut valttamatonta
vahvistaa luotettavammalla testilla. Naissa testeissa seka Ag-, ettd Tox-osuudet
tuottivat vaarat negatiiviset tulokset, jolloin tulos tulkitaan taysin negatiiviseksi.
Testien sisainen kontrolli toimi kummankin testin osalta, osoittaen testien ja rea-
genssien toimivuuden. Kyseiset naytteet analysoitiin uudestaan, uusilla testika-
seteilla, jotta saimme varmuuden tuloksesta ja suljimme pois ensimmaisessa tes-
tauksessa tapahtuneen virheen mahdollisuuden. Kuvan 3 pikatesti on toinen kah-
desta vaaran negatiivisen tuloksen tuottaneesta testista, jonka nayteikkunassa

nahdaan vain kontrollipisteiden muodostuneet reaktiot.
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Ag | Tox

c. DIFF COMPLETE

KUVA 3. Testikasetti tuotti naytteen kohdalla kummankin testin osalta vaaran ne-
gatiivisen tuloksen Altona RealStar PCR-menetelmaan verraten.

Jos ESCMID:n suosituksen mukainen B-algoritmi (kuvio 3) on testaavan hoitoyk-
sikdn kaytdssa, naiden kahden naytteen kohdalla paadyttaisiin mahdollisesti sul-
kemaan pois CDI:n mahdollisuus. Fimlabin kayttamalla PCR-menetelmalla tes-
teista on saatu tulokseksi tcdB-toksigeeni positiivinen. Todennakoisen CDI-infek-
tion hoito olisi naiden potilaiden kohdalla viivastynyt tai jopa jaanyt toteuttamatta.
Toisaalta suosituksen mukaan nain voidaan menetelld vain, jos tulos saadaan
korkean sensitiivisyyden omaavalla testilla, mihin emme pysty taman testin osalta

ottamaan kantaa.

Kun tarkastellaan testin kumpaakin tulosta kokonaisuutena, vain AG- seka Tox-
testin suhteen positiivisen tuloksen saaneet naytteet ilmaisevat CDlI-infektion
suhteen positiivista tulosta. Tuloksia on tulkittu siten, ettd PCR- positiivisen nayt-
teen tulisi olla AG- sekd Tox-osuuden suhteen positiivinen ja PCR-negatiivisen
naytteen puolestaan AG- ja Tox-osuuden suhteen negatiivisia. Seuraavassa

osuudessa tarkastelemme tuloksia edella mainittua tulkintaa hyodyntaen.

Kun huomioidaan kaikki naytemuodot ja tulkitaan pikatestin kumpaakin tulosta
yhdessa, saadaan testin sensitiivisyydeksi 49 % (Taulukko 3). Sensitiivisyys ku-
vaa sita osuutta sairaista, joille testi antaa positiivisen tuloksen, eli testi toteaa
taman koestuksen osalta sairaiksi vain noin puolet PCR-menetelmalla todetuista
positiivisista. Tuoreiden naytteiden kohdalla sensitiivisyys on korkeampi kuin pa-
kastettujen naytteiden otannassa (Taulukko 3). Otantojen koko saattaa kuitenkin
vaikuttaa vaaristavasti laskennalliseen arvoon, jolloin koko otannan tarkastelu on
luotettavampaa, vaikka se sulkeekin pois mahdollisuuden naytemuotojen vali-
seen tarkasteluun. Spesifisyydeksi kokonaisotannasta saatiin 100%, silla testi ei
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em. tulkinnan mukaan tuottanut yhtakaan vaaraa positiivista tulosta, jossa PCR-
negatiivinen nayte olisi tuottanut pikatestilla Ag-POS seka Tox-POS tulokset.
Spesifisyys kuvastaa testin kykya todeta terveet potilaat, joiden testi tulos tulisi

olla negatiivinen.

TAULUKKO 3. C. Diff Quik Chek Complete -pikatestin sensitiivisyys tulkiten testin
kumpaakin tulosta yhdessa.

Sensitiivisyys %
Koko otanta 49 %
Vain tuoreet 52 %
Vain pakastetut 43 %

Kuviossa 5 ja 6 on esitelty Altona RealStar PCR-menetelman tulokset verrattuna
C. Diff Quik Chek Complete -pikatestin tuloksiin. Kuvioissa yhteneva tulos tarkoit-
taa NEG-NEG tai POS-POS tuloksia ja poikkeava tulos puolestaan ristiriitaisia
NEG-POS pareja, sekda PCR-tuloksen kanssa ristiriitaisia tuloksia. Kuviossa 5
kasitellaan pikatestin GDH-EIA:a, joka tuotti 62:sta testista vain 5 kpl PCR:sta
poikkeavia tuloksia. Eri naytemuodoista pakastetut naytteet tuottivat eniten poik-
keavia tuloksia. Purkkinaytteista poikkeavan tuloksen tuotti 12,5 % ja FecalSwab-
naytteista 18 %. Tuoreiden FecalSwab-naytteiden otanta oli suurin ja siten tulok-
set ovat luotettavimpia tdman naytemuodon kohdalta. Naiden naytteiden tulok-
sista noin 6 % tuotti poikkeavan, vaaran negatiivisen tai vaaran positiivisen tulok-

sen. (Kuvio 5.)

Tulosten yhtenevyys menetelmien valilla: AG-osuus  n=62

Tuore purkki oG

Tuore FecalSwab |G
Pakastettu purkki [ EEESEE
Pakastettu FecalSwab | IS

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Pakastett
akastettu Pakastettu purkki = Tuore FecalSwab Tuore purkki
FecalSwab
M Poikkeava tulos 2 1 2
H Yhteneva tulos 9 7 33

KUVIO 5. Tulosten yhtenevyys PCR-menetelman ja pikatestin GDH-EIA:n valilla.
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Kuviossa 6 on kasitelty pikatestin Tox-osuutta, joka tuotti 62 naytteesta 19 kap-
paletta PCR:sta poikkeavia tuloksia, mika on huomattavan suuri osuus kokonais-
otoksesta. Pakastetut FecalSwab-naytteet tuottivat pikatestilla suurimman osuu-
den (55 %) poikkeavista toksiinin osoituksen tuloksista. Luotettavimman arvion
tulosten yhtenevaisyydesta antaa tuoreiden FecalSwab-naytteiden otos, joka oli
kaikista suurin. Tdman naytemuodon kohdalla 29 % naytteista tuotti PCR:sta
poikkeavan tuloksen, eli Tox-osuuden tapauksessa vaaran negatiivisen. (Kuvio
6)

Tulosten yhtenevyys menetelmien valilla: Tox-osuus =62

Tuore purkki |

Tuore Fecalswab |
Pakastettu Purkki |
Pakastettu Fecalswab |

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Pakastettu

Pakastettu Purkki = Tuore FecalSwab Tuore purkki
FecalSwab
M Poikkeava tulos 6 2 10 1
M Yhteneva tulos 5 6 25 7

KUVIO 6. Tulosten yhtenevyys PCR-menetelman ja pikatestin Tox-ElA:n valilla.

Vaaran negatiivisen tuloksen tuottaa PCR-positiivinen nayte, josta saadaan mo-
lempien tai yhden pikatestin testiosuuden suhteen negatiivinen tulos. Taman
koestuksen otannassa saimme kumpaakin testitulosta tarkastellessa tulokseksi
19 vaaraa negatiivista tulosta, joista TOX-testi tuotti kaikki, eli 19 kappaletta.
Naista 2 kappaletta olivat myos AG-testin osalta vaaria negatiivisia. Vaarien ne-
gatiivisten korkean maaran saattaa selittdéd ESCMID:n tuottama tieto kyseisen
toksiini-A/B ElA-testien mahdollisesti puutteellisesta sensitiivisyydesta (Chro-
bach ym. 2016, 77).

Testi toimii odotetusti, silla pikatestin testausominaisuudet rajoittuvatkin testin
kayttéon diagnostiikan apuna, eivatka riitd varman diagnoosin tuottoon (Techlab
2016, 3). ESCMID (2016) on myos diagnostiikan suosituksessaan tuonut esille

kummankin testin puutteelliset testausominaisuuden erillaan kaytettyna. Lisaksi
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ESCMID:in suosituksessa (2016) seka vieritestin tuote-esitteessa (2019) tuo-
daan esille tarve tehda Kkliinistéa arviointia AG-positiivisten ja Tox-negatiivisten
naytteiden kohdalla. Naiden naytteiden kohdalla seka valmistaja, ettda ESCMID
ehdottavat myoOs valinnaista lisatestausta luotettavimmilla NAAT- tai TC-analyy-
seilla. (Crobach ym. 2016, 64; Abbott 2019.) Taman tiedon myota voimme todeta,
etta negatiivisiksi jaavien toksiini A/B EIA-tulosten painoarvo diagnostiikassa jaa

hyvin pieneksi.

Tox -testin sensitiivisyydeksi saatiin tassa tyossa 49 %, joka kertoo testin hei-
kosta kyvysta tunnistaa sairaus (Taulukko 4). Toksiiniosoitus-EIA:a kayttaessa
ESCMID:in diagnostiikkasuositusten mukaisesti, testin korkea spesifisyys on kui-
tenkin sensitiivisyytta tarkeampaa (Chrobach ym. 2016, 76). Tox -testin spe-
sifisyydeksi saatiin 100 % (Taulukko 4), silla Tox -testilla ei saatu yhtakaan vaa-

raa positiivista tulosta, mika aiheuttaa spesifisyyden korkean laskennallisen arvo.

TAULUKKO 4 Laskennalliset arvot C. Diff Quik Chek Complete -pikatestin tu-
loksista. (LIITE. TAULUKOT)

Sensitiivisyys | Spesifisyys Negatiivinen Positiivinen
ennustearvo ennustearvo
AG-testi 97 % 84 % 95 % 90 %
(GDH EIA)
Tox-testi 49 % 100 % 57 % 100 %
(Tox A/B EIA)

ESCMIDI:n CDl-laboratoriodiagnostiikan suosituksen A-algoritmia kayttdessa
voidaan tarkkailla pelkastaan GDH-EIA:n tulosta, jolloin Tox-testiosuus toimii vain
mahdollisena lisainformaationa testaajalle. Kun GDH-EIA:a kaytetdan ensimmai-
sena testina CDI:ta epaillessa, johtaa positiivinen tulos aina lisatestaukseen kor-
kean spesifisyyden testilla. Negatiivisen testituloksen kohdalla CDI:n mahdolli-
suus on epatodennakdinen. (Chrobach ym. 2016.) AG-testin sensitiivisyydeksi
saimme koko otannasta 97 % ja spesifisyydeksi 84 %. Testi siis tunnistaa sairau-
den hyvin, mutta samalla vaarien positiivisten maara on kasvanut ja laskenut spe-
sifisyyden arvoa. Negatiivisen ennustearvon tulokseksi saimme 95 %, eli toden-
nakaoisyys, jolla testituloksena negatiivisen saanut potilas todetaan terveiksi, on

korkea.
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Toksiinin osoituksen vaaria negatiivisia tuloksia (19kpl) tarkastellessa taytyy ot-
taa huomioon mahdollisuus, ettei toksigeeninen kanta tuotakaan toksiinia tai sen
tuotto on hyvin heikkoa. Talloin tulos tulkittaisiin vaaraksi negatiiviseksi, vaikka
todellisuudessa pikatestin tulos saattaa olla oikea negatiivinen naytteesta puut-
tuvan toksiinin vuoksi. Tarkasteltaessa AG-osuuden tuottamia vaaria positiivisia
tuloksia (4kpl), tulee ottaa huomioon mahdollisuus, ettd pikatesti on havainnut
potilaan normaaliflooran kolonisoivan ei-toksigeenisen kannan, josta PCR-mene-
telma ei oletetusti I0yda toksigeenia. Terveista aikuisista n. 3 %, seka sairaala-
potilaista n. 20-40% kantaa oireettomana C. difficiled kolonisoivana bakteerina
(THL 2019a).

10.2 Tulosten tulkintaan vaikuttavia huomioita

Koestettava menetelma hyoddyntaa EIA-menetelmaa, jonka tiedetaan omaavan
matalampi sensitiivisyys verrattuna PCR:aan. Naitd menetelmia vertaillessa, suu-
rimmat erot tuloksissa tulivat naytteista, joissa PCR oli positiivinen ja vieritestin
toksiiniosuus negatiivinen. Kyseiset naytteet tulkittiin siten vieritestin osalta vaa-
riksi negatiivisiksi. Kun arvioidaan EIA-menetelman toimivuutta, ihanteellisinta
olisi, kun saataisiin referenssimenetelmalla joko todistettua tai suljettua pois kan-
nan kyky tuottaa toksiinia. Menetelmien toimintatavoista, tutkimusasetelmasta ja
bakteeriin liittyvasta teoriasta voidaan johtaa monia seikkoja, jotka ovat voineet

vaikuttaa tuloksiin.

RealStar Clostridium Difficile 2.0 PCR menetelma omaa hyvan analyyttisen spe-
sifisyyden ja sen herkkyys nahdaan riittavaksi diagnostiikkaan (Fimlab Laborato-
riot Oy 2019.) Testilla kuitenkin osoitetaan NAAT-menetelmille tyypillisesti toksii-
nin tuottoon liittyvan geenin lasnaoloa naytteessa, toksiinin suoran osoituksen
sijaan. Pelkka toksigeenisyys ei automaattisesti johda infektioon, silla geeni ei
valttamatta tuota aktiivisesti toksiinia potilaan elimistoon (Ford 2014, 225). On
mahdollista, ettd osa saamistamme tuloksista selittyy talla. Kirjallisuudessa ei kui-
tenkaan tunneta toksigeenisten, mutta toksiineja tuottamattomien kantojen
osuutta C. difficile kantojen kokonaismaarasta. Niiden merkitys testauksessa on

nain ollen tuntematon.
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Toinen vaikuttava tekija saattaa olla bakteerin, tai sen tuottaman toksiinin, alhai-
nen pitoisuus naytteessa. Mikali toksiinin pitoisuus on ollut alle valmistajan ilmoit-
taman havaitsemisrajan, testin toksiiniosuus jaa negatiiviseksi. Bakteerin lasna-
olon testi saattaa silti havaita AG-osuuden avulla. Toksiinin tuotto ei-hyperviru-
lentilla kannalla alkaa vasta, kun bakteeri on saavuttanut stationaarivaiheen. Mi-
kali testi on tehty aikaisin stationaarivaiheen alussa, bakteeria on jo runsaasti

naytteessa, mutta toksiinin pitoisuus saattaa olla liian matala detektiolle.

10.3 Tulokset verrattuna aikaisempiin tutkimuksiin

Kun verrataan saamiamme tuloksia aiemmin esiteltyjen tutkimusten tuloksiin,
joissa tutkimuskohteena oli ollut C. Diff Quik Chek Complete-pikatesti, huoma-
taan, ettd olemme paatyneet samankaltaisiin tuloksiin. Toisin kuin Orendi, J.,
Monnery, D., Manzoor, S. ja Hawkey, P. (2012) tutkimuksessaan, me emme sul-
keneet otannasta pois jo tunnettuja C. difficile tapauksia, emmeka tieda lukeu-
tuiko otantaan heidan naytteitaan. Em. tutkimuksessa testi tehtiin sina paivana,
kun nayte saapui laboratorioon. Tama mahdollistaa naytteiden analysoinnin mah-
dollisimman tuoreena, jota valmistajakin suosittaa. Kaytannon syista tama ei olisi
ollut mahdollista opinnaytetyon puitteissa. Orendi ym. tuovat esille sen, etta pika-
testi ja PCR-menetelmat tukevat toisiaan C. difficilen diagnostiikassa, saa-
mamme tulokset viittaavat samaan johtopaatokseen. Tutkimus nostaa myds
esille sen, etta pikatesti saattaa heikommalla herkkyydellaan toksiiniosuudessa
olla spesifimpi oireisen C. difficile infektion suhteen. Tama johtuu siita, etta oirei-

den synty vaatii myds tietyn toksiinin pitoisuuden.

Kim, H., Kim, W., Kim, M., Jeong, S. ja Lee, K (2013) nostivat esille, etta pikatesti
helpottaa diagnostiikkaa viljelyyn verraten. Swindells, J. Brenwald, N., Reading,
N. ja Oppenheim, B (2010) mainitsivat testin etuna nopean tuloksen valmistumi-
sen. Aiemmin esiteltyjen tulosten perusteella tuloksemme viittaavat samoihin
loppupaatelmiin Swnidellsin ym. tulosten kanssa. Testi voitaisiin sovittaa osaksi

alustavaa seulontaa.
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10.4 SWOT-analyysit

Muodostimme tutkimuskysymystemme pohjalta kaksi pienempaa kokonaisuutta,
jotka sijoitimme kahteen SWOT-analyysiin. Kirjasimme nelikenttiin ajatuksiamme
ja nakemyksiamme testien suorituksen yhteydessa seka opinnaytetyon teoriaa
kirjoittaessa. Siten saimme kirjattua omien tietojemme seka taitojemme puitteissa
huomioita seka teorian, ettd kaytannén puolelta. Ensimmaisen SWOT-analyysin
yhteydessa pohdimme testin ominaisuuksia ja niiden myoéta vieritestin soveltu-
vuutta kayttoymparistoon. Huomioimme mm. testin kaytettavyyden, suoritukseen
kuluvan ajan seka testausympariston erityispiirteet. Toisessa SWOT-analyysissa
pohdittiin testin kayttoonoton konkreettisia hyotyja. Pohdimme mm. kayttdonoton
vaikutuksia hoitotyontekijoiden tyotaakkaan, seka potilaan hoitoon ja hoitopolun

etenemiseen.

On tarkeaa huomioida tdman tulososuuden perustuvan opinnaytetyon kirjoittajien
subjektiivisille nakemyksille. SWOT-analyyseista saatava kuva edustaa lahinna
laboratorion nakdkulmaa ja on muutenkin kaytannon tydn kuvaajana vajavainen.
Emme pysty myodskaan pohtimaan asiaa kattavasti erilaisten hoitoymparistojen
kannalta, silla eri organisaatioissa ja erilaisissa ymparistdissa ongelmat ja edut
vaihtelevat. Testin suoritusymparistona kasittelemme mita tahansa terveyden-

huollon hoitoyksikk6a, jossa testia suoritetaan yksikon sisalla itsenaisesti.

Hyodyksi koemme testin hoitoyksikolle tuoman mahdollisuuden suorittaa tes-
tausta itsenaisesti, ulkoisesta laboratoriotestauksesta rippumatta. Talloin yk-
sikkd saa naytteesta ensimmaisen testituloksen nopeammin, eika tulos riipu ul-
koisen laboratorion resursseista tai aikataulusta. Testin suoritus yksikossa saat-
taa lisaksi helpottaa ajankayttoa, kun naytteen ottoon ja lahetykseen liittyvilta
epaselvyyksilta valtytaan. Naita ovat mahdollisesti naytteenotto-ohjeiden, tarvit-
tavan lahetteen ja lahetysohjeiden selvittely ohjekirjan avulla tai laboratorion

kanssa.

Testausta saatettaisiin suorittaa matalammalla kynnyksella, silla testi olisi jo yk-
sikk6on valmiiksi hankittu ja siten CDI:ta epaillessa yksikdn vapaasti kaytetta-
vissa. Lisaksi kun testi suoritetaan hoitoyksikdssa, pikatestaukseen kaytettava

nayte on mahdollisimman tuore. TallGin testin avulla olisi mahdollisuus arvioida
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potilaan tilannetta nopeasti, sekd mahdollisesti pystyttaisiin taudin toteamiseen
tai poissulkuun. Mahdollisuus taudin nopeaan poissulkuun taysin negatiivisen
testaustuloksen kohdalla antaa yksikolle mahdollisuuden keskittya toisiin mah-
dollisiin taudinaiheuttaja -epailyihin. Hyotyna koemme lisaksi taysin positiivisen
testituloksen tuoman mahdollisuuden potilaan nopeaan eristykseen seka hoidon

aloitukseen.

Testin hyddyksi koemme my0Os sen kaytettavyyden, silla testin suoritus on hyvalla
perehdytyksella opittavissa. Lisaksi testikitti on kattava ja se sisaltaa lahes kaiken
tarvittavan suoritusta varten. Testikasetti on selkeasti rakennettu, mika tekee tes-
tin suorituksesta ja tuloksen luennasta selkeaa. Talla viittaamme naytekaivoon
seka reaktioikkunan merkintoihin, jotka osoittavat testiviivojen paikat. Lisaksi testi
vaatii vain hyvin pienen naytemaaran, joka voidaan ottaa jo yleisesti kaytdssa
olevaan ulostenaytepurkkiin tai FecalSwab-putkeen, mika hyodyttaa testin kayt-
téa. Reaktioviivojen tulkinta puolestaan saattaa luoda enemman ongelmatilan-
teita, jos suorittaja ei tunne tai muista eri tulosten merkitysta esimerkiksi jatkotut-

kimusten tarpeen kannalta.

Testin haittana on sen kayton myota syntyva tarve kattavaan ja jatkuvaan pereh-
dytykseen, silla testi on monivaiheisempi, kuin moni muu hoitotydn rutiinikaytdéssa
oleva vieritesti. Testi lisda siten vaistamatta yksikon tyotehtavia perehdytyksen,
kontrolloinnin ja testin suorituksen myota. Uhkana naemme testin kayttdonotossa
perehdytyksen riittamattomyyden, jolloin tieto ja taito testin naytevaatimuksista ja
suorituksesta saattaisi jaada hataran muistin varaan. Pohdimme, palattaisiinko
hoitoymparistdssa ohjeisiin, vai siirtyisiko tieto monen eri suorittajan kautta eteen-
pain, matkalla mahdollisesti vaaristyen. Suorituksen monivaiheisuuden myota
uhaksi muodostuu myoOs inkubaatioajoista lipsuminen, seka sekaannukset tai
unohdukset. Lisaksi naytteita analysoidessamme, koimme testikitin mukana tul-
leen pipetin herkaksi epatarkalle pipetoinnille, jolloin uhkaksi muodostuu mahdol-
lisesti vaihtelevat pipetointimaarat testia suorittaessa. Pikatestin tuoteselos-
teessa valmistaja kertoo, etta liian suuret tai pienet naytemaarat laimennoksessa

saattavat johtaa virheellisiin testituloksiin (Techlab 2016, 5).



46

Testia kaytettdessa hoitoymparistossa, naemme mahdollisuutena sen lisaavan
tietoisuutta C. difficilen patogeneesista. Tietoa voisi siten hyddyntaa potilasoh-
jauksessa mahdollisten tartuntojen vahentamiseksi. Lisaksi testi luo mahdolli-
suuksia CDI:n diagnostiikkaan, silla sen sisaltdman Tox-osuuden tarkoitus on
osoittaa naytteesta aktiivista toksiinin tuottoa, mika onkin patogeenisyyden ja si-
ten diagnostiikan kannalta merkittavin havainto. Testi saattaa kuitenkin olla spe-
sifisempi oireiselle infektiolle, joissa toksiinipitoisuus on jo noussut huomattavan
korkealle. Koemme, etta infektion varhaisessa vaiheessa testatuista naytteista,

joissa toksiinipitoisuus ei viela ole noussut, saadaan herkasti negatiivisia tuloksia.

Vieritestin haitaksi naemme Tox -osuuden heikon luotettavuuden, silla heikon
sensitiivisyyden testi saattaa tuottaa suhteettoman paljon vaaria negatiivisia tu-
loksia. Talldin hoitoyksikdn taytyy joka tapauksessa lahettaa vieritestilla analysoi-
tuja naytteita testattavaksi ulkoiseen laboratorioon. Lisaksi pohdimme, aiheuttai-
siko vieritestilla saatu negatiivinen Tox -testitulos yksikon hoitajille kasityksen,
ettei kyseessa ole patogeenin C. difficile -kanta. Talldin hoitohenkildkunta saat-
taisi virheellisesti rentoutua eristystoimien ja aseptiikan suhteen, varmistavien tu-
losten vastausviiveen ajaksi. Lisaksi vieritestin suoritus saattaa altistaa otetun
naytteen kontaminaatiolle, jolloin varmistustestia varten yksikon tulisi ottaa poti-
laalta uusi ndyte. Tama saattaa lisata vastauksen saannin viivetta seka aiheuttaa
lisatyota yksikolle. Koemme talldin uhaksi muodostuvan, etta yksikko kokee testin
vaivalloiseksi tai turhaa aikaa vievaksi, jolloin sita ei rutiinisti kayteta ja se jaa

yksikossa kayttamatta.
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11 POHDINTA

Koestuksen suoritus on saattanut vaikuttaa tuloksiin. Mikali naytetta on otettu vie-
ritestia suorittaessa liilan vahan diluentti-konjugaatti seokseen, voi se valmistajan
mukaan aiheuttaa vaaran negatiivisen tuloksen (Techlab 2016, 5). Naytemaaran
arviointi puolikiinteilla naytteilla, erityisesti alussa ennen harjaantumista, on haas-
tavaa. Tama on saattanut johtaa kayttajasta johtuviin virheisiin. Liian suuri maara
naytetta saattaa puolestaan estaa naytteen kulkeutumista reaktioalueelle, mutta

se huomattaisiin testitulosta tarkastellessa, kontrolliviivan puuttumisen myoéta.

Valmistaja suosittelee testien suoritusta 24 h sisalla naytteen keraamisesta. Val-
mistajan mukaan suurin osa laimentamattomista naytteista voidaan kuitenkin sai-
lyttaa jopa 72 h, ennen kuin toksiinit ovat huomattavasti hajonneet. Naytteita voi
pakastaa, mutta toistuva pakastaminen ja sulattaminen saattaa johtaa toksiinien
tai antigeenin immunoreaktiivisuuden heikentymiseen. (Techlab 2016, 6.) Kay-
timme koestuksessa seka tuoretta, etta pakastettua ulostetta. Naytteen tuoreu-
den vaikutusta tuloksiin emme pysty maarittamaan, mutta sita ei voi myoskaan
jattaa huomiotta tulosten merkitsevyytta arvioidessa. Emme ajallisista syista pys-

tyneet suorittamaan testausta niin tuoreilla naytteilla, kuin valmistaja suosittelee.

Opinnaytetyon eettisena ongelmana voidaan pitda tietosuojaa ja sen toteutu-
mista. Sitouduimme salassapitoon, joka koskee kaikkia naytteisiin liittyvia potilas-
tietoja. Tietosuoja koskee myds muuta prosessin aikana vastaan tullutta infor-
maatiota, jota ei ole opinnaytetydn kannalta oleellista tuoda esille. Salassapitoon

sitoutuminen jatkuu edelleen opinnaytetyoprosessin jalkeen.

Tyon tulokset olivat koestuksen osalta linjassa aiempien tutkimusten kanssa,
tama lisaa tulosten luotettavuutta. Lisaksi pyrimme esittdamaan tulokset mahdolli-
simman kuvaavalla tavalla, jolloin niiden hahmottaminen helpottuisi. Alkuperai-
sesti tarkoitus oli hyodyntaa data-analyysia ja laskea tunnuslukuja. Otoksen ra-
kenteen takia tunnusluvut eivat kuitenkaan antaneet luotettavaa kuvaa tuloksista,
joten siirryimme muihin, edustavampiin menetelmiin. Graafinen ja kirjallinen esi-

tystapa tosin saattaa heikentaa taman koestuksen tulosten vertailtavuutta aiem-
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min tehtyjen tutkimusten kanssa, silla tulokset esitetaan niista poikkeavalla ta-
valla. Tulosvertailua tulee muutoinkin suorittaa harkiten, silla otos oli tassa
koestuksessa pienempi, kuin yhdessakaan esille nostamassamme tutkimuk-

Sessa.

Pidamme opinnaytetyota onnistuneena tutkimuskysymyksiin vastaamisen kan-
nalta, niilla rajoituksilla, joita alussa asetimme. Jatkotutkimuksena tutkimuskysy-
mysten kannalta, voisi olla hyodyllista suorittaa saman tyyppinen koestus pelkas-
taan tuoreella purkkiulosteella, jolloin otos on yhtenaisempi ja saattaa tuottaa luo-
tettavampia tunnuslukuja. Lisaksi uudessa koestuksessa pikatestia voisi verrata

menetelmaan, mika osoittaisi pikatestin tavoin toksiinia naytteesta.

Toisen tutkimuskysymyksen kattavamman kasittelyn kannalta, voisi olla hyodyl-
lista, etta hoitoyksikoissa tyoskentelevat tai alan opiskelijat, saisivat koittaa testin
suorittamista. Heidan kokemuksensa testin suorittamisesta vastaisivat paremmin
esittdmiimme kysymyksiin. Tutkimusty6ta voisi myods tehda erilaisissa hoitoyksi-
koissa, silla tarpeet ja edellytykset testien tekemiselle vaihtelevat suuresti eri yk-
sikoiden valilla. Taman kannalta hyodyllista olisi myos selvittaa millaisissa pai-

koissa on kaytannon tarvetta kyseiselle testille.

Pyrimme lisddmaan teoreettisen osuuden luotettavuutta valitsemalla lahteita
mahdollisimman monipuolisesti ja lahdekriittisesti. Suosimme vertaisarvioituja
tieteellisia artikkeleita ja hyddynsimme runsaasti myos englanninkielisia lahteita.
Kaytimme lahteind myos viranomaistahojen julkaisuja ja valmistajien ohjeita.
Toimme tekstissa esille kaytetyt lahteet ja pyrimme kirjoittamaan siten, etta lah-
detekstin sanoma ei vaaristy. Pyrimme kirjoittamaan sisaltoa objektiivisesta na-

kokulmasta ja noudattamaan hyvia tieteellisia kaytantoja.

OpinnaytetyOprosessin aikana kehitimme kriittistéa ajattelukykyamme ja jou-
duimme arvioimaan omaa tyotamme objektiivisesta nakokulmasta. Jasentelimme
teoreettista tietoa ja yhdistimme sita kaytannon tyohon ja tuloksiin. Arvioimme
kaytannon tydssa saamiamme tuloksia teoriatiedon valossa ja harjoitimme kyky-
amme arvioida tyon luotettavuutta ja tunnistaa ongelmakohtia. Vahvistimme omia

ammatillisia valmiuksiamme ja osallistuimme tyota kehittavaan toimintaan.



49

LAHTEET

Abbott. 2019. “C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE Brochure Non-US (English)”.
Tuote-esite. Julkaistu: 10.2019. Luettu: 21.5.2020
https://ensur.invmed.com/ensur/contentAction.aspx?key=en-
sur.494452.S2R4E4A3.20191028.5585.4201846

Altona Diagnostics. 2019. RealStar Clostridium difficile PCR Kit 2.0. Kayttdohje.
Julkaistu 03/2019. Luettu: 31.3.2020.
https://www.altona-diagnostics.com/files/public/Content%20Homepage/-
%2002%20RealStar/MAN%20-%20CE %20-%20EN/RealStar%20Clostri-
dium%20difficile%20PCR%20Kit%202.0 WEB_CE_EN-S01.pdf

Anttila, P. 2005. limaisu, teos, tekeminen ja tutkiva toiminta. Hamina: Akatiimi.

Arkkila, P., Mattila, E., Anttila, V. 2013. Ulosteensiirto Clostridium difficile-infek-
tion hoitona. Duodecim 129 (16), 1671-1679.

Boyd, M. & Woolley, T. 2016. Point of care testing. Surgery (Oxford) 34 (2), 91-
93.

Burtis, C., Bruns, D., Sawyer, B. & Tietz, N. 2015. 7. painos. Tietz Fundamen-
tals of Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics. Saunders, St. Louis, Mo.
E-kirja. Luettu: 19.3.2020
http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&AuthType=coo-
Kie,ip,uid&db=nlebk&AN=1167481&site=ehost-live&scope=site

Burnham, C. & Carroll, K. 2013. Diagnosis of Clostridium difficile Infection: an
Ongoing Conundrum for Clinicians and for Clinical Laboratories. Clinical micro-
biology reviews. 26 (3), 604.

Carter, G., Lyras, D., Allen, D., Mackin, K., Howarth, P., O’Connor, J. & Rood,
J. 2007. Binary Toxin Production in Clostridium difficile Is Regulated by CdtR, a
LytTR Family Response Regulator. The Journal of Bacteriology. 189 (20),
7290-7301.

COPAN Diagnostics Inc. 2016. FecalSwab™. Pakkausseloste ja kayttdohje.
Luettu 11.05.2020.
https://www.copanusa.com/wp-content/uploads/2020/01/HPC021B-Fecalswab-
Rev.02-Date-2016.11.pdf

Crobach, M., Planche, T., Eckert, C., Barbut, F., Terveer, E., Dekkers, O., Wil-
cox, M. & Kuijper, E. 2016. ESCMID. "European Society of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases: Update of the diagnostic guidance document for Clos-
tridium difficile infection", Clinical Microbiology and Infection, 22 (4), 63—88.

Delost, M. 2015. Introduction to diagnostic microbiology for the laboratory sci-
ences. Burlington, MA, Massachusetts: Jones & Bartlett Learning.



50

Fimlab Laboratoriot Oy. 2019. CLOSTRIDIUM DIFFICILE, TOKSIGEENI,
NUKLEIINIHAPPO (KVAL), Tampere. Tyoohje. Vaatii kayttdoikeuden. Julkaistu
16.12.2019. Tulostettu: 2.1.2020.

Florkowski, C., Don-Wauchope, A., Gimenez, N., Rodriguez-Capote, K., Wils,
J.& Zemlin, A. 2017. Point-of-care testing (POCT) and evidence-based labora-
tory medicine (EBLM) - does it leverage any advantage in clinical decision mak-
ing? Critical Reviews in Clinical Laboratory Sciences 54 (7-8), 471-494.

Ford, M. 2014. Medical microbiology. 2. painos. Oxford: Oxford University
Press.

Garcia, L. & Isenberg, H. 2010. Clinical microbiology procedures handbook: Vol.
1-3. 3. painos. E-kirja. Washington, DC: ASM Press
https://andor.tuni.fi/permalink/358FIN_TAMPO/i4gs10/alma9910619863105973

Hansen, G. 2020. Point-of-Care Testing in Microbiology: A Mechanism for Im-
proving Patient Outcomes. Clinical Chemistry 66 (1), 124-137

Hedman, K., Heikkinen, T., Huovinen, P. ym. 2010. Mikrobiologia, immunologia
ja infektiosairaudet 1. Mikrobiologia. 1. painos. Helsinki. Kustannus Oy Duode-
cim.

Hellstén, S. & Heikkila, R. 2005. Kliininen mikrobiologia terveydenhuollossa. 2.
uud. p. Helsinki: Suomen kuntaliitto.

Hessen, M. 2010. In the clinic. Clostridium difficile Infection. Annals of internal
medicine. 153 (7), ITC41-15.

Hirsjarvi, S., Remes, P. & Sajavaara, P. 2014. Tutki ja kirjoita. 19. uud. p. Hel-
sinki: Tammi.

Hirvonen, J. & Kaukoranta, S.-. 2015, "Comparison of BD Max Cdiff and Ge-
nomEra C. difficile molecular assays for detection of toxigenic Clostridium dif-
ficile from stools in conventional sample containers and in FecalSwabs", Euro-
pean Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, 34 (5), 1005-1009.

Jorgensen, J., Pfaller, M. & Carrol, K. 2015. Manual of Clinical Microbiology. 11.
painos. Washington: ASM Press. E-kirja. Luettu: 27.2.2020.
https://andor.tuni.fi/per-

malink/358FIN_TAMPO/153crgv/asm_press b10.1128%252F9781555817381

Kim, H., Kim, W., Kim, M., Jeong, S. & Lee, K. 2013. P169 Evaluation of C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE test for the diagnosis of Clostridium difficile in-
fection. International Journal of Antimicrobial Agents. 42, 96

Laki terveydenhuollon laitteista ja tarvikkeista 24.06.2010/629
Leffler, D. & Lamont, J. 2012. Not So Nosocomial Anymore: The Growing

Threat of Community-Acquired Clostridium difficile. American journal of gastro-
enterology 1(107), 96-98.



51

Lumio, J. 2018. Clostridium difficile -bakteerin aiheuttama ripuli (antibioottiripuli).
Duodecim Terveyskirjasto. Luettu: 12.12.2019
https://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p artikkeli=dIk00806

Manz, A., Pamme, N. & lossifidis, D. 2004. Bioanalytical chemistry, Imperial
College Press, London.

Martinez, F., Leffler, D. & Kelly, C. 2012. Clostridium difficile outbreaks: Preven-
tion and treatment strategies. Dove Press Journal: Risk Management and
Healthcare Policy. 5, 55—-64.

McPherson, M., & Mgller, S. 2005. PCR. Abingdon, Oxon, England; Bios. E-
kirja. Luettu 21.5.2020.
https://andor.tuni.fi/permalink/358FIN_TAMPO/1hf871a/alma9910662194705973

Niemela, O. & Pulkki, K. 2010. Laboratoriolaaketiede: kliininen kemia ja hema-
tologia, 3. painos, Kandidaattikustannus, Helsinki.

Nordling, S., Anttila, V., Norén, T. & Cockburn, E. 2014. PIN39 - The Burden of
Clostridium Difficile (CDI) Infection in Hospitals, in Denmark, Finland, Norway
And Sweden. Value in Health 17 (7), A670

Orendi, J., Monnery, D., Manzoor, S. & Hawkey, P. 2012. A two-stage algorithm
for Clostridium difficile including PCR: can we replace the toxin EIA? Journal of
Hospital Infection. 80 (1), 82—84

Pitt, S. 2018. Clinical microbiology for diagnostic laboratory scientists. Hoboken,
NJ: Wiley-Blackwell.

Valtioneuvoston asetus erityistason sairaanhoidon erityisvastuualueista
16.03.2017/ 156

Speth, C. & Probert, C. 2015. SWOT analysis. Namur: Lemaitre Publishing. [E-
kirja] Luettu 16.04.2020
https://andor.tuni.fi/permalink/358FIN TAMPO/i4gslo/alma9910678774105973

Suominen, |., Parssinen, R., Haajanen, K. & Pelkonen, J. 2013. Geenitekniikka,
2. korjattu painos, Turku: Turun ammattikorkeakoulu.

Swindells, J. Brenwald, N., Reading, N. & Oppenheim, B. 2010. Evaluation of
Diagnostic Tests for Clostridium difficile Infection. Journal of Clinical Microbiol-
ogy. 48 (2), 606—608.

Tartuntatautilaki 21.12.2016/1227

Techlab. 2016. “TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®”, pak-
kausseloste. Julkaistu: 7.2016. Luettu: 2.11.2019.
https://www.techlab.com/wp-content/uploads/2018/04/30525Cinsert revQ716-

1.pdf

THL 2017. Edellytykset kliinisen mikrobiologian alan laboratorioiden ja valvotta-
vien toimintayksikdiden toiminnalle Luettu 10.5.2020



52

https://thl.fi/documents/533963/3370250/Ohjeistus+3.0 290517+%28val-
mis%29.pdf/1f3de6f8-d0e9-410e-b561-677e0bf7cda8

THL. 2018. Tartuntataudit Suomessa 2017. Raportti. Julkaistu: 29.6.2018. Lu-
ettu: 6.12.2019. http://www.julkari.fi/bitstream/han-

dle/10024/136615/THL RAP_6 2018 Tartuntataudit%20Suo-
messa%202017K0ORJ27.8.2018.pdf?sequence=1&isAllowed=y

THL 2019a. Clostridium difficile. Luettu 04.05.2020. Paivitetty 28.11.2019.
https://thl.fi/fi/web/infektiotaudit-ja-rokotukset/taudit-ja-torjunta/taudit-ja-taudinai-
heuttajat-a-o/clostridium-difficile

THL 2019b. Kliinisen mikrobiologian laboratorioiden toimilupamenettely. Luettu
10.5.2020
https://thl.fi/fi/web/infektiotaudit-ja-rokotukset/palvelut-ja-yhteystiedot/kliinisen-
mikrobiologian-laboratorioiden-toimilupamenettely

THL 2019c. Tartuntatautirekisterin tilastotietokanta, C. difficile. Luettu
11.12.2019

https://sampo.thl.fi/pivot/prod/fi/ttr/shp/fact shp?row=area-12260&column=time-
12059&filter=reportgroup-12271

THL 2019d. Sairaalainfektio-ohjelma SIRO. Luettu 14.5.2020
https://thl.fi/fi/lweb/infektiotaudit-ja-rokotukset/seurantajarjestelmat-ja-rekiste-
rit/hoitoon-liittyvien-infektioiden-seuranta/sairaalainfektio-ohjelma-siro

THL c). 2020. Clostridium difficilen esiintyvyys Suomessa. Luettu 14.5.2020
https://thl.fi/fi/web/infektiotaudit-ja-rokotukset/taudit-ja-torjunta/taudit-ja-taudinai-
heuttajat-a-o/clostridium-difficile/clostridium-difficilen-esiintyvyys-suomessa

Uhari, M. & Nieminen, P. 2012. Epidemiologia ja biostatistiikka. 2. uud. p. Hel-
sinki: Duodecim.

Van Nood, E., Vrieze, A., Nieuwdorp, P., Fuentes, S., Zoetendal, E., Erwin, G.
ym. 2013. Duodenal Infusion of Donor Feces for Recurrent Clostridium difficile.
The New England Journal of Medicine. 268 (5), 407-415.

Vieritestisuositus. 2018. LABQUALITY. Luettu 15.5.2020
https://www.labquality.fi/vieritestisuositus/

Vilkka, H. 2007. Tutki ja mittaa: maarallisen tutkimuksen perusteet. Helsinki:
Tammi.

Wild, D., & John, R. 2013. The immunoassay handbook theory and applications
of ligand binding, ELISA and related techniques. 4. painos. Oxford: Elsevier. Lu-
ettu 21.5.2020

https://andor.tuni.fi/permalink/358FIN_TAMPO/i4gs10/alma9910615421705973




53

LITTEET
Liite 1. Tulostaulukko 1(2)
_ Pakastettu Uloste TOX
oikeat positiiviset 5 Sensitiivisyys 100 % oikeat positiiviset 3 Sensitiivisyys 60 %
vaarat positiiviset 1 Spesifisyys 67 % vaarat positiiviset 0 Spesifisyys 100 %
Oikeat negatiiviset | 2 | Neg. Ennustearvo 100 % Oikeat negatiiviset 3| Neg. Ennustearvo 60 %
Vaarat negatiiviset | 0| Pos. ennustearvo 83 % Vaarat negatiiviset 2| Pos. ennustearvo 100 %
[ rwedostens | Tuore uloste TOX
oikeat positiiviset 4 Sensitiivisyys 100 % oikeat positiiviset 3 Sensitiivisyys 75 %
vaarat positiiviset 0 Spesifisyys 100 % vaarat positiiviset 0 Spesifisyys 100 %
Oikeat negatiiviset | 4 | Neg. Ennustearvo 100 % Oikeat negatiiviset 4| Neg. Ennustearvo 80 %
Vaarat negatiiviset | 0| Pos. ennustearvo 100 % Vaarat negatiiviset 1| Pos. ennustearvo 100 %
; Pakastettu FecalSwab TOX
oikeat positiiviset 9 Sensitiivisyys 100 % oikeat positiiviset 3 Sensitiivisyys 33%
vaarat positiiviset 2 Spesifisyys 0% vaarat positiiviset 0 Spesifisyys 100 %
Oikeat negatiiviset | 0| Neg. Ennustearvo Oikeat negatiiviset 2 | Neg. Ennustearvo 25%
Vaarat negatiiviset | 0| Pos. ennustearvo | 0.82 % Vaarat negatiiviset 6 | Pos. ennustearvo 100 %
[ Twrerecaswabas | Tuore Fecalswab TOX
oikeat positiiviset | 18 Sensitiivisyys 95 % oikeat positiiviset 9 Sensitiivisyys 47 %
vaarat positiiviset 1 Spesifisyys 94 % vaarat positiiviset 0 Spesifisyys 100 %
Oikeat negatiiviset | 15 | Neg. Ennustearvo 94 % Oikeat negatiiviset | 16 | Neg. Ennustearvo 62 %
Vadrat negatiiviset .I Pos. ennustearvo 95 % Vaarat negatiiviset | 10| Pos. ennustearvo 100 %
[ ckacowude | Kalki TOX osuudet
oikeat positiiviset | 36 Sensitiivisyys 97 % oikeat positiiviset 18 Sensitiivisyys 49 %
vaarat positiiviset | 4 Spesifisyys 84 % vaarat positiiviset 0 Spesifisyys 100%
Oikeat negatiiviset | 21 | Neg. Ennustearvo 95 % Oikeat negatiiviset | 25| Neg. Ennustearvo 57 %
Vaarat negatiiviset | 1| Pos. ennustearvo 90 % Vaarat negatiiviset | 19| Pos. ennustearvo 100 %
[ eolestewas | Pakestetut TOX
oikeat positiiviset | 14 Sensitiivisyys 100 % oikeat positiiviset 6 Sensitiivisyys 43 %
vaarat positiiviset 3 Spesifisyys 40 % vaadrat positiiviset 0 Spesifisyys 100 %
Oikeat negatiiviset | 2 | Neg. Ennustearvo 100 % Oikeat negatiiviset 5| Neg. Ennustearvo 39 %
Vaarat negatiiviset | 0| Pos. ennustearvo 82 % Vaarat negatiiviset 8| Pos. ennustearvo 100 %
[ twreas ] Tuore TOX
oikeat positiiviset | 22 Sensitiivisyys 96 % oikeat positiiviset 12 Sensitiivisyys 52 %
vaarat positiiviset 1 Spesifisyys 95 % vaadrat positiiviset 0 Spesifisyys 100 %
Oikeat negatiiviset | 19 | Neg. Ennustearvo 95 % Oikeat negatiiviset | 20| Neg. Ennustearvo 65 %
Vadrat negatiiviset .l Pos. ennustearvo 96 % Vaarat negatiiviset | 11| Pos. ennustearvo 100 %

(jatkuu)
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| FecolswabitAG (pakastetut ja tuoreet) | Fecalswabit TOX

oikeat positiiviset | 27 Sensitiivisyys 96 % oikeat positiiviset 12 Sensitiivisyys 43 %

vaarat positiiviset 3 Spesifisyys 83 % vaarat positiiviset 0 Spesifisyys 100 %

Oikeat negatiiviset | 15 | Neg. Ennustearvo | 94 % Oikeat negatiiviset | 18| Neg. Ennustearvo 53 %

Vaarat negatiiviset | 1| Pos. ennustearvo 68 % Vaadrat negatiiviset | 16 | Pos. ennustearvo 100 %
[ Uostend (tworeetja pakastetv) | Uioste TOX

oikeat positiiviset 9 Sensitiivisyys 100 % oikeat positiiviset 6 Sensitiivisyys 60 %

vaarat positiiviset 1 Spesifisyys 86 % vaarat positiiviset 0 Spesifisyys 100 %

Oikeat negatiiviset | 6 | Neg. Ennustearvo | 100 % Oikeat negatiiviset 7 | Neg. Ennustearvo 64 %

Vaarat negatiiviset | 0| Pos. ennustearvo 90 % Vaarat negatiiviset 4| Pos. ennustearvo 100 %
; Tulkinta verrattuna PCR tulkintaan

oikeat positiiviset | 54 Sensitiivisyys 73 % oikeat positiiviset 18 Sensitiivisyys 49 %

vaarat positiiviset 4 Spesifisyys 92 % vaarat positiiviset 0 Spesifisyys 100 %

Oikeat negatiiviset | 46 | Neg. Ennustearvo | 67 % Oikeat negatiiviset | 25| Neg. Ennustearvo 57 %

Vaarat negatiiviset | 20 | Pos. ennustearvo 93 % Vaarat negatiiviset | 19| Pos. ennustearvo 100 %




Liite 2. Nelikentta -analyysi

1(2)

1. Onko vieritesti tarpeeksi helppokayttdinen ja ajallisesti mahdollinen suorittaa,
jotta sen suorittaminen onnistuu muun hoitotyon lomassa, ilman etta tuloksen

laatu karsii?

Hyodyt
Voidaan suorittaa yksikossa itsendisesti.

Hoitoyksikon suoritettavissa matalalla kyn-
nyksella.

Hyvilla perehdytyksellé opittavissa.
Testin luku selkedd, (ag/kontr./tox.) merkin-
nét hyvit.

- Tulkinta voi olla ongelmallisempi:

milloin ldhetén testin eteenpdin jne.

Kitti sisaltad lahes kaiken tarvittavan.

Haitat

Testin tekemiseen perehtyminen ja perehdyt-
tdminen vaatii paljon aikaa ja resursseja.

Taidon ylldpito vaatii jatkuvaa perehdytti-
mistd, silld suoritus unohtuu nopeasti. Ei siten
vilttdmatta toimi osastoilla, joilla tehtéisiin
harvemmin, koska vaatii harjaantumista.

Toksiinin osoitus luotettavuudeltaan huono,
jos védria negatiivisia tulee paljon, on kiy-
tetty turhaan aikaa testin tekemiseen

Saattaa lisdtd vastauksen saannin viivettd, jos
tulos joudutaan vieritestauksesta huolimatta
varmistamaan laboratoriossa.

Uhat

Perehdytyksen riittdméttomyys tai tiedon
unohtuminen/virheellisyys.
- Kun tieto ei siirry, tai liikkuu toisen
kéden informaatiota ym. voi se johtaa
virheellisiin tuloksiin.

Néytelaadun mukaan muuttuvat pipetointi-
médrit riski. Muistetaanko miérid, pipetoi-
daanko maadria ristiin tai palataanko ohjeisiin,
jos epdvarmuutta kumpi oli kumpi.

Inkubaatioajat sellaisia, etti riskind unohtua
tai inkuboitua liian vihan aikaa.

Melko erilainen kuin muut testit, joita hoito-
ty0Ossé rutiinisti kdytossé. Testin suoritus si-
saltdd enemman “késityotd” kuin esim. CRP,
Hb ym.

Pipetoinnit epatarkkoja, mahdollinen vaihtelu
kéyttdjakohtaisesti. Vaikuttaa tulosten luotet-
tavuuteen.

Mahdollisuudet

Voidaan lisdté tietoisuutta C. difficilen pato-
geneesistd. Hyodyllistd erityisesti niille hoita-
jille, jotka paljon asian kanssa tekemisissa.

Mahdollisuus arvioida tilannetta nopeammin.
Mahdollisuus taudin nopeaan poissulkuun.
Mahdollisuus vilittdméén testaukseen hoito-
yksikdssé, suositellulla tuoreella (alle 24 h)
naytteelld

Testi osoittaa aktiivisen toksiinin tuoton, joka

on diagnostiikan kannalta merkittdvin ha-
vainto

(jatkuu)




56

2 (2)

2. Olisiko testin kayttoonotolla konkreettista hyotya hoitoyksikolle, eli vahen-
taisiko se tyotaakkaa ja nopeuttaisi potilaan hoitopolkua?

Hyodyt

Saattaa helpottaa ajankdyttod ulostendytteiden
ottamiseen, ohjeiden selvittelyyn, ldhetteet
yms.

Jos tulokset positiiviset, saadaan nopeasti tieto
todennikoisestd CDI:sté ja voidaan eristdd poti-
las ja siirtyd varotoimiin levidmisen esté-
miseksi.

Testin vaatima ndytemaira todella vihdinen

Testaus ei ole riippuvaista laboratorion resurs-
seista, aikatauluista ym.

Potilaalle voidaan aloittaa hoito nopeammin

Haitat

Liséé tyotehtivid yksikossé: perehtyminen,
perehdytys, testin teko, kontrollointi.

Testin teko vaatii, ettd tekijd on testin 1&hei-
syydessd puoli tuntia, sekd huomioi testin
vélittdmaésti inkubointi aikojen péattyessa.

Testi on kalliimpi kuin standardi laboratorio
testaus

Uhat

Testi koetaan vaivalloiseksi/aikaa vievéksi ja
sitd ei kdytetd rutiinisti, eli testi jaad kayttdmatta.

Nayte, josta tehty pikatesti altistuu prosessin ai-
kana kontaminaatiolle.

Joudutaan kerddméén uusi ndyte mahd. PCR-
varmistusta varten.

-ldhetddn mahdollisesti kontaminoitunut niyte
PCR:dén.

Laadunhallinta voi jddda hoitamatta’huomioi-
matta.

Testin sensitiivisyys hyvin huono:

- Epdily CDI -> pikatesti neg. -> hoitajat
rentoutuvat eivét pese kdsid niin hyvin
yms. ajattelevat, ettei ole CDI -> lab.
POS -> muita altistettu infektiolle?

Testi saattaa olla spesifimpi oireiselle infekti-
olle koska TOX testi ei kauhean sensitiivinen.
On mahdollista, ettd ndyte tutkitaan niin var-
hain, ettei toksiini pitoisuus ole kerennyt nousta
—> ndytteet varmistukseen joka tapauksessa.

Mahdollisuudet

Mabhdollisesti taudin nopea poissulku ja toi-
siin taudinaiheuttajiin keskittyminen nopeut-
taisi diagnoosia.

Laboratorion vastaus viiveet eivit vaikuttaisi
yksikkdon

Hoitajat saavat mahdollisesti lisindkemysta
CDI:n hallinnasta ja epidemiologiasta
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