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B-ryhmén streptokokki (Group B Streptococcus, GBS, Streptococcus agalactiae) on
ihmisen normaaliflooraan kuuluva bakteeri ja sen oireeton kantajuus on yleistd. Bakteeri
voi tarttua synnytyksen aikana &idistd vauvaan ja aiheuttaa vastasyntyneelle vakavia
infektioita (GBS-tauti), jotka pahimmassa tapauksessa johtavat lapsen vammautumiseen
tai jopa kuolemaan. Suomalaisena suosituksena on talla hetkelld yleinen B-
streptokokkiseulonta kaikilta raskaana olevilta raskausviikoilla 35 - 37. Vastasyntyneen
infektio pyritddn estamadn antamalla mikrobildakeprofylaksi synnytyksen kdynnistyttya
aideille, joiden B-streptokokkikantajuus on todettu.

Opinnaytetyon toimeksiantajana oli Seindjoen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian
toimintayksikk®, jonne haluttiin nopeampi testimenetelm& B-streptokokin osoittami-
seen. Tarkoituksena oli vertailla talla hetkella kaytossd olevaa bakteeriviljelya
Cepheidin GeneXpert GBS -nukleiinihappotestiin. Vertailun avulla pyrittiin selvitta-
maan, ovatko nailla menetelmilla saadut tulokset yhtenevia ja voidaanko uutta polyme-
raasiketjureaktioon (PCR) pohjautuvaa menetelmaa kéyttaa kiireellisissé tapauksissa B-
ryhman streptokokin osoittamiseen.

Tutkimuksen kokeellinen osio koostui 40 potilasnaytteestd. Sekéd bakteeriviljelyn etta
PCR-menetelman tuloksista yhdeksén oli positiivisia ja 31 negatiivisia. Tulosten perus-
teella laskettiin sensitiivisyys, spesifisyys, positiivinen ennustearvo ja negatiivinen en-
nustearvo. Niiden perusteella todettiin, ettd GeneXpert GBS on herkké ja tarkka mene-
telma osoittamaan B-ryhman streptokokin kantajuutta.

Opinndytetyon tulokset osoittivat, ettd GeneXpert GBS -testid voidaan kayttdad B-
ryhman streptokokin kliiniseen diagnostiikkaan. Sill4 saadaan nopeasti osoitettua &idit,
jotka ovat GBS-bakteerin kantajia. Synnytyksen aikaisesta testauksesta hyotyvat erityi-
sesti naiset, jotka eivét ole olleet &itiyshuollon piirissd, jotka synnyttévét ennenaikaisesti
tai joiden GBS-seulonnan tulokset eivat ole tiedossa synnytyksen alkaessa. Testaus
mahdollistaa hoidon nopean aloittamisen ja vastasyntyneen GBS-taudin paremman eh-
kéisyn sek& vahentaa tarpeettomien antibioottihoitojen maaraa.

Asiasanat: B-ryhmén streptokokki, GBS, bakteeriviljely, nukleiinihappo-osoitus
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Group B Streptococcus (GBS, Streptococcus agalactiae) is a bacterium which belongs
to the human normal microbial flora and is a common asymptomatic colonizer of
healthy adults. The baby can be infected by bacteria during labor. The infection can
cause a severe neonatal disease and in the worst case lead to disabilities or even death. It
is recommended that all pregnant women in Finland should be screened for Group B
Streptococcus during 35 - 37 weeks of gestation. The aim is to prevent neonatal infec-
tions by giving an intrapartum antimicrobial prophylaxis to mothers who are colonized
by Group B Streptococcus.

The topic of this thesis was provided by the Department of Clinical Microbiology of
Seingjoki Central Hospital where a more rapid test procedure was needed to identify
Group B Streptococcus. The purpose was to compare two different techniques, bacterial
culture and Cepheid GeneXpert GBS nucleic acid test. The aim was to find out if the
results of these two techniques are identical and if the new polymerase chain reaction
(PCR) based test can be used to identify Group B Streptococcus in emergencies.

The experimental part of the study consisted of 40 clinical specimens. Nine of the re-
sults were positive and 31 negative in both techniques. Sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value were calculated based on results. It was
confirmed that GeneXpert GBS is a sensitive and specific test to identify women who
are colonized by Group B Streptococcus.

The results of the thesis showed that GeneXpert GBS test is useful in clinical diagnos-
tics of Group B Streptococcus. It enables rapid identification of GBS-colonized women.
Especially the women who have had no prenatal care, who might deliver preterm or
whose GBS test results are unknown at the time of the delivery will benefit from intra-
partum testing. Because of the intrapartum testing, it is possible to start treatment rapid-
ly and prevent neonatal GBS disease. It also decreases the use of unnecessary antibiotic
treatments.

Key words: Group B Streptococcus, GBS, bacterial culture, nucleic acid test
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyon aiheena on bakteeriviljelyn ja nukleiinihappo-osoituksen vertailu B-
ryhmén streptokokin osoittamisessa. B-ryhman streptokokin eli GBS-bakteerin kanta-
juus on yleista ja se voi tarttua synnytyksen aikana didist4 vauvaan. Vastasyntyneelld
B-ryhmén streptokokki voi aiheuttaa vakavia infektioita, jotka pahimmassa tapauksessa
johtavat lapsen vammautumiseen tai jopa kuolemaan. (Uotila & Lyytikdinen 2012,
3768; THL 2014.)

Toimeksiantajana on Seindjoen keskussairaalan mikrobiologian toimintayksikkd. Mik-
robiologian laboratoriossa tehddén tartuntatautien toteamiseen ja hoitoon liittyvia tutki-
muksia. Kyseessa on keskussairaalatasoinen laboratorio, jossa tydskentelee noin 20
henkil6d. Yksikko tarjoaa palveluita keskussairaalan lisaksi myos Eteld-Pohjanmaan
sairaanhoitopiirin alueella toimiville terveyskeskuksille. VVuosittain mikrobiologian la-

boratoriossa tutkitaan noin 100 000 naytettd. (Eteld-Pohjanmaan sairaanhoitopiiri 2014.)

Talla hetkelld yksikossa kdytetdadn B-ryhmaén streptokokin tunnistamiseen bakteerivilje-
lya. Menetelmané viljely on luotettava, mutta péivystystapauksissa, riskiraskauksissa ja
ennenaikaisten synnytysten yhteydessa se on liian hidas. Mikrobiologian toimintayksik-
kd onkin ottamassa kayttoon uuden PCR -tekniikkaan eli polymeraasiketjureaktioon
pohjautuvan testimenetelmén B-streptokokin osoittamiseen. Kyseessda on Cepheidin
GeneXpert -analysaattorilla suoritettava nukleiinihappotesti, jolla pystytddn helposti ja

nopeasti osoittamaan aidin mahdollinen B-streptokokkikantajuus.

Valitsimme aiheen, silld se on ajankohtainen ja mielestimme hyvin mielenkiintoinen.
Tietoisuus vastasyntyneen B-streptokokki-infektion aiheuttamista seurauksista on li-
sdantynyt ja toimintatapoja on alettu yhtendistad. Syksylla 2013 julkaistun ditiysneuvo-
laoppaan asiantuntijaryhma suosittaa, ettd Suomessa tulisi seuloa kaikilta raskaana ole-
vilta B-ryhman streptokokki loppuraskauden aikana. (Hakulinen-Viitanen & Klemetti
2013, 124-125).

Tulevaisuuden suuntauksena mikrobiologian laboratorioissa on tutkimusten automa-
tisoitavuus ja siirtyminen kasityOpainotteisesta tyosta uusiin tekniikoihin. Testivalikoi-

man laajetessa paivystysaikainen mikrobiologinen diagnostiikka lisdantyy, tehokkuus
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paranee ja kliinikot saavat nopeammin vastauksia hoitopéatdsten tueksi. Opinndytetyon
aihe on sidoksissa mikrobiologian erikoisalalla kdynnissa olevaan murrokseen ja myos

siind mielessa merkittava.

Opinnaytetytssa kerrotaan, mika on B-ryhmén streptokokki, mité se aiheuttaa, ja mita
menetelmid voidaan kayttd4 sen diagnosoimiseksi. Liséksi kerrotaan, kuinka vastasyn-
tyneen B-streptokokki-infektiota voidaan ehkaistd ja mitkd ovat diagnostiikan tulevai-
suudenndkymadt. Tarkoituksena on selvittad potilasnaytteiden avulla, ovatko bakteerivil-
jelyn ja uuden PCR -menetelmén tulokset yhtenevid. Tulosten avulla voidaan paatella,
soveltuuko uusi PCR -testi k&ytettdvaksi B-streptokokin osoittamiseen kiireellisissa

tilanteissa.



2 B-RYHMAN STREPTOKOKKI

2.1 Streptokokkien luokittelu

Streptokokit ovat saaneet nimensa siité, ettd ne ovat ketjuissa (strepto) kasvavia ja muo-
doltaan pyoreitd kokkibakteereita. Streptokokit jaetaan hemolyysin perusteella alfa-,
beeta- ja nonhemolyyttisiin (eli gammahemolyyttisiin) kantoihin (kuva 1). Viljeltdessa
bakteeria verimaljalla, beetahemolyysi saa aikaan punasolujen tdydellisen hajoamisen.
Talloin pesédkkeen ymparille muodostuu kirkas, vériton ja lapikuultava alue. Alfahemo-
lyysissa punasolut hajoavat vain osittain, jolloin kasvualusta muuttuu harmaaksi tai vi-
hertdvaksi. Nonhemolyyttiset kannat eivat hajota punasoluja lainkaan eivétka siten
muuta kasvualustan varid. Hemolyysi voi kuitenkin vaihdella bakteerikannasta toiseen,

joten se yksistaén ei ole riittadva peruste lajin tunnistamiseen. (Mentula 1998, 5-6.)

KUVA 1. Hemolyysin eri muodot: alfa- (), beeta- (B) ja gammahemolyysi (y). (ASM
MicrobeLibrary 2014, muokattu)

Beetahemolyyttiset streptokokit luokitellaan soluseindn polysakkaridien antigeeniraken-
teiden perusteella Lancefieldin ryhmiin. Ihmisestd eristetyt streptokokit kuuluvat
useimmiten ryhmiin A, B, C, D, F tai G. Ryhmitysta varten on saatavilla kaupallisia
pika-agglutinaatiotestejd, jotka perustuvat antigeenien ja niille spesifisten vasta-aineiden

sitoutumiseen toisiinsa. Mikéli beetahemolyyttisestd bakteeripesakkeestd otetusta néyt-
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teestd saadaan Lancefieldin ryhmityksessa tulos B, on kyseessd Streptococcus agalac-
tiae. (Mentula 1998, 6; Spellerberg & Brandt 2011, 339.)

2.2 B-ryhmén streptokokin ominaisuudet ja virulenssitekijat

B-ryhmén streptokokki (Group B Streptococcus, GBS, Streptococcus agalactiae) on
ihmisen normaaliflooraan kuuluva bakteeri ja sen oireeton kantajuus on yleista. Aikui-
silla GBS-bakteeria esiintyy tautia aiheuttamatta ruoansulatuskanavassa, emattimessa,
virtsarakossa, nielussa tai iholla. Raskaana olevista naisista 10-30 % on B-ryhmén
streptokokin oireettomia kantajia, jolloin maha-suolikanava, vagina tai molemmat ovat
kolonisoituneet GBS-bakteerilla. B-ryhmén streptokokki tarttuu kosketuksen vélityksel-
la. Mikali aiti on GBS-kantaja, voi lapsi saada tartunnan synnytyksen yhteydessa. (Lyy-
tikdinen ym. 2002, 4913; THL 2014.)

Ominaisuuksiltaan B-ryhmén streptokokki on beetahemolyyttinen, grampositiivisesti
varjaytyva bakteeri, jonka soluseina koostuu péédosin polysakkarideista. Polysakkaridi-
seindn ulkopuolella on taudinaiheuttamiskyvylle merkittava polysakkaridikapseli. Kap-
selin rakenteen perusteella GBS-bakteerikannat voidaan jakaa eri antigeenityyppeihin.
Liséksi bakteerista voidaan tunnistaa erilaisia pintaproteiineja, joiden avulla kantoja
voidaan tyypittaa vield edelleen. Tyypitys antaa mahdollisuuden kantojen vertailuun ja
on avuksi esimerkiksi B-streptokokki -rokotteen kehittdmisessa. (Saxén & Vuopio-
Varkila 2011, 110; Madzivhandila ym. 2011, 1.)

B-ryhmén streptokokilla on useita virulenssitekijoitd, joiden avulla se pystyy aiheutta-
maan infektion isantdorganismilleen. Soluseindn ulkopuolella olevan polysakkaridikap-
selin avulla bakteeri pystyy kiinnittym&an ymparistoonsa. Liséksi kapseli suojaa baktee-
ria tehokkaasti elimiston puolustusmekanismeilta kuten fagosytoosilta ja komplementti-
tekijoilta sekd muilta ympadriston haittavaikutuksilta. (Vaara, Skurnik & Sarvas 2011,
30.) B-ryhman streptokokki tuottaa useita toksiineja, jotka muodostavat reikia koh-
desolun pintaan. Toksiinien vaikutuksesta isdntasolu vapauttaa sisaltéaan ja solu kuolee.
Erés toksiineista on Streptococcus agalactiae — bakteerin cfb — geenin koodaama pinta-
proteiini, CAMP-faktori, joka pystyy aiheuttamaan hemolyysid yhdessé tiettyjen mui-
den bakteerien kanssa. Erds merkittava virulenssitekija on myos se, ettd B-streptokokki

voi muuttaa geeniekspressiotaan eli geenien tuottamien proteiinien koodaamista. Né&in
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se pystyy sopeutumaan ulkoisen ymparistonsa muutoksiin kuten happikonsentraation tai
lampotilan vaihteluihin. Virulenssitekijoidensd avulla bakteeri pystyy selviytymaan
kohde-elimistossdén ja levittdytymadn systemaattisesti ympari kehoa. (Rajagopal 2009,
3, 15; Chuzeville ym. 2012, 1; Udo, Boswihi & Al-Sweih 2013, 454.)

2.3 Vastasyntyneen GBS-tauti

B-streptokokki voi aiheuttaa monenlaisia infektioita, kuten esimerkiksi virtsatieinfekti-
oita, iho- ja pehmytkudosinfektioita, sepsistd, niveltulendusta, keuhkokuumetta seka
aivokalvontulehdusta. Aikuisilla vakavan infektion taustalla on yleensa jokin perussai-
raus, kuten diabetes, syopd, maksasairaus tai HIV-infektio. GBS-bakteeri voi aiheuttaa
vakavan infektion myds vanhuksille, raskaana oleville seka juuri synnytténeille naisille.
Erityisen merkittava B-streptokokki on kuitenkin vastasyntyneiden vakavien infektioi-
den aiheuttajana. (Saxén & Vuopio-Varkila 2011, 110-111; Uoctila & Lyytikéinen 2012,
3768.)

Keskimé&arin yksi sadasta GBS-kantajadidin vastasyntyneestd vauvasta saa oireisen in-
fektion. Heista suurin osa sairastuu ensimmaisen elinvuorokautensa aikana. Vastasynty-
neella GBS-taudin oireita ovat mm. uneliaisuus, kasittelyarkuus, kellastuminen, lam-
mon nousu tai alilampd. Vauva saattaa myods syoda huonosti. Vastasyntyneen sairastu-
vuutta voidaan tehokkaasti ehkaistd tai ainakin véhentdd mikrobilddkeprofylaksin eli
ennalta ehkaisevén laédkehoidon avulla. L&&kitys annetaan synnytyksen aikana suonen-
sisdisesti daideille, joilla B-streptokokkikantajuus on todettu. Mikrobildékeprofylaksi
tulisi aloittaa viimeistaan neljan tunnin kuluessa synnytyksen kaynnistymisesta. Profy-
laksin on todettu olevan erittéin tehokas sen kestéessa vahintadn neljd tuntia. Myos ly-
hyempi profylaksi (2-4 tuntia) voi antaa tyydyttdvan suojan infektiota vastaan. (Uotila
& Lyytikdinen 2012, 3769; Di Renzo ym. 2014, 14; THL 2014.)

Vastasyntyneiden GBS-infektiot jaetaan kahteen muotoon. Varhaisinfektio (early onset)
aiheuttaa sepsistd, keuhkokuumetta ja aivokalvontulehdusta ensimmaisen elinviikon
aikana. Tartunta voi tapahtua joko kohdussa bakteerin siirtyessa istukan lapi tai synny-
tyksen aikana vaginaeritteen joutuessa lapsen hengitysteihin (kuva 2). Kéytannossa
kaikki varhaisinfektioon sairastuneet lapset ovat saaneet tartunnan &itinsd synnytys-

kanavasta, jossa bakteerin kolonisaatio on yleensa oireeton ja aidin kannalta vaaraton.
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Riskitekijoita varhaisinfektion saamiselle ovat esimerkiksi keskosuus, ennenaikainen
lapsivedenmeno ja &idin runsas B-streptokokkikolonisaatio eméattimessé. Myohaisinfek-
tiota (late onset) esiintyy 7-90 vuorokauden ikaisilla lapsilla ja se aiheuttaa yleisimmin
aivokalvontulehdusta tai sepsistd. Myohaisinfektion tarkkaa tartuntaldahdettd ei viela
tunneta, mutta ilmeisesti lapsi saattaa saada tartunnan esimerkiksi sairaalaympéristosta.
Lapsella saattaa olla myds synnynnéinen infektio, joka alkaa oireilla vasta ensimmaisen
elinviikon jalkeen. (Maisey, Doran & Nizet 2008, 1; Saxén & Vuopio-Varkila 2011,
110; Spellerberg & Brandt 2011, 334; Lanotte & Seme 2012; Uotila & Lyytikdinen
2012, 3768.)

Istukka

Vaginasta
nouseva
infektio

KUVA 2. Varhaisinfektion tartuntareitti (Rimawi 2014)

Kuvasta 3 ndhdadn GBS bakteerin kulku vastasyntyneen patogeenind. GBS kolonisoi
naisten genitaalialueita seka suoliston alaosia (A). Bakteeri pystyy tunkeutumaan oireet-
tomien raskaana olevien naisten kohdun sisélle (B). Vastasyntynyt hengittdd bakteeria
synnytyksen aikana (C). GBS tunkeutuu vastasyntyneen keuhkoihin aiheuttaen keuhko-
kuumeen (D). Keuhkoista GBS etenee verenkiertoon aiheuttaen verenmyrkytyksen ja
jatkaa kulkuaan useisiin elimiin kuten esimerkiksi sydameen (E). GBS pystyy myos
lapdisemaan veri-aivoesteen aiheuttaen vastasyntyneen aivokalvontulenduksen (F). (Ra-
jagopal 2009, 26.)
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KUVA 3. GBS-bakteerin kulku vastasyntyneen patogeeniné (Rajagopal 2009, 26, muo-
kattu)

Vastasyntyneen GBS-infektio voidaan todeta viljelemé&lla bakteeri verestd, virtsasta,
aivo-selkaydinnesteesta tai muusta yleensa steriilista naytteesta. Mikali vastasyntyneella
epéillaén olevan GBS-infektio, aloitetaan hoito valittdmasti ennen bakteeriviljelytulok-
sen valmistumista. Infektiota hoidetaan penisilliinilla tai ampisilliinilla. Infektio vaatii
usein laskimonsisdisesti annettavaa antibioottia seka sairaalahoitoa. Tehokkaasta hoi-
dosta huolimatta vastasyntyneen tauti saattaa olla vaikeaoireinen ja siihen liittyy vam-
mautumisen riski. Vaikea GBS-infektio voi aiheuttaa vauvalle esimerkiksi kuulon tai
naon heikkenemisté tai kehityshairioitad. B-ryhmén streptokokki on maailmanlaajuisesti
merkittdvin vastasyntyneiden infektiokuolleisuuden aiheuttaja. Keskiméaarin 4-7 %
GBS-infektion saaneista vastasyntyneistd menehtyy taudin oireisiin. (Uotila & Lyyti-
kdinen 2012, 3768; THL 2014.)
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3 MENETELMAT GBS-KANTAJUUDEN TUNNISTAMISEKSI

3.1 Seulontamallit

Seulonta on osa ehkaisevaa terveydenhuoltoa, ja seulonnoilla voidaan etsid tauteja, joi-
den varmistamiseen tarvittavat tutkimukset ja hoidot ovat terveydenhuollossa saatavilla.
Raskauden ajan seulontatutkimuksien tarkoituksena on etsid sairauksia, jotka uhkaavat
aidin, sikion tai vastasyntyneen terveyttd. (Hovi ym. 2007, 26; Hakulinen-Viitanen &
Klemetti 2013, 113.)

GBS-kantajuuden tunnistamiseen on kolme eri seulontamenetelméaa. Riskin arviointiin
perustuvassa seulontamallissa raskaana olevaa naista voidaan epéilld GBS-kantajaksi
aiemman synnytyshistorian tai synnytyksen aikana todettujen oireiden perusteella. Toi-
nen vaihtoehto on myohéisraskauden (viikot 35-37) GBS-seulonta bakteeriviljelylla
kaikille raskaana oleville. Kolmas vaihtoehto on GBS-seulonta synnytyksen alkaessa

DNA-menetelmaén perustuvalla pikatestilla. (Hovi ym. 2007, 28.)

Riskin arviointiin perustuvassa seulontamallissa &idin kantajuuden todenné&kdisyys arvi-
oidaan aidin aikaisemman historian tai kliinisten oireiden perusteella. Jos aikaisemmalla
lapsella on todettu vastasyntyneena GBS-tauti tai jos nykyisen raskauden aikana virtsas-
sa on todettu B-ryhmén streptokokkeja, pidetédédn &itid todennakdisend GBS-kantajana.
Talloin hénelle tarjotaan mikrobiladkitystd synnytyksen aikana. Vastasyntyneiden B-
streptokokkitaudeista noin 40 % esiintyy riskiryhmissd, eli ennenaikaisesti syntyvilla
lapsilla (ennen raskausviikkoa 37 syntyvat) tai lapsilla, joiden synnytyksen yhteydessa
kalvojen puhkeaminen on tapahtunut yli 18 tuntia ennen synnytystd. Tunnettu riskitekija
on myos synnytyksen aikainen kuume. Kaikissa néissa tapauksissa aidille tarjotaan syn-
nytyksen aikaista mikrobild&keprofylaksia, joka estdd bakteerin tarttumista syntyvaan
lapseen. (Hovi ym. 2007, 28; Uotila & Lyytikainen 2012, 3769.)

Myohéisraskauden bakteeriviljelyn kohderyhméané ovat odottavat aidit 35-37 raskaus-
viikolla. VVaginan alaosasta ja rectumin suulta otetusta naytteestd tehdaan maljaviljely,
jota kasvatetaan yon yli mahdollisen GBS-bakteerin havaitsemiseksi. Mikali bakteeri
osoitetaan kasvustosta seuraavana paivanad laboratorion kayttamilla standardimenetel-

mill&, ilmoitetaan positiivinen tulos vélittdomasti neuvolaan. Mikali elatusmaljoilla ei ole
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GBS-bakteeriksi sopivia pesakkeitd, negatiivinen viljelyloydds varmistetaan viljelemal-

I& ndytettd vield yhden vuorokauden ajan. (Hovi ym. 2007, 30.)

Kolmas vaihtoehto seulontaan on pikatesti, jolla voidaan todeta GBS-kantajuus synny-
tyksen alkaessa tai lapsiveden mentyd. Taméan vaihtoehdon edellytyksenéa on, ettéd pika-
testit ovat sensitiivisyydeltadn eli herkkyydeltadan ja spesifisyydeltadn eli tarkkuudeltaan
viljelyn tasoisia. Lisaksi tulokset taytyy saada riittdvan nopeasti, jotta kantajille voidaan
antaa mikrobildakitys synnytyksen aikana. Néytteenotto tapahtuu kuten bakteeriviljelya
varten. Testimenetelmén on myods sovelluttava laboratorion rutiinikdyttoon, tai oltava
toteutettavissa synnytyssalissa, jossa katilo suorittaa pikatestin. Testimenetelméan tulee
olla k&ytettavissa ja tulosten tulee olla saatavilla vuorokauden ympari ja kaikkina viikon
paivina. (Hovi ym. 2007, 30.) Mikali menetelma on yksinkertainen ja helppo suorittaa
my0s osastolla, on se selva etu, silla kaikissa synnytyssairaaloissa ei ole esimerkiksi

yOaikaan laboratoriota kaytettavissa (Vahla 2008).

3.2 Seulontakaytanndt Suomessa

Suomessa on viime vuosiin saakka puuttunut yhtendinen valtakunnallinen suositus ylei-
sestd B-streptokokkiseulonnasta. Vuonna 2006 annettiin asiantuntijaryhmén suositus,
jossa todettiin, ettd GBS-infektion ehkaisemiseksi voidaan kayttaa kahta strategiaa: ras-
kaana olevien naisten GBS-seulontaa tai riskisynnytysten tunnistamista. Suositus sisalsi
my0s ohjeet mikrobiologisista menetelmist4, joilla GBS-kantajadidit voidaan tunnistaa.
Vuonna 2009 sosiaali- ja terveysministerion kansallinen seulontatyéryhma puolsi seu-
lonnan aloittamista. Saadakseen tietoa Suomessa kaytetyista diagnostiikkamenetelmisté,
Terveyden ja hyvinvoinnin laitos (THL) toteutti mikrobiologian laboratorioiden kanssa
kyselyn, jossa vertailtiin kahta eri viljelymenetelmaa. Kysely osoitti, ettd seulontakay-
tdnnot Suomessa ovat epayhtendiset. (Uotila & Lyytikéinen 2012, 3770-3771; Kauppila
ym. 2013, 96-98.)

Osa sairaanhoitopiireisté ja yksittdiset kunnat ovat oma-aloitteisesti aloittaneet seulon-
nan alueellaan. Helmikuussa 2012 tehdyn kyselyn mukaan suurin osa sairaanhoitopiiri-
en gynekologian ylild&kareista tai synnytystoiminnasta vastaavista yliladkéreista kannat-
ti B-streptokokin seulontaviljelyd. Strategiaa pidettiin selkedna ja tehokkaana. Myos

mm. Yhdysvalloissa, Australiassa ja suurimmassa osassa Euroopan maista kaytetdan
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yleista B-streptokokin seulontaviljelya. Britanniassa, Alankomaissa ja Ruotsissa puoles-
taan kehotetaan antamaan mikrobiladkeprofylaksi riskiryhmiin kuuluville. (Uotila &
Lyytikéinen 2012, 3770-3771; Kauppila ym. 2013, 96-98.)

Syksylla 2013 julkaistun &itiysneuvolaoppaan asiantuntijaryhma suosittaa, ettd Suomes-
sa tulisi talla hetkelld seuloa kaikilta raskaana olevilta B-streptokokki emattimen ul-
kosuulta ja perdaukosta. Seulonta tulisi tehda raskausviikoilla 35+0 - 36+6. Raskausai-
kaista antibioottihoitoa B-ryhman streptokokin haatdmiseksi ei suositella. Vastasynty-
neen infektio pyritdan estdimaan antamalla mikrobilédékeprofylaksi synnytyksen kaynnis-
tyttya dideille, joiden B-streptokokkikantajuus on todettu. (Hakulinen-Viitanen & Kle-
metti 2013, 124-125.)

3.3 Tutkimuksia seulontaohjelmien vaikutuksista

Finohta ja Kansanterveyslaitos (nykyisin THL) ovat vuonna 2007 tutkineet varhaisen
GBS-taudin ehkéisyyn soveltuvien vaihtoehtoisien seulontaohjelmien vaikutuksia ja
kustannuksia Suomessa. Tuolloin ehké&isevid toimia ei vield ollut k&ytdssa ja haluttiin
vertailla kolmea eri seulontamallia: riskisynnytysten tunnistamista, my6haisraskauden
GBS-seulontaa sekda GBS-seulontaa synnytyksen alkaessa. Vaikuttavuutena otettiin
huomioon, kuinka monta vaikeaa tautia, vammaa tai kuolemaa seulontaohjelmat pysty-
vét estdmadn ja kustannuksia tarkasteltiin terveydenhuollon nakdkulmasta. Raportin
mukaan kaikki seulontaohjelmat véhensivét sairastuvien lasten méaraé sekd vammoja ja
kuolemia. Vaikuttavuudeltaan paras oli myodhaisraskauden seulonta. Synnytyksen aikai-
nen seulonta oli lahes yhté vaikuttava. Riskitekijalahtdinen seulontamalli oli kustannuk-
siltaan edullisin, mutta samalla heikkotehoisin. (Hovi ym. 2007, 4-5; Lyytikéinen &
Uotila 2012, 3770.)

Yhdysvalloissa on tehty laaja tutkimus, joka kattoi kaikki bostonilaisessa sairaalassa
vuosina 1997-2003 syntyneet lapset. Tutkimuksen mukaan vastasyntyneiden varhaisten
B-streptokokki-infektioiden mé&aré on dramaattisesti laskenut sen jalkeen, kun GBS-
tautia on alettu ehkéiseméan ja hallitsemaan seulontojen avulla. Tutkimustuloksissa
korostui se, ettd valtaosa varhaisista B-streptokokki-infektioista todettiin lapsilla, joiden
aidit olivat saaneet seulonnassa negatiivisen tuloksen. Taman vuoksi naisten, joilla on

merkkejé ja oireita sikiokalvotulehduksesta, tulisi saada ripeésti synnytyksen aikainen
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antibioottihoito riippumatta seulonnasta saadusta tuloksesta. Tutkimuksen mukaan te-
hokkain tapa GBS-taudin ehkaisyyn on nopea ja tarkka seulonta juuri ennen synnytysté.
(Puopolo, Madoff & Eichenwald 2005, 1240-1245.)

Australiassa 2002 suoritetun tutkimuksen mukaan seulonta vahent&a merkittévésti vas-
tasyntyneiden B-streptokokki-infektioita verrattuna riskipohjaiseen kartoitukseen. Tu-
losten perusteella suositellaan seulontaa 34-37 raskausviikolla. (Angstetra, Ferguson &
Giles 2007, 378.) Yhdysvalloissa uusimmat CDC:n (Centers for Disease Control and
Prevention) ohjeet suosittavat kdyttdmaan seulonnassa sensitiivisia PCR-menetelmia.
Menetelmén tulee olla myo6s spesifinen seké riittdvdn nopea. (Ahmadzia, Heine &
Brown 2013, 42.)

Kesékuussa 2013 Italiassa kokoontui 16 asiantuntijaa eri maista arvioimaan toimintata-
poja ja uusia tekniikoita GBS-taudin ehkaisyssa. Tarkoituksena oli kehittdd yhteisia
kaytant6ja Euroopan maihin. Asiantuntijaryhman laatimassa artikkelissa suositellaan
synnytyksen aikaista mikrobild&keprofylaksia, joka perustuu synnytyksen alkaessa
PCR-testilld suoritettavaan GBS-seulontaan. Mikéli PCR-testia ei ole kaytettavissa, tu-
lee seulonta tehdd loppuraskaudessa bakteeriviljelyn avulla. Asiantuntijaryhmén mu-
kaan kaytettdvan PCR-testin tulee olla riittdvan sensitiivinen ja spesifinen. Prosessin
tulisi olla taysin automatisoitu seka riittdvan helppokayttéinen myds muun kuin labora-
toriohenkilokunnan kéayttoéon. Testiaika ei saisi ylittaa tuntia ja testin tulisi olla saatavil-

la ympari vuorokauden. (Di Renzo ym. 2014, 10-11.)

3.4 GBS-seulonnan haasteet ja tulevaisuudennakymat

GBS-seulontatutkimuksiin liittyy joitakin erityispiirteitd. Ensinnékin seulontaohjelmat
eivat sisalla jatkotutkimuksia, vaan mikrobilddkitys aloitetaan kantajuuden toteamisen
tai riskiryhmaan kuulumisen perusteella. Toisaalta GBS-seulonnassa hoito, eli suonen-
sisdinen mikrobild&kitys, tahtdd vastasyntyneen sairastumisriskin pienenemiseen, eika
niink&an Kkliinisen taudin hoitoon. Kantajien tai riskirynmdan kuuluvien &itien vastasyn-
tyneista vain pieni osa sairastuisi, ja taten mikrobilddkkeen saajien mé&éra on huomatta-
vasti suurempi, kuin niiden raskaana olevien méaard, joiden vastasyntyneet todellisuu-
dessa sairastuisivat GBS-tautiin. Laakitykselle altistuvat sek& raskaana oleva etté sikio,

joille molemmille mikrobildakitys voi aiheuttaa haittavaikutuksia. (Hovi ym. 2007, 26.)
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Lisdantyva mikrobildékkeiden kayttd huolestuttaa ladkareitd ja toisaalta pohditaan, uh-
rataanko Suomessa esiintyvyydeltddn matalan taudin ehkaisyyn liikaa voimavaroja suh-
teessa siitd saatavaan hyotyyn (Lyytikainen & Uotila 2012, 3771). PCR-testit ovat no-
peita, joten niiden avulla mikrobildakitys voidaan kohdentaa todetuille GBS-kantajille
ja vélttaa turhien antibioottien kaytta. On mahdollista, ettd altistus antibioottihoidoille
aiheuttaa sikioille ja vastasyntyneille myéhemmaélla ialla esimerkiksi allergiaa, astmaa
ja ylipainoa. (Poncelet-Jasserand ym. 2013, 1107.)

Suunnitelmallisella antibioottien kéytolla voidaan myds vahentéé bakteerien resistenssia
mikrobil&dékkeitd kohtaan. Talla hetkelld profylaksissa suositaan beetalaktaameja kuten
penisilliineja niiden kapeakirjoisuuden vuoksi. Vaikka Streptococcus agalactiae on vie-
la talla hetkelld herkka beetalaktaameille, sen resistenssi esimerkiksi klindamysiinille ja
erytromysiinille on viime vuosina lisdéntynyt, mika voi vaikeuttaa penisilliiniallergisille
aideille annettavaa antibioottiprofylaksia. Tamén vuoksi ld&kkeen oikea valinta, sen
kohdentaminen sita tarvitsevalle ja annostuksen optimointi on erityisen tarkedd. (Ponce-
let-Jasserand ym. 2013, 1107; Di Renzo ym. 2014, 13.)

Vaikka PCR-testi on nopea suorittaa synnytyksen kaynnistyttyd, voi ongelmaksi muo-
dostua se, ettd synnytyksen kesto on liian lyhyt riittavalle antibioottihoidolle (Speller-
berg & Brandt 2011, 336). On myds pohdittu odottavien ditien reaktioita, kun laajempaa
informaatiota GBS-taudista aletaan jakaa: tuleeko mahdollisesti paineita selektiivisiin
sektioihin tai halutaanko lahted aikaisemmin synnyttdméan, jolloin kantajuuden varmis-
taminen ja ladkityksen aloittaminen pystytaan tekemé&én ajoissa (Vahla 2008).

Tulevaisuudessa PCR-pohjaiset seulontamenetelmat synnytyksen yhteydessa tulevat
todenndkdisesti kehittymaan ja samalla niiden hinta laskee. Kehitys viime vuosina on
ollut huimaa. Vuonna 2006 GBS-osoitus PCR:n avulla kesti 18 tuntia, kun nykyaan
vastauksen saa alle tunnissa. Useat tutkimukset osoittavat synnytyksen aikaisen B-
streptokokkiseulonnan olevan parempi menetelm& kuin myo6hdisraskaudessa tehdyn
viljelyn, joten nukleiinihappo-osoitustesteistd saattaa tulla vallitseva seulonnan mene-
telma. Joissakin Suomen sairaaloissa PCR-menetelmé& GBS:n tutkimiseksi on jo kaytds-
sd. PCR-pohjaisille osoitus- tai seulontatesteille olisi k&yttod ainakin ennenaikaisten
synnytysten yhteydessd, vaikka suurin osa taysiaikaisista synnytyksistad seulottaisiin
yleisella viljelylla. (Uotila & Lyytikédinen 2012, 3772; Poncelet-Jasserand 2013, 1106.)



17

B-streptokokkia vastaan on myds kehitteilla rokote. Rokotteen avulla olisi mahdollista
ehkaisté paitsi vastasyntyneen varhaisinfektio, my6s myoéhaisinfektio, johon seulonnan
ja mikrobil&ékeprofylaksin avulla ei voida vaikuttaa. Rokote vahentéisi myds GBS-
tautiin liittyvia keskenmenoja, kohtukuolemia ja odottavien ditien infektioita. Mikali
vaeston rokottaminen onnistuisi, tulisi B-streptokokkibakteerin seulonta ja synnytyksen
aikainen mikrobil&d&keprofylaksi tarpeettomiksi. (Uotila & Lyytikéinen 2012, 3772; Di
Renzo ym. 2014, 9.)
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4 NAYTTEENOTTO B-STREPTOKOKIN OSOITUSTA VARTEN

Néyte B-ryhméan beetahemolyyttisen streptokokin osoitusta varten tulee ottaa joko yh-
della tai kahdella bakteerindytteenottoon tarkoitetulla tikulla. Mikali ndyte otetaan Ge-
neXpert -analysaattorilla tehtdvad GBS PCR -testia varten, tulee nayte ottaa aina erityi-
sell& kaksoisnaytteenottotikulla (kuva 4). Toinen tikuista kaytetdan GBS PCR -testiin ja
toinen viljelyyn. Néyte tulee ottaa ennen sisatutkimusta, silld mahdollisesti kéaytettavat
geelit, vaseliini tai antiseptiset aineet voivat hairitd tutkimuksen suoritusta. Néayt-
teenotossa ei tule kayttaa tahystintd. Naytteenottoalue tulee puhdistaa huolellisesti li-
masta ja muista eritteistd, koska ne saattavat hairitd erityisesti PCR-testin onnistumista.
(Hovi ym. 2007, 29; Uotila & Lyytikéinen 2012, 3769; Saha 2014.)

M40 [ 7

KUVA 4. Kaksoisnédytteenottotikku (Copan 2012)

Né&yte otetaan ensin vaginan alaosasta pyorittaden tikkua kolme kertaa vaginan seindmien
ympéri, jotta ndyte tarttuu tikkuun tasaisesti. Tamén jalkeen néayte otetaan samalla tikul-
la rectumista 2,5 cm syvyydesta tikkua varovasti pyorittden. Mikali ndyte otetaan kak-
soisndytteenottotikulla, otetaan néytteet aina molempia tikkuja yhté aikaa kayttaen, en-
sin vaginasta ja sitten rectumista. Ndytteenoton jélkeen tikku laitetaan kuljetusputkeen
(kuva 5). Jos tikussa ndkyy nadytteenoton jalkeen verista eritettd tai limaa, ne voi pyyh-
kia kevyesti steriililla harsotaitoksella. Nayte toimitetaan laboratorioon mahdollisimman
nopeasti. Tarvittaessa ndytettd voidaan sailyttda lyhytaikaisesti jadkaappilampotilassa
ennen testausta. (Hovi ym. 2007, 29; Uotila & Lyytikéinen 2012, 3769; Saha 2014.)
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Kohdunkaulan, rectumin ympériston, perasuolen tai vélilihan sivelynaytteet eivat kdy
naytteeksi. On todettu, ettd kohdunkaulasta otetuista naytteistd saadaan 40 % vdhemman
viljelypositiivisia tuloksia kuin vaginasta otetuista naytteista. Liséksi tutkimusten mu-
kaan naytteenotto sekd vaginasta ettd rectumista yhdessa tuottaa merkittavasti korke-
amman maarén viljelylla osoitettuja GBS-kolonisaatioita. GBS-kantajuuden 16ytymisen
herkkyys paranee 40 %, jos viljelynaytteet otetaan vaginan lisdksi myos rectumin suul-
ta. Oikea naytteenotto on Kkriittinen tekija seulontadiagnostiikan herkkyyden kannalta.
Se ei oleellisesti vaikuta diagnostiikan kustannuksiin, joten laboratorioiden tulisi péivit-
tdd naytteenotto-ohjeistuksensa suositusten mukaisiksi. (Ahmadzia, Heine & Brown

2013, 42; Kauppila ym. 2013, 98.)
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5 VERTAILTAVAT TESTIMENETELMAT

5.1 B-ryhmén streptokokin osoittaminen bakteeriviljelyn avulla

Mikrobiologian laboratorioissa bakteeriviljelya k&ytetddn perusmenetelmand bakteerien
tunnistukseen. Viljelyn etuja ovat tarvittavien valineiden edullisuus ja viljelymenetel-
man yksinkertaisuus. Viljeltyjen bakteerikantojen ominaisuuksia on helppo tarkastella
kayttéen erilaisia tunnistustestejd. Myos mikrobilddkeherkkyys voidaan méaéritella vil-
jellyistad bakteerikannoista. Bakteeriviljelmien kasittely sek& luotettava tulkinta vaatii
kokenutta ja erikoiskoulutettua henkildstoa. (Carlson & Koskela 2011, 40.)

Bakteereita voidaan viljella joko kiinteilla maljoilla tai nesteméisissa elatusaineissa,
kuten veriviljelypulloissa. B-ryhmén beetahemolyyttistd bakteeria tutkittaessa nayte
viljellaan pyoreédlle muoviselle maljalle, joka siséltaa Kiintedd elatusainetta. Elatusai-
neessa on bakteereille valttamattomia ravintoaineita seka agaria, joka hyydyttaa elatus-
aineen kiinteddn muotoon. (Hellstén 2005, 95; Carlson & Koskela 2011, 41.)

Streptokokit vaativat runsaasti erilaisia kasvutekijoita lisaantyakseen viljelymaljalla.
Seindjoen keskussairaalan mikrobiologian laboratoriossa B-streptokokin viljelyyn kéy-
tetadn nielumaljaa. Siind on Blood Agar Base -elatusainepohja, joka verell& rikastettuna
pystyy kasvattamaan vaativiakin bakteereita. Verend kdytetadn yleensa lampaan verta,
koska sen avulla voidaan tarkastella luotettavasti bakteerien mahdollisesti aikaansaamaa
hemolyysia eli punasolujen hajoamista. Hemolyysi tai sen puuttuminen bakteeripeséak-
keen ympadrilld helpottaa bakteerien lajitunnistusta. Blood Agar Base sisaltdd agarin
lisaksi tryptonia, soijapeptonia, hiivauutetta ja natriumkloridia. Lisdaineena kéytetdén
streptokokkeja suosivaa kolistiini-oksoliinihappoa. Bakteeriviljelyssa kaytettdvat nie-

lumaljat valmistetaan laboratorioissa erillisen tyéohjeen mukaan. (Saha 2010.)

Bakteerindytteiden viljelyssa kaytetddn primaariviljelyd eli hajotusmenetelmé, jonka
avulla bakteerikannat saadaan erotettua toisistaan (kuva 6). Kaikki lahtomateriaalissa
olevat bakteerit saadaan siis kasvamaan samalla elatusainemaljalla yksittaisind peséak-
keind. Alkuperéista ndytettd levitetddn ensin vain pienelle osalle elatusainemaljaa (1)
bakteerikuljetusputkessa olevalla ndytteenottotikulla. Tdman jalkeen naytettd levitetaan

asteittain koko maljan pinnalle (11-1V) steriili& viljelysauvaa apuna kéyttden. Viimeiselle
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hajotusalueelle tulee ndin ollen vain murto-osa néytteen bakteereista. (Carlson &
Koskela 2011, 41.)

KUVA 6. Primaariviljelytekniikka

Yksi lisdantymiskykyinen bakteeri jakaantuu yon yli kasvatuksessa miljooniksi jalkel&i-
siksi. Koska bakteerit eivat pysty liikkumaan kiintedlld alustalla vapaasti, niistd muo-
dostuu pesakkeitd, jotka voidaan havaita silmin. Jokainen pesdke on lahtdisin yhdesta
ainoasta bakteerisolusta. Eri bakteerit muodostavat maljalle erindkdisia pesakkeitd, jol-
loin ne voidaan erottaa toisistaan. (Hellstén 2005, 95; Carlson & Koskela 2011, 41.)

Viljeltya nielumaljaa kasvatetaan vuorokauden ajan +35 °C lampdtilassa hiilidioksidi-
lampokaapissa, jonka jalkeen maljalta etsitddn beetahemolyyttisid tai nonhemolyyttisiéa
pesékkeitd. Mikali bakteeriviljelméltd 16ytyy epdiltyjd pesékkeitd, niisti tehdadn strep-
tokokkityypitys latexagglutinaatio-menetelmalla. Menetelma perustuu bakteerin pinnal-
la olevien antigeenirakenteiden ja niille spesifisten vasta-aineiden sitoutumiseen toisiin-
sa. Latex-partikkeleihin Kiinnitetyt vasta-aineet reagoivat bakteerin antigeenirakenteiden
kanssa muodostaen pahviselle testikortille sakan, joka on havaittavissa paljain silmin.
(Hellsten 2005, 96; Saarinen 2013; Saha 2014.)

Beetahemolyyttisistd pesékkeistd testataan Streptokokki A- ja B-ryhmét ja non-
hemolyyttisista pesékkeistd ainoastaan Streptokokki B-ryhmé. Beetahemolyysi voi olla
Streptococcus agalactiae -kannoilla erittdin niukka tai puuttua kokonaan. Sen vuoksi
kaikille tyypillisille, suhteellisen kookkaille ja harmaille streptokokkimaisille pesékkeil-
le tulisi tehda jatkotutkimukset. (Saarinen 2013.)
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Laboratorioilla on raskaana olevien GBS-seulonnan bakteeriviljelya varten oma tutki-
muspyyntoé Streptococcus agalactiae (B), viljely (FI-StrBVi). Vaginasta ja rectumista
otettu ndyte toimitetaan laboratorioon mahdollisimman nopeasti. Naytetta tulee séilyttaa
jadkaappilampotilassa, mikali sita ei voida heti toimittaa tutkittavaksi. Liian lampiméassé
séilytetty ndyte voi aiheuttaa vaaran negatiivisen viljelytuloksen. B-streptokokkiviljely
Vol antaa vaaran negatiivisen tuloksen myos silloin, jos ndyte on otettu potilaalta anti-
mikrobilddkehoidon aikana. (Hovi ym. 2007, 29; Saarinen 2013; Saha 2014.)

5.2 B-ryhman streptokokin nukleiinihappo-osoitus

5.2.1 PCR:n periaate

PCR eli polymeraasiketjureaktio (polymerase chain reaction) on yksinkertainen kemial-
linen reaktio, jota voidaan k&yttdd DNA:n kopiointiin. Silld pystytddn monistamaan
DNA-jaksoja, jotka sijaitsevat kahden nukleotidijarjestykseltdan tunnetun DNA-jakson
valissd. PCR:n perusajatuksena on kayttdd korkeaa lampétilaa kestdvaa, kuumien lah-
teiden bakteereista eristettyd DNA-polymeraasia, joka mahdollistaa DNA:n eksponenti-
aalisen monistamisen. (Suominen ym. 2010, 153; Nolte & Caliendo 2011, 29.)

PCR:n periaate esitetddn kuvassa 7. PCR:ssa tarvitaan kaksi erilaista, tarkalleen tunnet-
tua aluketta (englanniksi primer). Ne suunnitellaan siten, ettd ne kiinnittyvat kaksinau-
haisen DNA:n eri juosteisiin, monistettavan DNA-alueen vastakkaisiin paihin. Alukkei-
den vilissa oleva DNA-jakso on se, jota halutaan monistaa. Templaattina eli monistus-
reaktion kohteena toimii yleensa kaksijuosteinen DNA. Jotta alukkeet voivat sitoutua
templaattiin, on se ensin denaturoitava noin 95 °C kuumennuskasittelyll&. Talldin juos-
teet irtoavat toisistaan. Taman jalkeen lampotilaa lasketaan hetkellisesti niin, etta aluk-
keet pystyvat kiinnittymaan templaattiin. Tatd kutsutaan annealing-vaiheeksi. Koska
alukkeet ovat pienikokoisia, ne kykenevét tdiman vaiheen aikana kiinnittymaan vastin-
juosteeseen, mutta templaatti itse ei ehdi ainakaan tdysin renaturoitumaan eli sitoutu-

maan takaisin kaksijuosteiseksi tdman lyhyen ajan kuluessa. (Suominen ym. 2010, 154.)

Alukkeiden kiinnityttyd nostetaan jalleen lampdtilaa noin 72 °C:een. La&mpdétila on
DNA-polymeraasin toiminnalle optimaalinen, joten se alkaa liittdd reaktioseoksessa

olevia nukleotideja alukkeen 3 — padsta lahtien noudattaen templaatin mallia. Taté vai-
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hetta Kkutsutaan pidennysreaktioksi (ekstensio, englanniksi extension). Templaatin
kummallekin nauhalle syntyy vastinnauhat. Kun synteesi on valmis, nostetaan lampotila
jalleen noin 95 °C:een, jolloin kaikki nauhat irtoavat toisistaan. Toisiaan seuraavia vai-
heita denaturointi-annealing-pidennys kutsutaan sykliksi. Kun sykleja toistetaan useita
perakkéin (yleensd noin 15-40 kertaa), saadaan alun perin hyvin pienestd maarasta
templaatti-DNA:ta eksponentiaalisesti monistettua tarkalleen maaratyn pituisia DNA-
jaksoja. (Suominen ym. 2010, 154-156.)

monistettava alue
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erotetaan templaatin DNA-nauhat DNA-polymeraasi
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KUVA 7. PCR:n periaate (Suominen ym. 2010, 157)
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Reaaliaikaisessa PCR:ssa (englanniksi real-time PCR) voidaan syntyvén tuotteen maa-
raa seurata reaaliaikaisesti reaktion edetessé. Seuranta perustuu fluoresoivan merkkiai-
neen kayttdon. Kun vériaine sitoutuu valmistuvaan kaksinauhaiseen PCR-tuotteeseen,
sen fluoresenssisignaali moninkertaistuu. Reaaliaikainen PCR nopeuttaa PCR-prosessia
ja pienentda ristikontaminaatioriskid, koska lopputuotetta ei tarvitse monistamisen jal-
keen kasitell& ja mitata laboratoriossa. Laitteet ovat kuitenkin kalliimpia kuin perintei-
sen PCR:n laitteet. (Suominen ym. 2010, 166-167; Nolte & Caliendo 2011, 31, 34.)

Saatu PCR-tuote on yleensd puhdistettava, mutta on myds sovelluksia, joissa PCR-
tuotetta ei puhdisteta lainkaan. Esimerkiksi Kliinisessé diagnostiikassa on PCR-tuote
pystyttava kayttdmaan ilman puhdistusta. PCR-reaktioiden oikeat tulokset varmistetaan
kontrollireaktioiden avulla. Diagnostisissa sovelluksissa tehdaén negatiivinen kontrolli,
jolla selvitetd&n mahdolliset epéspesifiset eli vaarat positiiviset tulokset. Diagnostiikassa
tulee kiinnittad erityistd huomiota myds kontaminaatioihin. PCR:44 sovelletaan sairauk-
sien in vitro -diagnostiikassa. Esimerkiksi infektiosairauksia voidaan todeta PCR:n me-
netelmén herkkyyden ansiosta erittdin pienestd nayteméaarasta. Alukkeet suunnitellaan
talldin siten, etta ne tunnistavat vain tietysta taudinaiheuttajamikrobista peraisin olevan,
sille ominaisen DNA-alueen. (Suominen ym. 2010, 154-156, 165, 176.)

5.2.2 Cepheid GeneXpert GBS

Cepheidin GeneXpert GBS on kvalitatiivinen in vitro -diagnostiikkaan kaytettdva PCR-
testi B-ryhmaén streptokokin osoittamiseen vagina ja/tai rectum-naytteistd. PCR-reaktion
aikana alukkeet ja koetin tunnistavat Streptococcus agalactiae -bakteerille spesifisen
cfb-geenin 3’ -péan vieressa olevan DNA-alueen. Testissd hyddynnetaddn automatisoitua
reaaliaikaista PCR-reaktiota ja detektio perustuu monistuvan DNA:n fluoresointiin.
Menetelméssa ndytteen hajoaminen, nukleiinihappojen puhdistus ja monistus, sek&
kohdesekvenssin detektio on automatisoitu ja yhdistetty. Jarjestelma koostuu laitteesta,
tietokoneesta ja ohjelmistosta. Lisaksi tarvitaan jokaista ndytettd varten reagenssit sisél-
tava testikasetti, jonka sisalla PCR-prosessi tapahtuu. Néytekasetteihin laitetut naytteet
ajetaan laitteella ja ohjelmisto tekee tulkinnan tuloksista. (Cepheid 2011; Kimura ym.
2013, 547.)
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Siséiset kontrollit SPC (sample processing control), IC (internal control) ja probe check
eli koettimen testaus tapahtuvat jokaisen naytteen yhteydessd. SPC varmistaa, ettd nayte
on prosessoitu oikein. IC varmistaa, ettei ndytteessa ole PCR:&& inhiboivia tekijoita ja
tarkistaa reagenssien toimivuuden. Probe Check:n avulla mitataan koettimien fluore-
senssisignaali ennen PCR-reaktion alkua ja ndin varmistetaan koettimien toimivuus.
(Cepheid 2011; Saha 2013.)

Kun ndytteen siséltava testikasetti on asetettu laitteen reaktiokammioon, laite eluoi eli
uuttaa naytteen tikusta, sekoittaa ndytereagenssin SPC:n ja kasittelyreagenssin kanssa,
kiinnittdd solumateriaalin suodattimeen, hajottaa solut ja uuttaa DNA:n. Tamén jalkeen
DNA-liuos sekoitetaan kuivien PCR-reagenssien kanssa ja siirretdan integroituun reak-
tioputkeen reaaliaikaista PCR-prosessia ja detektiota varten. Fluoresenssisignaalit mita-
taan ja tulokset lasketaan siséisten algoritmien avulla. Tulokset ovat tamén jalkeen nah-
tavissa laitteeseen kytketyn tietokoneen néytoltd. Koko testiprosessi kestdd enint&én
noin 50 minuuttia. (Cepheid 2011.)
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6 AIKAISEMMAT TUTKIMUKSET

GBS-diagnostiikkaan liittyvid vertailevia tutkimuksia on tehty jonkin verran. Esimer-
kiksi EI Helalin ym. vuonna 2009 tekemadssé tutkimuksessa verrataan GBS-viljelyé ja
Cepheidin GeneXpert GBS-nukleiinihappo-osoitusta. Tutkimuksen kohderyhmé koostui
ranskalaisessa sairaalassa synnyttaneistd naisista. Heiltd otettiin synnytyksen aikainen
nayte, josta tehtiin seké viljely ettd PCR-testi. PCR-testin tulokset saatiin 863 naiselta,
ja niiden perusteella testin herkkyys on 98,5 %, tarkkuus 99,6 %, positiivinen ennus-
tearvo 97,8 % ja negatiivinen ennustearvo 99,7 %. Ennen synnytysta tapahtuneen vilje-
lyn positiivinen ennustearvo synnytyksen hetkisen kolonisaation osoittamisessa oli al-
hainen (58,3 %) ja negatiivinen ennustearvo puutteellinen (92,1 %). (EI Helali ym.
2009, 417.)

El Helalin ym. (2009) tutkimuksen tulokset osoittavat, ettd PCR-testi on hyvin herkka ja
tarkka testi synnytyksen aikaisen GBS-kantajuuden tunnistamiseen. Sen kéytté mahdol-
listaa niiden synnyttdjien tunnistamisen, jotka tarvitsevat synnytyksen aikaisen mikrobi-
la&keprofylaksin, mukaan lukien ennenaikaiset synnyttéjat ja synnyttajat, joilta lapsivesi
on mennyt ennenaikaisesti. Testi todettiin my6s helppokayttdiseksi, nopeaksi suorittaa,
ja péivystysaikaiseen kéayttoon soveltuvaksi. Aikaisempien PCR-testien kohdalla rajoit-
teena on ollut se, ettd ne vaativat kayttajalta erikoisosaamista ja erityisia laboratoriovéa-
lineitd. Nama rajoitteet eivat koske GeneXpert -testid. Tdmén vuoksi GeneXpert -testin
kayttd synnytyksen aikana voisi vahentdd GBS-infektioiden maarda. (ElI Helali ym.
2009, 417.)

Myds brasilialainen tutkijaryhma (de-Paris ym. 2011) on saanut omassa tutkimukses-
saan vastaavia tuloksia. Tosin tassa tutkimuksessa PCR-testi suoritettiin toisen kaupalli-
sen valmistajan, Qiagenin menetelméa kayttden. Myods tassd tutkimuksessa PCR-
menetelmén herkkyys (100 %) ja tarkkuus (86,88 %) olivat korkeat ja se todettiin nope-
aksi ja kayttokelpoiseksi menetelméksi GBS-seulontaan ja hoidon oikeaan kohdentami-
seen vastasyntyneiden infektioiden vahentamiseksi. (de-Paris ym. 2011, 323.)

Suomessa GeneXpert GBS -menetelmda on testattu Turun yliopistollisessa keskussai-
raalassa. Vuonna 2010 toteutettiin testikokeilu 141 naytteelld. GeneXpert GBS -testin

sensitiivisyydeksi saatiin 94 % ja spesifisyydeksi 98 %. My6hemmin, vuodenvaihteessa
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2012 — 2013 tehtiin uusi testikokeilu 37 naytteella kéatildiden suorittamana. Myds tésta
saatiin hyvia tuloksia ja synnytyssalissa alettiin valmistella oman laitteen hankintaa.
Toukokuusta 2013 lahtien GeneXpert GBS -testaus on ollut mahdollista Turun yliopis-
tollisen keskussairaalan synnytyssalissa. (Rantakokko-Jalava 2013a, 2013b.)

Vuonna 2013 julkaistussa ranskalaistutkimuksessa selvitettiin GeneXpert PCR -testin
merkitysta tarpeettomien antibioottihoitojen vahentdmisessé. Tutkimuksen mukaan syn-
nytyksen aikaisen PCR-testin kayttd vahensi merkittavasti turhien antibioottihoitojen
maaréé. Vertailukohteena oli viikoilla 34-38 suoritettu bakteeriviljely. Lisaksi tutki-
muksessa pohdittiin PCR-testin aiheuttamia lisdkustannuksia suhteutettuna sen tuomaan
Kliiniseen hyotyyn. Ensinnékin hoitotyohon kuluva aika vahenee ja mikrobiladkkeiden
kulutus pienenee. On myds odotettavissa, ettd PCR-testien kayton myota sairastuneiden
vauvojen maard ja heidan hoitoonsa kuluvat kustannukset véhenevat. Vaheneminen
johtuu siitd, ettd loppuraskauden viljelytulos voi antaa negatiivisen, mutta PCR-testi
positiivisen tuloksen synnytyksen aikana. PCR-testin avulla &idille osataan aloittaa anti-
bioottiprofylaksi ajoissa. (Poncelet-Jasserand ym. 2013, 1098, 1106-1107.)
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7 TUTKIMUKSEN TAVOITE, TARKOITUS JA TUTKIMUSONGELMAT

Opinnaytetyon tavoitteena on tuottaa Seindjoen keskussairaalan kliinisen mikrobiologi-
an toimintayksikoélle tyeldmassa hyddynnettavaa tietoa arvioimalla Cepheidin GeneX-
pert GBS -testin toimivuutta B-ryhman streptokokin osoittamisessa. Tarkoituksena on
verrata kahdesta eri tutkimusmenetelmasta eli talla hetkelld kaytdssa olevasta bakteeri-

viljelysté ja uudesta PCR-menetelmasta saatuja GBS-tuloksia keskenaan.

Opinnaytetyon tutkimusongelmat ovat seuraavat:
- Ovatko bakteeriviljelyn ja PCR-menetelmén tulokset yhtenevaiset?

- Voidaanko PCR-menetelmaa kayttaa B-streptokokin osoittamiseen?

Tall& hetkelld kliinisen mikrobiologian toimintayksikossa kéaytetadn bakteeriviljelyd B-
ryhman streptokokin osoittamiseen. Tdm& menetelm& on kuitenkin hidas kiireellisissa
tilanteissa kuten riskiraskauksissa, ennenaikaisissa synnytyksisséa ja muissa paivystysti-
lanteissa, joten mikrobiologian laboratorio haluaa selvittad, voidaanko PCR-menetelméa
kayttdmalla luotettavasti todeta GBS-positiivisuus. Mikéli opinndytety0std saatavat tu-
lokset osoittavat PCR-menetelman toimivuuden viljelyyn verrattuna, laboratorio pystyi-
si jatkossa PCR-menetelmaa kayttdmalla nopeammin toteamaan B-ryhman streptokokin
kantajuuden. Tama nopeuttaisi mahdollisten kantajien hoitoa antimikrobiladkkeelld ja

siten ehkaisisi tartuntoja vastasyntyneisiin.
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8 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Opinnaytetyossa kaytetadn kvantitatiivista tutkimusmenetelmaa. Hirsjarven, Remeksen
ja Sajavaaran (2009, 140) mukaan kvantitatiivisessa tutkimuksessa on keskeista aiem-
man teorian ja tutkimusten perusteella tehdyt johtopé&étokset, seké aineiston keruu ja sen
saattaminen tilastollisesti kasiteltdvddn muotoon. Opinndytetydssa verrataan kahta eri
menetelmaa keskendan, joten tutkimuksessa voidaan kayttaa kvantitatiivisen tutkimuk-
sen erésta tutkimustyyppid, vertailevaa tutkimusta. Vertailevan tutkimuksen avulla voi-
daan ymmaértdd paremmin tarkasteltavaa asiaa kahden tai useamman tutkimuskohteen

avulla seka tuoda selkeammin esille asioiden vélisi& eroja (Vilkka 2007, 21).

Opinnaytetyohon sisdltyy myds kokeellinen osuus. Heikkildn (2008, 21) mukaan ko-
keellisessa tutkimuksessa oleellista on, ettd siind pyritddn tutkimaan vain tutkittavan
muuttujan vaikutusta vakioimalla kaikki muut tekijat. Tietystd populaatiosta valitaan
nayte, jota analysoidaan erilaisten koejarjestelyjen avulla systemaattisesti ja kontrol-
loidusti (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009, 134).

Opinndytetyossé tutkitaan GeneXpert GBS -menetelmén toimivuutta B-ryhmén strepto-
kokin osoittamisessa bakteeriviljelyyn verrattuna. Ennen testimenetelman kéayttéonottoa
laboratoriossa tulee tehd&d menetelmén validointi. Validointi tarkoittaa menetelman kel-
poisuuden osoittamista. Validoinnin avulla menetelmad testataan ja osoitetaan sen olevan
pateva suunnitelluissa kayttdolosuhteissa. Olennaista validoinnissa on sek&d menetelmén
suorituskyvyn arviointi, etta sen soveltuvuus tarkoitettuun mittaukseen. Erés usein kay-
tetty menetelma validoinnissa on kahden mittausmenetelman vertailu ja yhtenevéisten
tulosten osoitus. Yleensd uuden menetelmdn tuloksia verrataan edelliseen, laboratorios-
sa jo kaytossd olevaan menetelm&an. Validoinnin tuloksena syntyva tieto dokumentoi-
daan. Mahdollisesti olemassa oleva muu tieto tai tausta-aineisto kootaan yhteen vali-
doinnin tulosten kanssa ja niiden perusteella todetaan menetelmén luotettavuus. (Liima-
tainen 2002, 12; Jaarinen & Niiranen 2008, 11; Hiltunen ym. 2011, 24, 27.)

Mikrobiologian erikoisalalla validoinnin kaytdnnon toteuttamiselle ei ole olemassa ylei-
sesti hyvéksyttyja suosituksia. Tutkittavien ndytteiden minimilukumaaraa ei ole yleisesti
madritelty. Esimerkiksi kliinisessd mikrobiologiassa positiivisia naytteitd saattaa olla

niukasti eikd niita kerry tutkimusaineistoon riittavasti. Toisaalta omassa laboratoriossa
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voidaan tyytya suppeampaan validointiin, mikali kayttdonotettavalle menetelmalle on jo
olemassa luotettava puolueeton validointi. Jotta menetelmén toimivuus omassa labora-
toriossa ja naytemateriaalissa saadaan selville, on jonkinlainen validointi kuitenkin teh-
tava. Uuden testin validointi on tehtdva omassa tydyksikdssa niiden henkildiden toimes-
ta, jotka testid jatkossa tulevat kayttaméaan. (Ikdheimo 2002, 12; Liimatainen 2002, 13.)

Testin sensitiivisyys eli herkkyys voidaan lyhyesti maaritell4 positiivisen testituloksen
saaneiden sairaiden osuudeksi kaikista sairaista. Se kuvaa siis testin kykya maéarittaa
sairautta. Testin spesifisyys eli tarkkuus voidaan mééritella negatiivisen testituloksen
saaneiden terveiden osuudeksi kaikista terveistd. Se kuvaa testin kykya maarittaa terve-
yttd. Kaytannon tyossé diagnostisia testejé kdytetddn ennustearvojen perusteella. Ennus-
tearvojen avulla kuvataan sitd, milla todennakdisyydelld positiivinen tai negatiivinen
tulos on oikea. (Ikdheimo 2002, 13; Kairisto 2010, 41-43; Uhari & Nieminen 2012, 47.)

Sensitiivisyyden ja spesifisyyden sekd positiivisen ja negatiivisen ennustearvon lasken-
taan voidaan kéyttaa nelikenttataulukkoa (taulukko 1), johon saadut testitulokset sijoite-

taan.

TAULUKKO 1. Nelikenttataulukko (Kairisto 2010; Uhari & Nieminen 2012, muokattu)

Testin antamat Testin antamat
positiiviset tulokset negatiiviset tulokset

Oikea positiivinen Vaara negatiivinen

Sairaat a+b
a b
Vaara positiivinen Oikea negatiivinen
Terveet c+d
c d
a+c b+d

Testitulosten ja ylla olevan nelikenttataulukon avulla voidaan taulukossa 2 olevia kaa-
voja kayttden edelleen madrittdd Kliinisessd paatoksenteossa kaytettavat tunnusluvut.
Niiden avulla kliinisessa tydssé voidaan arvioida saadun testituloksen luotettavuutta ja
ennustearvoa. (Uhari & Nieminen 2012, 47-48.)
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TAULUKKO 2. Kaavat sensitiivisyydelle, spesifisyydelle ja ennustearvoille (Uhari &

Nieminen 2012, muokattu)

Sensitiivisyys =

Spesifisyys =

Positiivinen ennustearvo =

Negatiivinen ennustearvo =

a/ (a+b)
d/ (c+d)
a/ (a+c)

d/ (b+d)
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9 TUTKIMUKSEN KOKEELLISEN OSION TOTEUTUS

9.1 Naytemateriaali ja sen kasittely

Opinnaytetyon kokeellinen osio suoritettiin Seindjoen keskussairaalan kliinisen mikro-
biologian toimintayksikdssd. Tutkimusaineisto koostui FI-StrBVi -tutkimuspyynnolla
saapuneista potilasnaytteistd, joista suoritettiin sekéd viljely ettd PCR-testi B-ryhmén
streptokokin toteamiseksi. Naytteistd 30 kpl saapui aikavalilla 7.4.-31.5.2014. Lisaksi
tutkimukseen otettiin mukaan 8.2.-28.2.2013 aiempaa testikokeilua varten kerdtyt 10
naytettd. Ndin otos saatiin suuremmaksi, kokonaismé&éara oli yhteensa 40 néytettd. Nayt-
teitd kerattiin synnytyssalissa ja ditiyspoliklinikalla padosin laékareiden toimesta. Syn-
nytyssalissa myos katilot osallistuivat naytteenottoon. Néaytteiden keraysta varten oli
laadittu kirjallinen ja kuvallinen ndytteenotto-ohje (liite 1). Laboratorion henkil6kunta
analysoi naytteet heti niiden saavuttua yksikkdon anonyymisti ndytenumeroita kéyttaen.
Seka viljelyn ettd PCR-testin tulokset kirjattiin tutkimusta varten suunnitellulle testilo-
makkeelle (liite 2).

9.2 Testin suoritus

Néytteiden kasittely B-ryhmén streptokokin toteamiseksi viljelylla ja PCR-
menetelmalla tehtiin vetokaapissa kontaminaatioiden vélttdmiseksi. Ensin kaksoistikku-
naytteesta tehtiin PCR-testikasetin valmistelu. Kaksoisnaytteenottotikku poistettiin bak-
teerinkuljetusputkesta ja molemmat tikut irrotettiin punaisesta pidikkeestd. Tikkuja
hangattiin pyorittavin liikkein kevyesti toisiaan vasten ndytemateriaalin mahdollisim-
man tasaisen jakaantumisen varmistamiseksi (kuva 8). Toinen tikuista jatettiin kuljetus-

putkeen viljelya varten.
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KUVA 8. Kaksoistikun késittely (Kuva: Martinmaki & Paloméki 2014)

Testikasetin kansi avattiin ja toinen naytteenottotikuista asetettiin testikasetissa olevaan
aukkoon. Taman jalkeen tikku katkaistiin testikasettiin tikussa olevan katkaisukohdan

avulla. Lopuksi testikasetin kansi suljettiin (kuva 9).

KUVA 9. Testikasetin kasittely (Kuva: Martinméki & Paloméki 2014)

Analysaattoriin liitetyltd tietokoneelta avattiin GeneXpert -ohjelma ja valittiin ”Create
Test” (luo testi). T&mén jalkeen ndytekasetin tiedot luettiin viivakoodinlukijan avulla.
Sample ID -kohtaan laitettiin ndytenumero, jonka jdlkeen painettiin Start” (aloita).
Laite osoitti vilkkuvan vihrean valon avulla, mihin reaktiokammioon testikasetti tuli
asettaa (kuva 10). Testikasetti asetettiin reaktiokammion pdydélle ja reaktiokammion
ovi tyonnettiin yhdelld painalluksella kunnolla kiinni. Té&mén jélkeen néytteen proses-
sointi alkoi ja ohjelma ilmoitti jaljella olevan testiajan tietokoneen naytélla. Kun méaari-
tys oli valmis, naytepaikan luukku avautui. Tulokset saatiin nékyviin tietokoneen nay-
tolle painamalla ”View results” (ndytd tulokset) ja sitten ”View test” (ndytd testi), jol-
loin néytolle avautui luettelo testatuista ndytteistd. Valitsemalla oikean tuloksen kohta ja
painamalla ”Ok”, tulokset avautuivat naytolle ja olivat myos tulostettavissa. (Saha
2013.)
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b
KUVA 10. GeneXpert analysaattorin reaktiokammiot (Kuva: Martinmaki & Palomaki
2014)

Kaksoisnaytteenottotikun toisella tikulla suoritettiin hajotusviljely nielumaljalle. Nayte
levitettiin naytetikulla maljan yldosaan pienehkolle alueelle ja hajotussauvaa apuna
kayttéen asteittain koko maljan pinnalle (kuva 6; kuva 11). Naytteet kasvatettiin hiilidi-
oksidilampokaapissa +35 °C yhden vuorokauden ajan, jonka jalkeen maljalta etsittiin

beetahemolyyttisia tai nonhemolyyttisia pesakkeitéa.

KUVA 11. Bakteerin viljely ja hajotus (Kuva: Martinméki & Palomaki 2014)

9.3 Tulosten tulkinta

GeneXpert GBS -testin valmistuttua testista tulostui testiraportti, jossa nakyi positiivi-
nen tai negatiivinen tulos (liitteet 3 ja 4). Testiraportista tarkistettiin myos siséiset kont-
rollit SPC (Sample Processing Control) ja IC (Internal Control) sek& Probe Check. Nail-

l& kontrolleilla varmistettiin néytteen oikea prosessointi, reagenssien ja koettimien toi-
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mivuus sekd suljettiin pois inhiboivien tekijoiden mahdollisuus. Mikali testitulos oli

negatiivinen tuli tarkistaa, ettd SPC seka IC ovat positiiviset. Testituloksen ollessa posi-

tiivinen voivat SPC ja IC arvot olla myos negatiiviset. (Cepheid 2011; Saha 2013.)

Testiraportin lisaksi ohjelmasta voitiin tulostaa erillinen graafinen raportti, jonka avulla

voitiin visuaalisesti ndhda PCR:n kulku monistussyklid osoittavien kayrien avulla (ku-

vat 12 ja 13).
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KUVA 13. GeneXpert — ohjelman antama graafinen raportti negatiivisesta tuloksesta

Mikali viljelymaljalla oli kasvatuksen jalkeen havaittavissa epéiltyja pesékkeitd, tehtiin

niista streptokokkityypitys kéayttaen latexagglutinaatiomenetelmaa. Sen perusteella var-
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mistui, oliko kyseessd B-ryhman beetahemolyyttinen streptokokki vai jonkin muun

ryhman streptokokki.
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10 TULOKSET JA JOHTOPAATOKSET

Taman opinnaytetyén kokeellinen osio sisalsi 40 néytettd. Naytteistd yhdeksan oli
Streptococcus agalactiae (B) -viljelyssé positiivisia ja 31 viljelynegatiivisia (liite 5).
GeneXpert GBS -testin tulokset olivat yhtenevéiset viljelytulosten kanssa eli myds niis-

t& yhdeksan oli positiivisia ja 31 negatiivisia.

Maljaviljelyn ja GeneXpert GBS -testin tulokset koottiin tarkoitusta varten laaditulle
testilomakkeelle (liite 2). Oikeana tuloksena méaarityksissa pidettiin maljaviljelysta saa-
tua vastausta, johon GeneXpert GBS -testin tulosta verrattiin. Tulokset sijoitettiin Ex-
cel-taulukkoon (taulukko 3), jonka avulla laskettiin sensitiivisyys, spesifisyys, positiivi-

nen ennustearvo ja negatiivinen ennustearvo (taulukko 4).

TAULUKKO 3. Tulokset nelikenttataulukossa (Kairisto 2010; Uhari & Nieminen 2012,
muokattu)

GeneXpert GeneXpert
positiiviset negatiiviset
a b
Viljelypositiiviset a+b
9 0
o d
Viljelynegatiiviset c+d
0 31
a+c b+d

TAULUKKO 4. Sensitiivisyyden, spesifisyyden ja ennustearvojen laskenta (Uhari &
Nieminen 2012, muokattu)

Sensitiivisyys = 9/(9+0) X100 = 100%

Spesifisyys = 31/(0+31) X 100 = 100 %
Positiivinen ennustearvo=  9/(9+0) X100 = 100%

Negatiivinen ennustearvo=31/(0+31) X 100 = 100 %
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Tulosten perusteella testin sensitiivisyys on 100 %. GeneXpert GBS -testi on tdmén
pienen otoksen perusteella herkka osoittamaan GBS-positiiviset ndytteet. Testi antaa
siis luotettavasti positiivisen tuloksen dideilld, jotka ovat GBS-bakteerin kantajia. Myo6s
spesifisyydeksi saatiin 100 %, joten testi on myos tarkkuudeltaan erinomainen. Nain
ollen testi antaa negatiivisen tuloksen dideille, joilta otetuissa naytteissd GBS-bakteeria
ei ole. Myos sekd positiivinen ettd negatiivinen ennustearvo oli 100 %. Tdmé osoittaa
todennakdisyyden sille, etta positiivisen tuloksen saaneilla GBS-kolonisaatio on ja ne-

gatiivisen tuloksen saaneilta se puuttuu.

Tdassa opinnaytetyossa pyrittiin saamaan vastaus seuraaviin tutkimusongelmiin: Ovatko
bakteeriviljelyn ja PCR-menetelmén tulokset yhtenevéiset ja voidaanko PCR-
menetelmad kayttad B-streptokokin osoittamiseen? Tutkimuksessa saatiin B-ryhman
streptokokkien toteamisessa yhtenevat tulokset bakteeriviljelystd ja GeneXpert GBS -
testistd. Saatujen tulosten perusteella GeneXpert GBS -menetelmaé voidaan kéyttaa B-

ryhman beetahemolyyttisen streptokokin osoittamisessa.
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11 EETTISYYS JA LUOTETTAVUUS

Tutkimuksen eettisyydella tarkoitetaan sitd, ettd tutkimuksen teossa noudatetaan hyvaa
tieteellistd kaytantod. Tutkijan on otettava tutkimusta tehdessadn huomioon monia eetti-
sid kysymyksid, ja periaatteiden tunteminen sekd niiden mukaan toimiminen on tutkijan
itsensa vastuulla. (Hirsjarvi ym. 2009, 23.) Opinndytetydmme eettisyyteen vaikutti mm.
potilasnéytteiden kasittely siten, ettei potilaita voitu tunnistaa tutkimuksen missaan vai-
heessa. Koska naytteiden keruu oli osa mikrobiologian toimintayksikon testivalidointia,
ei erillistd tutkimuslupaa tarvinnut hankkia. Tutkimusaineisto koostui FI-StrBVi -
tutkimuspyynnollé saapuneista potilasnaytteistd, joten potilailta ei keratty naytteita erik-
seen tata tutkimusta varten. Tutkimus tehtiin hyvén tutkimustavan mukaisesti eli huolel-
lisesti, tarkasti ja rehellisesti kayttden eettisesti kestavia tiedonhankinta-, tutkimus- ja
arviointimenetelmi&. Tiedot kerdttiin ja ké&siteltiin luottamuksellisesti ja tulokset esitet-

tiin avoimesti.

Kaikissa tutkimuksissa on pyrittdva arvioimaan tehdyn tutkimuksen luotettavuutta. Ar-
viointiin voidaan kayttdaa kasitteitd tutkimuksen reliaabelius ja validius. Reliaabelius
tarkoittaa mittaustulosten toistettavuutta, eli sen kykyé antaa ei-sattumanvaraisia tulok-
sia. Reliaabelius voidaan todeta esimerkiksi siten, ettd kaksi arvioijaa paatyy samanlai-
seen tulokseen. Tulokset voidaan todeta reliaabeleiksi myos silloin, jos samaa henkil6a
tutkitaan eri tutkimuskerroilla ja saadaan sama tulos. Validius eli patevyys puolestaan
tarkoittaa mittarin tai tutkimusmenetelméan kyky& mitata juuri sitd, mitd sen on tarkoi-
tuskin mitata. (Hirsjarvi ym. 2009, 231.)

Opinndytetydbmme luotettavuuteen vaikuttivat kdyttdmiemme l&hteiden laatu ja maéra
sekd se, ettd tutkimustuloksemme olivat samansuuntaisia aikaisempien tutkimusten
kanssa. Néytteenoton luotettavuutta paransi kuvallinen néytteenotto-ohje ja naytteiden
kerdys niiden henkil6iden toimesta, jotka néytteitd tulevat jatkossakin ottamaan. Labo-
ratorion henkilokunta suoritti analysoinnin, miké oli tarkoituksenmukaista validoinnin
kannalta ja paransi osaltaan myo6s tutkimuksen luotettavuutta. Kuvasimme opinnéyte-
tydomme kokeellisen osion toteutuksen yksityiskohtaisesti ja esitimme tulokset toden-

mukaisesti, mikd myos parantaa tutkimuksen luotettavuutta.
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12 POHDINTA

Opinnaytetyon tarkoituksena oli vertailla kahta eri tutkimusmenetelmé&a, bakteeriviljelya
ja polymeraasiketjureaktioon (PCR) perustuvaa nukleiinihappotestia B-ryhman strepto-
kokin osoittamisessa. Vertailun avulla pyrittiin selvittdmaan, ovatko nailld menetelmill&
saadut tulokset yhtenevié ja voidaanko uutta Cepheidin GBS PCR -menetelmé&é kayttaa
kiireellisissé tapauksissa B-ryhman streptokokin osoittamiseen Seindjoen keskussairaa-

lassa.

Tutkimuksen kokeellinen osio koostui 40 potilasndytteestd. Seké bakteeriviljelyn ettd
PCR-menetelman tuloksista yhdeksén oli positiivisia ja 31 negatiivisia. Tulosten perus-
teella laskettiin sensitiivisyys, spesifisyys, positiivinen ennustearvo ja negatiivinen en-
nustearvo. Niiden perusteella todettiin, ettd GeneXpert GBS on herkké ja tarkka mene-

telma osoittamaan B-ryhman streptokokin kantajuutta.

Opinnaytetyémme aineisto oli suhteellisen pieni. Aiempien tutkimusten ja kokemusten
perusteella voitiin kuitenkin jo ennalta olettaa, ettd Cepheidin GeneXpert PCR -
menetelmd on vahintddn yhtd luotettava kuin bakteeriviljely B-ryhmén streptokokin
osoittamisessa. Opinndytetydmme otoksen koko maaraytyi ndiden ennakkotietojen seka
kustannusten ja ajan asettamissa rajoissa. Otoksen kokoa voidaan pitaa riittdvana mene-
telman toimivuuden alkutestaukseen. Aineisto on kuitenkin niin pieni, ettd tutkimuksen
yleistettdvyydessa on rajoituksia. Aineiston koon kasvattamiseksi GBS PCR -testin va-
lidaatio jatkuu Seindjoen keskussairaalan mikrobiologian laboratoriossa. Bakteerivilje-
lya jatketaan edelleen PCR-testin ohella, kunnes aineisto on riittdvan suuri ja PCR-

tutkimusta varmistava viljely voidaan jattaa pois.

Opinndytetyon tulokset olivat samansuuntaiset aikaisempien tutkimusten kanssa. Seka
kansainvélisissé tutkimuksissa ettd Suomessa toteutetuissa testikokeiluissa GeneXpert
GBS -menetelmélle on saatu erittdin hyvé spesifisyys, sensitiivisyys ja ennustearvot.
Tassd tutkimuksessa saatiin samankaltaiset tulokset kuin aikaisemmissa laajemmalla
tutkimusmateriaalilla tehdyissa tutkimuksissa. Tdma tukee saamiemme tutkimustulosten

luotettavuutta.
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Opinnaytetyon tulokset osoittivat, ettd GeneXpert GBS -testid voidaan kéyttdad B-
ryhman beetahemolyyttisen streptokokin kliiniseen diagnostiikkaan. Silla saadaan no-
peasti osoitettua aidit, jotka ovat GBS-bakteerin kantajia. Synnytyksen aikaisesta testa-
uksesta hyotyvat erityisesti naiset, jotka eivét ole olleet ditiyshuollon piirissg, jotka syn-
nyttavat ennenaikaisesti tai joiden GBS-seulonnan tulokset eivét ole tiedossa synnytyk-
sen alkaessa. Testaus mahdollistaa hoidon nopean aloittamisen ja vastasyntyneen GBS-

taudin paremman ehkaisyn.

GeneXpert GBS -testin Kkaltaiset reaaliaikaiset nukleiinihappo-osoitusmenetelmét ovat
helppokayttoisid, testin suoritus on nopeaa ja tulokset ovat helposti tulkittavissa. Taman
vuoksi testaus olisi mahdollista suorittaa myds ympérivuorokautisesti hoitoyksikkéon
sijoitetun analysaattorin avulla. Talléin tulisi huolehtia siitd, ettd néytteitd ottava henki-
Iokunta on riittavasti koulutettu ja perehdytetty testien suorittamiseen. Mikéli testeja
tehddéan hoitoyksikossa, on kliinisen mikrobiologian laboratorion toimittava tukilabora-
toriona tyontekijoiden perehdyttdmisessa ja koko testiprosessin laadunvarmistuksessa.

Uuden testin kdyttoonottoa suunniteltaessa on vertailtava testauksesta koituvia laborato-
riokustannuksia nopean diagnostiikan ansiosta saataviin taloudellisiin hy6tyihin. Tdma
on usein vaikeaa, koska hyo6tyjen taloudellinen madrittely ja laskeminen on monimut-
kaista. Taloudellinen kannattavuus paivystysluonteiselle pikatestille edellyttaa riittavaa
naytemaarad. Vaikka taloudellinen kannattavuus todettaisiin hyvéksi, siirtyminen kayt-
tdmaan pikatestia riippuu sairaalan toimintatavoista ja paatoksenteosta. Talla hetkella
nukleiinihappo-osoitustestien kustannukset ovat kalliimmat kuin selektiivisen maljavil-
jelyn. On odotettavissa, etta testi- ja laitevalikoiman laajetessa seka menetelmien nopeu-

tuessa PCR-testien hinta tulee laskemaan.

Viime vuosien aikana tietoisuus vastasyntyneen GBS-taudista ja sen riskeista on lisaan-
tynyt sekd hoitohenkilokunnan ettd odottavien ditien keskuudessa. Samanaikaisesti ol-
laan huolestuneita lisdantyvésta antibioottien k&ytosta. Seulottaessa bakteerin kantajuut-
ta pelkéastdan myohaisraskauden bakteeriviljelyn avulla, ei GBS-tautia ehkaisevéé anti-
bioottihoitoa osata valttdméatta kohdentaa sitd tarvitseville aideille. GeneXpert GBS -
testin ja vastaavien nukleiinihappo-osoitustestien avulla voidaan sekd ehkaistd vastasyn-
tyneen GBS-tautia ettd vahentdd tarpeettomien antibioottihoitojen maarédd. Nopealle

synnytyksen aikaiselle B-ryhmaén streptokokin osoitustestille on siis selked tarve.
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LITTEET

Liite 1. N&ytteenotto-ohje
1(2)

T Eteld-Pohjanmaan
sairaanhoitopiiri

Seinajoen sairaala
Kliininen mikrobiologia Laatija: K.Saha Pvm: 04.02.2013

GBS (Streptococcus agalactiae (B) naytteenotto vaginasta ja
peraaukosta GeneXpert-testia varten

Naytteet GeneXpertilla tehtavaa GBS-PCR -testia (ja StrepB-viljelya) varten
tulee aina ottaa erityisilla kaksoisnaytteenottotikuilla (Cepheid Swab
Collection Kit, 900-0370)

1. Vaginanaytteenotto ennen sisatutkimusta, silla mahdollisesti
kaytettavat geelit, vaseliini tai antiseptiset aineet tms. voivat hairita
testia.

2. Ennen ndytteenottoa puhdista ndaytteenottoalue puhtaaksi verestd,
limasta tai muusta erillisella vanutikulla.

3. Ota naytteet aina molempia tikkuja yhta aikaa kayttden. Toinen tikuista
kaytetaan GBS-PCR-testiin ja toinen StrepB-viljelyyn .

4. Ota kaksoistikkunayte ensin vaginasta ja sitten samoilla tikuilla
perdaukolta (ks. Liite: Naytteenotto-ohje vaginasta). Jos tikussa nakyy
naytteenoton jalkeen selkeasti veriklimppeja tai limaa, niin ne voi
pyyhkaista kevyesti steriililla pienella sideharson taitoksella ennen
kuljetusputkeen laittamista. Laita molemmat tikut naytteenoton jalkeen
kuljetusputkeen.

5. Sailyta naytteet jadkaapissa ennen testausta.

T:\Laatukisikirja\ Tutkimusprojektit ja testikokeilut\GeneXpert_2012\GBS GeneXpert
niiytteenotto.doc

(jatkuu)
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Liite 2. Testilomake naytteiden kirjaamista varten

Seindjoen keskussairaala, Kliininen mikrobiologia

Testikokeilu: Str.agalactiae GBS GeneXpert vs. FI-StrBVi

Xpert GBS GXGBS-100N-10 lot :

expvm:

Pvm: 05.03.14

Pvm Néytenro |GBS GeneXpert

FI-StrBVi
nielumaljalle

Huom.

T:\Laatuk&dsikirja\Tutkimusprojektit ja

testikokeilut\CeneXpert\GBS_GeneXpert_testilomake.doc
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Liite 3. Positiivinen testiraportti

GeneXpert PC 17/04/14 07:37:56

Test Report

14M3050
Specimen

Sample ID:
Test Type:
Sample Type:

Assay Information
Assay Assay Version Assay Type
3

In Vitro Diagnostic

Xpert GBS G3

POSITIVE

Test and Analyte Result
Analyte Ct EndPt Analyte Probe

Test Result:

Name Result Check
Result
SPC 338 2440 NA PASS
GBS 386 83.0 POS PASS
IC 293 335.0 NA PASS
User: Seinajoen keskussairaala
Status: Done Start Time: 14/04/14 15:23:35
Expiration Date™: 26/10/14 End Time: 14/04/14 16:10:01
S/W Version: 4 43 Instrument S/N: 711234
Cartridge S/N*: 48181625 Module S/N: 643180
Reagent Lot ID*: 06101 Module Name: D1
Notes:
Error Status: OK

Errors
<None>

Tech. Initial/Date

* indicates that a particular field is entered using a barcode scanner

For In Vitro Diagnostics Use Only.

GeneXpert® Dx System Version 4.4a

Supervisor Initial/Date

Page 1

of 1
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Liite 4. Negatiivinen testiraportti

GeneXpert PC 17/04/14 10:53:35
Test Report

Sample ID: 14M3032

Test Type: Specimen

Sample Type:

Assay Information

Assay Assay Version Assay Type
Xpert GBS G3 3 In Vitro Diagnostic
Test Result: §

Test and Analyte Result

Analyte Ct EndPt Analyte Probe
Name Result Check
Result

SPC 341 299.0 PASS PASS
GBS 0.0 30 NEG PASS
IC 287 4470 PASS PASS
User: Seinajoen keskussairaala
Status: Done Start Time: 14/04/14 14:17:30
Expiration Date™: 26/10/14 End Time: 14/04/14 15:06:55
S/W Version: 443 Instrument S/N: 711233
Cartridge S/N*: 48181631 Module S/N: 642976
Reagent Lot ID*: 06101 Module Name: C1
Notes:
Error Status: OK
Errors
<None>

Tech. Initial/Date Supervisor Initial/Date

* indicates that a particular field is entered using a barcode scanner

For In Vitro Diagnostics Use Only.

GeneXpert® Dx System Version 443 Page 1 of 1



Liite 5. Tulostaulukko

o1

NR. PVM Naytenumero GBS GeneXpert FI-StrBVi nielumaljalle
1 8.2.2013 M1034 Negatiivinen Negatiivinen
2 8.2.2013 M1043 Positiivinen Positiivinen
3 8.2.2013 M1044 Negatiivinen Negatiivinen
4 8.2.2013 M1046 Negatiivinen Negatiivinen
5 8.2.2013 M1061 Negatiivinen Negatiivinen
6 14.2.2013 M1201 Negatiivinen Negatiivinen
7 14.2.2013 M1202 Negatiivinen Negatiivinen
8 14.2.2013 M1203 Negatiivinen Negatiivinen
9 15.2.2013 M1230 Positiivinen Positiivinen
10 | 28.2.2013 M1595 Positiivinen Positiivinen
11 7.4.2014 M2821 Negatiivinen Negatiivinen
12 8.4.2014 M2873 Negatiivinen Negatiivinen
13 9.4.2014 M2907 Negatiivinen Negatiivinen
14 9.4.2014 M2926 Negatiivinen Negatiivinen
15 | 10.4.2014 M2945 Negatiivinen Negatiivinen
16 11.4.2014 M2978 Negatiivinen Negatiivinen
17 | 11.4.2014 M2990 Negatiivinen Negatiivinen
18 14.4.2014 M3032 Negatiivinen Negatiivinen
19 | 14.4.2014 M3050 Positiivinen Positiivinen
20 | 17.4.2014 M3129 Negatiivinen Negatiivinen
21 | 22.4.2014 M3198 Negatiivinen Negatiivinen
22 | 23.4.2014 M3252 Negatiivinen Negatiivinen
23 | 28.4.2014 M3367 Positiivinen Positiivinen
24 | 29.4.2014 M3427 Negatiivinen Negatiivinen
25 | 29.4.2014 M3438 Negatiivinen Negatiivinen
26 | 29.4.2014 M3440 Positiivinen Positiivinen
27 3.5.2014 M3551 Negatiivinen Negatiivinen
28 5.5.2014 M3567 Positiivinen Positiivinen
29 5.5.2014 M3574 Negatiivinen Negatiivinen
30 5.5.2014 M3575 Negatiivinen Negatiivinen
31 8.5.2014 M3694 Positiivinen Positiivinen
32 | 12.5.2014 M3793 Negatiivinen Negatiivinen
33 12.5.2014 M3795 Negatiivinen Negatiivinen
34 | 13.5.2014 M3237 Negatiivinen Negatiivinen
35 | 19.5.2014 M3998 Positiivinen Positiivinen
36 | 20.5.2014 M4055 Negatiivinen Negatiivinen
37 | 26.5.2014 M4246 Negatiivinen Negatiivinen
38 | 28.5.2014 M4383 Negatiivinen Negatiivinen
39 | 31.5.2014 M4418 Negatiivinen Negatiivinen
40 | 31.5.2014 M4424 Negatiivinen Negatiivinen




