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Ohjaajat

Opinnaytetyt tehtiin HUSLABIn virologian osastolle. Opinnaytetydn tarkoituksena oli
selvittaa kuinka hyvin reaaliaikainen RT-PCR soveltuu Krimin-Kongon
verenvuotokuumeviruksen (CCHFV) detektoimiseen.

Naytteet koostuivat 60:sté oletetusti negatiivisesta potilasnaytteesta, ja 14:sta ENIVD:Ita
(European Network for Diagnostics of "Imported" Viral Diseases) saadusta CCHFV-
laaduntarkkailunaytteestd (RNA:ta). Potilasnaytteet eristettiin kayttden QlAamp® Viral
RNA-menetelmaa (QIAGEN) ja tuotteen monistaminen suoritettiin reaaliaikaiseen RT-
PCR-menetelmaan pohjautuvalla Stratagene Mx3005P-analysaattorilla. Negatiiviset
potilasnaytteet testattiin SYBR Greenia seka koetinpohjaista menetelmaa kayttaen ja
laaduntarkkailunaytteet vain koetinpohjaista menetelmaa kayttéaen. Kyseisten menetelmien
herkkyytta maaritettiin kayttamalla Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen
kvantitatiivisia posiitivikontrolleja, jotka edustivat Kosovo-Hoti —kantaa ja jotka oltiin saatu
Robert Koch instituutista Saksasta (RNA:na).

Tulokset olivat lupaavia. Negatiivinaytteet olivat negatiivisia, mik& osoittaa sen, etta
alukkeet oli hyvin suunniteltu. Stratagene Mx 3005P-analysaattori ei monistanut
epaspesifistd PCR-tuotetta, ainoastaan primer dimereita. Laaduntarkkailundytteiden
tulokset olivat odotettuja. Koetin oli suunniteltu tunnistamaan yhta neljasta viruksen
genotyypisté ja nain olikin. Tulevaisuudessa tehdaan tarvittavat muutokset tekemalla
koettimista sekoitus, jolla on mahdollista tunnistaa kaikki nelja genotyyppia.
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The project was made for the HUSLAB Department of Virology, Helsinki, Finland. The
purpose of this project was to evaluate how well a real-time RT-PCR method suited to
detect Crimean-Congo hemorrhagic fever virus.

The analysed samples consisted of sixty assumed-to-be negative patient samples and
fourteen CCHFV quality control RNA-samples received from ENIVD (European Network
for Diagnostics

of "Imported” Viral Diseases). The patient samples were extracted using the QlAamp®
Viral RNA assay (QIAGEN) and duplicating of the product was made with the Stratagene
Mx 3005P analyzer which is based on a real-time RT-PCR. The negative patient samples
were tested using the SYBR Green, and the probe-based assays and quality control
samples were tested using only the probe-based assay. The sensitivity of these methods
was measured using quantitative positive Crimean-Congo hemorrhagic fever control RNA-
samples which represented Kosovo-Hoti strain which were from Robert Koch Institution
Germany.

The results were promising. The negative samples were negative which showed that
primers were designed well. Stratagene Mx3005P did not duplicate non-specific PCR
products, only primer dimers. The quality control sample results were as expected. The
probe was designed to detect one of the four genotypes of the virus, and so it did. In the
future, some changes are made to make a probe mix that would detect all four genotypes.

Keywords real-time RT-PCR, Crimean-Congo hemorrhagic fever
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Johdanto

Tyon tilaajana oli HUSLABIN Kliinisen mikrobiologian virologian ja immunologian osasto
sekd Helsingin yliopiston, Haartman-instituutissa toimiva zoonoosi-virusryhma. Tyon
tarkoituksena oli testata reaaliaikaisen RT-PCR:n toimivuutta Krimin-Kongon veren-
vuotokuumeviruksen detektoinnissa ja parantaa infektiohélytysvalmiutta. Detektoinnilla

tarkoitetaan viruksen geneettisen materiaalin osoittamista ndytemateriaalista.

Krimin-Kongon verenvuotokuumevirus voi aiheuttaa vakavan sairauden ihmisilla ja sita
esiintyy Turkissa, Afrikan maissa, Bulgariassa, Venajalla, Kreikassa ja Valimeren mais-
sa, mutta myds Suomella on oltava valmiudet viruksen maarittamiseksi. Krimin-Kongon
verenvuotokuumevirus —kantojen suuren genettisen vaihtelun vuoksi useimmat RT-
PCR-menetelmat eivat ole riittavan herkkia, kattavia tai pysty havaitsemaan spesifeja

juosteita. (Escafadal ym. 5).

Ennen analysointia naytteet kasitellaan siten, ettd ne eivat sisalla infektiivista virusta.
Infektiivisen viruksen viljely ja kasvattaminen vaatisi BSL-4 (Bio-safety level 4) luokituk-
sen omaavan turvalaboratorion ja lahin BSL-4 turvalaboratorio sijaitsee Tukholmassa.
Viruksen inaktivointi voidaan puolestaan tehda BSL-3-tason turvalaboratoriossa ennen
esim. viruksen genomin eristamista. Naytteiden kasittelysséa on silti noudatettava suurta
huolellisuutta, koska aina on olemassa pieni riski, ettd nayte ei ole menettanyt infektii-

visyyttdan taysin.

Tassa tydssa naytteista eristetty RNA monistettiin kéayttaen reaaliaikaista RT-PCR:4,
joka suoritettiin Stratagene Mx3005P-analysaattorilla, jonka toiminta perustuu fluore-
senssin havaitsemiseen monistuneesta tuotteesta. Naytteet tulivat HUSLABIn virologi-
an ja immunologian zoonoosi-laboratoriosta. Tyon ohjaajina HUSLABIn puolelta toimi-
vat Hannimari Kallio-Kokko ja Anne Jaaskeldinen. Koulun puolelta ohjaajana toimi

Hannele Pihlaja.



1 Verenvuotokuumevirukset

Viraaliset verenvuotokuumeet ovat ryhma sairauksia, jotka aiheutuvat useiden eri vi-
rusperheiden viruksista. Naihin kuuluu edustajia mm. arenaviruksista (mm. Lassavirus),
filoviruksista (mm. Ebola- ja Marburg-virukset), nairoviruksista (mm. Krimin-Kongon
verenvuotokuumevirus), hantaviruksista (mm.hantaanvirus) ja flaviviruksista (mm. kel-
takuumevirus ja denguevirus). Termid viraalinen verenvuotokuume kaytetdan kuvaa-
maan vakavaa multisysteemistd syndroomaa, joka vaikuttaa useisiin eri elimiin. Tyypil-
lisesti verenkiertoelimistd vaurioituu ja elimiston toimintakyky heikkenee. Tahan liittyy
usein myds verenvuotoa. Jotkin verenvuotokuumevirukset aiheuttavat verraten lievia
sairauksia, mutta on myds monia viruksia, jotka aiheuttavat vakavan, hengenvaaralli-

sen sairauden. (Viral Hemorrhagic Fever(s).)

Verenvuotokuumevirusten eri perheiden jasenilla on useita yhtalaisyyksia:
Ne ovat kaikki RNA-viruksia ja niitd suojaa lipidikalvo. Niiden selviytyminen riippuu
eldin- tai hydnteisisannasta, joita kutsutaan luontaisiksi varastoiksi.

Nama virukset ovat maantieteellisesti rajoittuneet alueille, joilla niiden isantalajit elavat.

Ihmiset eivat ole naiden virusten luontainen varasto, vaan infektoituvat joutuessaan
kosketuksiin virusta kantavien isadntéaelididen kanssa. Joidenkin virusten tapauksissa
myds ihminen voi tartuttaa viruksen toiseen ihmiseen.Virusten leviamista on hankala
ennustaa. Joitakin poikkeuksia lukuun ottamatta parannuskeinoa tai vakiintunutta laa-

kehoitoa verenvuotokuumeviruksiin ei ole. (Viral Hemorrhagic Fever(s).)



Oheinen kuvio (kuvio 1) osoittaa verenvuotokuumevirusten levinneisyyden vuonna
2005.

Viral haemorrhagic fevers

. EBOV outbreaks D Lassa fever . CCHF
MARVY outbreaks . South American Haemorrhagic Fevers

Kuvio 1. Verenvuotokuumevirusten levinneisyys vuonna 2005. (Lessons from nosocomial viral
haemorrhagic fever outbreaks 2012). (EBOV= Ebolavirus, MARV= Marburg-virus, CCHF= Kri-

min Kongon verenvuotokuumevirus)


http://bmb.oxfordjournals.org/content/73-74/1/123/F1.large.jpg

Alla olevasta taulukosta (taulukko 1) ndhdaan yleisté tietoa muutamista vektorivéalittei-

sista verenvuotokuumeviruksista.

Taulukko 1. Vektorivalitteiset verenvuotokuumevirukset. (Vector-borne diseases; CBRNE — Viral

Hemorrhagic Fevers).

Virussuku Virusryhma | Sairaus / Virus Vuosittaiset | Levinneisyys | Vektori Isantaelaimet
tapaukset
Bunyaviridae | Nairovirus Krimin-Kongon veren- | 1000 Eurooppa, puutiaiset janikset, va-
vuotokuume / Krimin- Aasia, Afrikka | (Hyalomma) | rikset, lehmat,
Kongon verenvuoto- strutsit
kuumevirus (CCHFV)
Bunyaviridae | Phlebovirus | Rift Valleyn kuume / | 10 000 Afrikka Culex lampaat,
Rift Valley virus pipiens, Ae | karja, kamelit
africanus,
Anopheles
Flaviviridae Flavivirus Keltakuume / Kelta- | 200 000 Afrikka, Poh- | Ae aegypti ja | Apinat
kuumevirus ennen roko- | jois-Amerikka | muut, Hae-
tusten aloit- magogus
tamista
Flaviviridae Flavivirus Denguekuume / Den- | 250 000 — | Aasia, Ame- | Ae aegyptija | -
guevirukset 1-4 500 000 rikka, Afrikka | muut, Hae-
magogus

1.1 Nairovirukset

Vield vuosikymmen sitten nairovirukset olivat vahiten ymmarrettyja Bunyavirusten hei-

moon kuuluvia jasenia. Tana paivana tilanne on taysin toisenlainen, johtuen suurista

maailmalla tapahtuneista edistysaskeleista. Liséksi on loydetty kaksi uutta virusta, joita

ovat Kupevirus ja Finch Creek- virus. Virusten manipuloinnin vaikeus k&anteisgeneet-

tisin menetelmin on vaikeuttanutviruksen transkriptio- ja replikaatiomekanismien selvit-

tamistd, ja yksittdisten geenien toiminnan ymmartamista. (Frias-Staheli — Medina —
Bridgen 2011: 129.)

Nairovirukset ovat pienid, vaipallisia viruksia, jotka ovat halkaisijaltaan suurin piirtein

100 nm. Nairoviruksen genomi koostuu yksijuosteisesta negatiivisdikeisestd RNA:sta,




joka on jakautuneena kolmeen segmenttiin. Niitd kutsutaan pieneksi (S), keskikokoi-
seksi (M) ja suureksi (L). Naiden segmenttien koko on yhteensd noin 12 000 eméspa-
ria. S-segmentti koodittaa nukleokapsidiproteiinia, M kahta pinnallista glykoproteiinia ja
L polymeraasiproteiinia. Oheinen kuva (kuvio 2) havainnollistaa nairoviruksen raken-
teen. Nairovirukset muodostavat yhden perheen Bunyavirusten heimon siséalla. Ne siir-
tyvét isannasta toiseen puutiaisten valityksellda. Tahan sukuun on luokiteltu kolmekym-
mentékuusi virusta ja ne on luokiteltu yhteen seitseméastd seroryhmasta bunyavi-
rusheimon sisélla perustuen hemagglutinaation estdmiseen (HI), neutralisaatiotesteihin
ja hiljattain myds molekyylidataan. Nairoviruksista kaksi on vaarallisia patogeeneja:
Krimin-Kongon verenvuotokuumevirus ja Nairobin lammasvirus. (Frias-Staheli ym.
2011: 129.)

Glycoprotein (Gn and Gc)

Polymerase (L)

Genomic RNA

Ribonucleocapsid
(RNFP)

Kuvio 2. Nairoviruksen rakenne (Nairovirus).

1.2 Krimin-Kongon verenvuotokuumevirus

Krimin-Kongon verenvuotokuume aiheutuu viruksesta, joka kuuluu Nairovirusten per-
heeseen, joka puolestaan kuuluu Bunyavirusten heimoon (Atkinson ym. 2012: 1). Ky-
seessa on alun perin zoonoosivirus eli eldimesta ihmiseen tarttuva virus, mutta on
my6s havaittu harvinaisia, ihmisperéisia tartuntoja. Sairaus on endeeminen monissa

Afrikan maissa, Euroopassa ja Aasiassa. Vuodesta 2001 lahtien tartuntoja on rekiste-



roity Kosovossa, Albaniassa, Iranissa, Pakistanissa ja Eteld-Afrikassa. (Crimean-

Congo haemorrhagic fever.)

Krimin-Kongon verenvuotokuumevirus havaittin ensimmaisen kerran Krimeassa vuon-
na 1944. Vuonna 1969 havaittiin, ettd patogeeni joka aiheuttaa Krimin-Kongon veren-
vuotokuumeen oli sama kuin vuonna 1956 tunnistetussa viruksessa Kongossa. Naiden
kahden paikan linkkitytyminen toisiinsa johti viruksen nimedmiseen. (Crimean-Congo

haemorrhagic fever.)

Oheisissa kuviossa (kuvio 3) on Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen S-

segmentin fylogeneettinen sukupuu.
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Kuvio 3. Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen S-segmentin fylogeneettinen sukupuu. (Pa-

pa — Papadimitriou — Christanova 2011).



Kuvio 4 havainnollistaa Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen levinneisyyden maa-
ilmalla vuonna 2008. Valkoiset alueet ovat alueita, joissa Hyalomma-sukuiset puutiaiset
ovat lasnd; keltaiset alueet ovat alueita virusta mahdollisesti esiintyy ja joilla vektoria on
lasnd; oranssit alueet ovat alueita, joilla on todettu vuosittain 5 — 49 CCHF-tapausta; ja

punaiset alueet ovat alueita, joilla on todettu yli 50 CCHF-tapausta vuosittain.

Geographic distribution of Crimean-Congo Haemorrhagic Fever
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Kuvio 4. Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen levinneisyys maailmalla. Crimean-
Congo haemorrhagic fever (CCHF)).

1.2.1 Oireet ja hoito

Krimin-Kongon verenvuotokuumevirus siirtyy ihmisiin p&&osin Hyalomma-sukuisten
puutiaisten valitykselld, mutta my6s suora tartunta vireemisten isdntéelainten veren tai
kudosten valityksellda on mahdollinen tai jopa suoraan sairastuneen ihmisen erittei-
den/veren valityksella. Ihmisilla Krimin-Kongon verenvuotokuumevirus aiheuttaa tyypil-
lisesti &killisen, korkean kuumeen puhkeamisen, huonovointisuutta, pahoja paansarky-
ja mutta my6s vakavia ruoansulatuselimistén oireita. Sairauden myo6haisvaiheessa

voidaan havaita merkittéavia verenvuotoja kuolleisuusprosenttien ollessa 10-50. (Cri-



mean-Congo hemorrhagic fever in Europe: current situation calls for preparedness
2010.)

Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen hoito on paaosin supportiivista. Hoidossa
tulisi kiinnittdd huomiota nestetasapainon tarkkailuun, elektrolyyttien epanormaaliuden
korjaamiseen, hapetukseen, hemodynaamiseen eli veren virtaukseen liittyvaan hoitoon
ja sekundaari-infektioiden asianmukaiseen hoitoon. Antiviraalista ladketta ribaviriinia on
kaytetty vakiintuneen Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen hoidossa ja silla on
saavutettu nakyvia tuloksia osalla potilaista. Seka oraaliset etta suonensisaiset yhdis-
teet on havaittu tehokkaiksi. (Crimean-Congo haemorrhagic fever; Crimean-Congo

Hemorrhagic Fever 2012.)

1.2.2 Diagnosointi

Epailtdessa Krimin-Kongon verenvuotokuumevirusta diagnosointi suoritetaan erityisva-
rustelluissa, korkean turvallisuustason luokituksen omaavissa laboratorioissa. (Crime-
an-Congo hemorrhagic fever in Europe: current situation calls for preparedness 2010.)
Krimin-Kongon verenvuotokuumevirus detektoidaan usein verindytteesta reaaliaikaisen
RT-PCR-menetelméan avulla. Kyseinen menetelma on todella herkka. Suuren geneetti-
sen vaihtelun johdosta Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen juosteissa vaaditaan
useita alukkeita kaikkien genotyyppien detektoimiseksi. (Crimean-Congo Hemorrhagic
Fever 2007.)

Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen antigeeneja (virusproteiineja) voidaan detek-
toida useiden immunologisten menetelmien avulla. Virusperaisia antigeeneja voidaan
joskus havaita kudosnaytteissa kayttamalla immunofluoresenssia tai EIA:ta. Artikkelis-
sa Detection of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus glycoprotein antigens kaytet-
tiin antigeenien detektoimiseen kahta menetelmdad kayttden polyklonaalisia vasta-
aineita, jotka oltiin eristetty joko ihmisen plasmasta tai hyperimmunisoidun hevosen
seerumista. Ensimmainen menetelma oli western blot (menetelmé, jossa erilaiset mo-
lekyylit erotellaan kokonsa mukaan sédhkdkentdssa), jossa kaytettiin polyklonaalisia
ihmisen vasta-aineita ja toinen ELISA, jossa kaytettiin hevosen vasta-aineita (Bagriacik
— Albayrak — Uslu — Ertek 2010. 38.19.)

IgG- ja IgM-luokan vasta-aineita voidaan havaita kuuden péivan sisélla oireiden alka-

misesta kayttamalla entsyymipohjaisia immunokemiallisia menetelmia, joita ovat esi-
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merkiksi ELISA ja EIA. IgM-luokan vasta-aineet sailyvat havaittavissa jopa nelja kuu-
kautta ja lgG-luokan vasta-aineet heikkenevat, mutta sailyvat jopa viisi vuotta. (Crime-

an-Congo hemorrhagic fever in Europe: current situation calls for preparedness 2010.)

Potilaat, joilla on kuolettava sairaus, eivat yleensa ehdi kehittamaan mitattavissa ole-
vaa vasta-ainevastetta ja nailla yksilgilla, samoin kuin potilailla joilla sairaus on kestanyt
muutaman paivan, diagnoosi saavutetaan havaitsemalla virusta veresta tai kudosnéayt-
teisté. Virusta voidaan eristaé veri- tai kudosnaytteesta sairauden ensimmaisten péaivi-
en aikana kasvattamalla soluviljelmassa BSL4-laboratoriossa. (Crimean-Congo hae-

morrhagic fever.)

2 Polymeraasiketjureaktioiden perusteet

2.1 Polymeraasiketjureaktio — PCR

On mahdollista, etta milladn muulla menetelmalla ei ole ollut yhtd suurta vaikutusta
molekyylibiologiassa kuin PCR:lIla. Tamé&n tekniikan avulla voidaan nopeasti havaita
virus tai geeni, jopa silloin, kun saadussa kudoksessa on vain muutama solu, jotka si-

saltavat mielenkiinnon kohteena olevaa DNA-sekvenssid. (Nuovo 1994: 1.)

Kaytettdessd PCR-menetelma&a eristetaan potilasnaytteessa oleva nukleiinihappo tai
naytetta kasitellaan, jonka jalkeen tutkimuskohteena olevaa DNA-juostetta monistetaan
entsymaattisesti. Tuote tunnistetaan monistuksen jalkeen joko emasjarjestyksen poh-
jalta hybridisaatiolla kayttden spesifistda koetinta tai kokonsa perusteella agaroosigee-

lissa. (Lappalainen ym. 1999: 1031.)

Kaytettdessd PCR-menetelméaa taytyy kohdegeenin emasjarjestys olla tiedossa, jotta
alukkeet, joita kaytetdan monistettavassa DNA-jaksossa voidaan suunnitella optimaa-
lisesti. DNA-polymeraasi, rakentaa uuden DNA-sdikeen alukkeiden valiselta alueelta.
PCR:ssa toistuvia vaiheita ovat DNA-saikeiden erotus toisistaan, alukkeiden pariutumi-
nen vastinalueidensa kanssa ja DNA:n kopiointi. Kaikki nd&ma vaiheet vaativat eri lam-
potilan. PCR-menetelma vaatii automaattisen lammitys- ja jaahdytyslaitteen, joka oh-
jelmoidaan siten, etta se toistaa tarvittavat lampdtilasyklit kymmenia kertoja perakkain.

Monistuksen tuloksena syntyy aluke-rajoitteinen DNA-jakso, joka monistuu eksponenti-
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aalisesti. Monistettavan genomin ollessa RNA:ta on siitd ensin syntetisoitava vastin-

DNA:ta jota monistetaan. (Lappalainen ym. 1999: 1031.)

Uuden PCR-testin kayttoonotto alkaa testin suunnittelulla, eli alukkeiden suunnittelulla
sekad valitsemisella ja PCR-syklien eri vaiheiden optimilampétilojen maarittamisella
alukkeiden mukaan. DNA-sekvenssi luetaan molemmista juosteista 5 — 3"-suuntaisesti.
Varsinainen PCR alkaa denaturaatiolla. DNA denaturoidaan, eli juosteet erotetaan toi-
sistaan = 94 °C:ssa, jonka jalkeen lampdtila lasketaan, jotta alukkeet pystyvét kiinnit-
tymé&éan templaattiin. Lampdtila riippuu oligonukleotidien sulamispisteistd, jotka on valit-
tu PCR-tuotteen monistamista varten. Tata kutsutaan annealing-reaktioksi. Kun aluk-
keet ovat kiinnittyneet vahan aikaa, lampdtila nostetaan noin 72°C:een, jolloin reak-
tioseoksessa oleva DNA-polymeraasi alkaa liittda nukleotideja alukkeen 3"-péasta lah-
tien templaatin mallin mukaan (pidennysreaktio). (Nuovo 1994: 40; PCR Optimization:
Reaction Conditions and Components; Suominen — Ollikka 1999: 107-108.)

2.2 Kéaanteistranskriptiointi

Kéaénteistranskriptointi on prosessi, jossa yksijuosteinen RNA kaannetdan komplemen-
taariseksi DNA:ksi (cDNA) kéayttaen totaalisellulaari RNA:ta, kaanteistranskriptioent-
syymid, aluketta, dNTP:sia tai RNaasi-inhibiittoreita. Valmista cDNA:ta voidaan kayttaa
RT—PCR-reaktiossa. (Reverse Transcription (RT) cDNA Synthesis 2012.)

2.3 Reaaliaikainen polymeraasiketjureaktio

Reaaliaikaisen PCR:n avulla voidaan nimensa mukaisesti seurata PCR-reaktion ete-
nemista reaaliajassa. Menetelman avulla voidaan méaarittdd suhteellisen pieni méara
PCR-tuotetta (DNA:ta, cDNA:ta tai RNA:ta). Reaaliaikainen PCR pohjautuu reportteri-
molekyylin fluoresenssin havaitsemiseen, mik& kasvaa reaktion edetessa. Taméa ha-
vainnollistaa PCR-tuotteen lisdantymista jokaisessa monistussyklissa. Nama fluoresoi-
vat reportterimolekyylit siséltavat varia, joka sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han tai
sekvenssispesifisiin koettimiin. Reaktio voi lahtea liikkeelle hyvin pienilla maarilla nuk-

leiinihappoja ja lopputuote voidaan méaarittaa tarkasti. (Hunt.)

Reaaliaikaisessa PCR:ssa alukkeiden optimaalinen kiinnittymislampoétila voidaan maa-

rittda kayttdmalla sulamislampdtila-analyysia. Analyysin suorittamista varten tarvitaan
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komplementaarisia alukkeita. Sulamislampétila-analyysi paljastaa alueen, jolla sitoutu-
minen alukkeiden valilla tapahtuu. (Fraga — Meulia — Fenster 10.3.9.) Sulamislampétila-
analyysi maaritetddn analysaattoreiden avulla. PCR-reaktio etenee niin, etta 1. ohjel-
man lopuksi lampdtila lasketaan 5 °C alukkeiden kiinnittymislampdtilan ylapuolelle,
jolloin kaksijuosteiset DNA-saikeet pariutuvat. Seuraavaksi lampotilaa nostetaan 0,1 °C
:seen sekunnissa. Mikali monistumista tapahtuu vain yhden tuotteen kohdalla, fluore-
senssisignaali putoaa tuotteen avautuessa ja tama sulamislampdtila maaritetddn. Oh-
jelman lopussa on kuumennusvaihe, joka on 2-3 °C:tta alle mé&aritetyn sulamislampoti-
lan. Tama johtaa siihen, ettd haluttu monistustuote sailyy kaksijuosteisena lahettden
fluorisoivaa signaalia, kun taas lyhyet, epéaspesifiset tuotteet sulavat. (Walker, John M —
Rapley, Ralph (Eds.).)

24 SYBR Green | Dye

Menetelméssa pienet molekyylit, jotka sitoutuvat kaksijuosteiseen DNA:han voidaan
jakaa kahteen luokkaan: Interkalaattoreihin ja Minor-groove-sitojiin (MGB). Sitoutumis-
tavasta riippumatta menetelmalle on kaksi edellytystd, jotta PCR-tuotteen reaaliaikai-
nen havaitseminen on mahdollista. Nama ovat fluoresenssimolekyylien sitoutuminen
kaksijuosteiseen DNA:han ja se ettd PCR:n inhibitiota ei tapahdu. (TagMan® and
SYBR® Green Chemistries 2011.)

Lisattaessd SYBR Green | dye naytteeseen, se sitoutuu valitttmasti kaikkeen nayt-
teessa olevaan kaksijuosteiseen DNA:han. PCR:n aikana DNA-polymeraasi monistaa-
kohteen sekvenssia, joka synnyttdda PCR-tuotteita. SYBR Green | dye sitoutuu jokai-
seen uuteen kaksijuosteiseen DNA-kopioon. Reaktion edetessa syntyy lisdd PCR-
tuotetta. Tulos havaitaan fluoresenssin intensiteetin kasvamisena, joka on suhteessa
tuotetun PCR-tuotteen méardéan. (TagMan® and SYBR® Green Chemistries 2011.)

Menetelmén etuna on, ettd sitd voidaan kayttaa minka tahansa kaksijuosteisen DNA-
sekvenssin vahvistamiseen. Menetelmé ei vaadi koetinta. Tama vahentaa aikaa, joka
kuluu menetelman pystyttdmiseen ja se tulee myos halvemmaksi. Menetelman haittana
on, ettd se voi tuottaa vaaria positiivisia signaaleja. Tama siksi, koska SYBR Green |
dye sitoutuu mihin tahansa kaksijuosteiseen DNA:han, jolloin se voi my6s sitoutua
epaspesifeihin kaksijuosteisiin  DNA-sekvensseihin. (TagMan® and SYBR® Green
Chemistries 2011.)
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2.5 Koetinpohjaiset reaaliaikaiset PCR-menetelmat

DNA-koettimet, jotka sisaltavat esimerkiksi konjugoidun minor groove-sitojan muodos-
tavat darimmaisen vakaita komplekseja yksijuosteisten DNA-sadikeiden kanssa, mika
sallii lynyempien koettimien kaytén hybridisaatioon perustuvissa menetelmissa (Kuty-
avin ym. 2000: 655).

Koettimen periaatteena on, etta se sisaltdaa 5’-paassa olevaa fluoresoivaa merkkiainet-
ta, sisaisen, fluoresenssin vaimentavan merkkiaineen ja 3’-paassa olevan minor groo-
ve-sitojan (MGB). Fluoresenssienergian siirtyminen (FRET) vaimentaa ehjan koettimen
fluoresenssin. Alukkeiden pidentymisvaiheen aikana hybridisoitu koetin hajoaa Tag-
polymeraasin 5 -paan eksonukleaasiaktiivisuuden johdosta ja fluoresenssisignaali va-
pautuu. Yksijuosteisen koettimen fluoresenssia PCR:n aikana seurataan reaaliajassa
menetelmdéd varten suunniteltujen laitteiden avulla. MGB nostaa sulamislampdétilaa
mabhdollistaen lyhyempien, sekvenssispesifisempien alukkeiden kayton. (Kutyavin ym.
2000: 658.)

3 Tyoturvallisuus

Turvallisuusluokitus laboratorioissa (BSL 1-4) maaraytyy siella kasiteltavien mikro-
organismien mukaan (riskiluokat 1-4). Tapaturmien raportointi, sairastuvuuden seuran-
ta ja kaikkien tyontekijoiden tietoisuus siité kuinka tarkeda turvalliset tyotavat ovat kuu-
luvat asiaan. (Haakana — Pakkala 2003: 826.)

HUSLABINn kliinisen mikrobiologian virologian osastolla PCR-tydskentelyssa noudate-
taan suurta huolellisuutta ja mahdolliset kontaminaatioreitit on pyritty katkaisemaan
suorittamalla PCR-seoksen teko, nukleiinihapon eristys ja itse PCR-reaktio eri huo-
neissa. DNA:n monistusmenetelmét ovat erityisen herkkid monistustuotteen aiheutta-
malle kontaminaatiolle. Vaaria positiivisia tuloksia voi seurata huolimattomien tydtapo-

jen ja kontaminoituneiden pipettien valityksella. (Piiparinen ym. 1999: 1033.)

Naytteita pipetoitaessa nayteputket avataan Mekasoft-palaa kayttden. Mekasoft imee
korkista mahdollisesti roiskuvan nesteen itseensa. Nain valtytaan siltd, ettéa korkin rois-

keet kontaminoisivat muita naytteitd. Pipetoinnissa kaytetddn suodattimellisia pipetin-
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karkia ja karki vaihdetaan jokaisen naytteen pipetoinnin valilla. Eri puskureiden valilla

karki aina vaihdetaan.

BSL4-laboratoriossa kasitellaan riskiryhmaan 4 kuuluvia mikrobeja, jotka voivat aiheut-
taa ihmiselle kuolettavan infektion. Riskiryhmaan 4 kuuluu esim. Krimin-Kongon veren-
vuotokuumevirus. Kaikki suojatoimet laboratoriossa tahtaavat siihen, etta infektion le-
viaminen estetddn. (Haakana — Pakkala 2003: 827.) .) CCHF-epéilytapauksissa poti-
lasnaytteet voidaan inaktivoida BSL3-tason laboratoriossa PCR-analysointia varten.
Virusviljely voidaan suorittaa ainoastaan BSL4-tason laboratoriossa, lahin BSL4-

laboratorio sijaitsee Tukholmassa Smittskyddsinstitutet:ssa.

4  Materiaalit ja menetelmét

HUSLABIn kliinisen mikrobiologian virologian yksikdssa Krimin-Kongon verenvuoto-
kuumeviruksen maarittamiseen kaytetddn yliopiston viruszoonoosilaboratorion kanssa
yhteisty6ssa tehtdvaa reaaliaikaista RT-PCR-menetelméda. Naytteiden PCR-ajoihin
kaytetdan Stratagene Mx3005P-analysaattoria. Kaytin tutkimuksessani kahta erilaista

reaaliaikaisen RT-PCR:n detektiomenetelmaa, joita olivat SYBR Green ja koetin.

Negatiivipaneelin naytteet kerattin HUSLABIn Kliinisen mikrobiologian virologian ja
immunologian zoonoosi-laboratoriosta. Negatiivipaneelin naytteet k&siteltin anonyy-
misti koodattuina ja niiden avulla haluttiin selvittdd aiheuttavatko ne epaspesifista mo-
nistumista detektoitaessa Krimin-Kongon verenvuotokuumevirusta reaaliaikaisen RT-
PCR-menetelman avulla. CCHFV-positiivikontrollindytteina kaytettiin ulkoiseen laadun-
tarkkailuun tarkoitettuja kvantitatiivisia naytteita, jotka edustivat Kosovo-Hoti —kantaa.
Positiivikontrollit oli saatu valmiina RNA:na saatu Robert Koch instituutista Saksasta.
Naiden liséksi kaytettavissa oli 14 CCHFV-laaduntarkkailunaytettd ENIVD:Itd. Kysees-
sa oli kliinisen mikrobiologian virologian osaston kaikkien aikojen ensimmainen Krimin-
Kongon verenvuotokuumeviruksen laaduntarkkailunédytepaneeli, joten naytteita tuli ka-
sitelld todella huolellisesti. Laaduntarkkailunaytteet edustivat neljaa eri genotyyppia ja
ne olivat valmista RNA.ta, joten ainoastaan negatiivipaneelin naytteet tuli eristdd detek-

toimista varten.
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4.1 Naytteet

Negatiivipaneelin naytteisiin kuului 20 kappaletta TBEV-IgM-positiivisia naytteita, 20
kappaletta denguevirus-lgM-positiivisia naytteitd ja 20 kappaletta denguevirus-
negatiivisia naytteita. Naytteet oltiin numeroitu edella mainittua vastaavassa jarjestyk-
sessa. T1-T20-naytteet edustivat TBEV-IgM positiivisia, D1-D20-naytteet dengue-IlgM-
positiivisia ja N1-N20-naytteet dengue-negatiivisia

Negatiivipaneelin naytteet analysoitiin kolmessa erassa siten, ettd yhden paivan aika-
na ajettiin ja eristettiin 20 naytetta. Jokaiseen naytesarjaan kuului ajettavien naytteiden
lisdksi kaksi PCR-eristysvetta ja kaksi kvantitatiivista CCHFV-positiivikontrollia. En-
simmainen eristysvesi liséttiin kuoppalevylle ultrapuhtaassa huoneessa ja toinen nayt-
teenkasittelytilassa. Eristysvesien avulla kontrolloitiin sitd, ettei ultrapuhtaasta huonees-
ta tai naytteenkasittelytilasta siirry kuoppalevylle kontaminantteja. Positiivikontrolleilla
puolestaan tarkkailtiin testin toimivuutta. 20 kappaleen sarjoissa ajettavista naytteista
jouduttiin yksi era laittamaan uusinta-ajoon (Liite 2 4(5)), koska positiivikontrollit eivat

toimineet.

Laaduntarkkailunaytteet analysoitiin kolmessa eréssa, joista yksi oli uusinta-ajo. En-
simmaisessa erassa naytteet analysoitiin sekd SYBR greenia etta koetinpohjaista me-
netelmaa kayttden. Ensimmaisen koettimella suoritetun analyysin tutkimustuloksiin ei
voitu luottaa, koska koetin mahdollisesti hajosi eikd PCR-tuotteen monistuminen ta-
pahtunut odotetulla tavalla sekd positivinen PCR-kontrolli jai negatiiviseksi. Syyna
saattoi olla koettimen saama liiallinen valoaltistus. Toisessa erdssa analysoitavien
naytteiden PCR-seoksen valmistuksessa minimoitiin koettimelle aiheutuva valoaltistus
ja PCR-seos valmistettiin vasta juuri ennen templaatin pipetoimista, joka tapahtuu nayt-
teenkasittelyhuoneessa. Lisaksi koetin sdilytettiin pimeassa aina siihen hetkeen asti,
kunnes se pipetoitin PCR-seokseen. Uusinta-ajossa templaattia pipetoitiin 10ul 5ul

sijasta, koska naytemateriaalia oli viela hyvin jaljella.
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4.2 RNA:n eristaminen

RNA:n eristdminen tapahtuu erillisessa naytteenkasittelyhuoneessa ja eristysta tehta-
essa taytyy huolehtia siitd, ettei eristettava tuote kontaminoidu millaén tavalla. Ennen
naytteenkasittelyhuoneeseen menoa puetaan vdlitilassa suojakésineet ja suojatakki.
Mentdessa huoneeseen puetaan toiset suojakasineet, puhdistetaan laminaarivirtaus-
kaappi etanolilla, laitetaan kaappiin hetkeksi uv-lamppu, joka hajottaa pinnoille mahdol-
lisesti jAdnyttda RNA:ta ja DNA:ta, ja asetetaan laminaarivirtauskaapin pohjalle puhdas
Mekasoft-imupaperi. Tama siksi, jotta suojattaisiin kaappia mahdollisilta tydskentelysta
aiheutuvilta roiskeilta. Roiskeiden sattuessa kaappi on nain helpompi puhdistaa. Suo-
jakasineita vaihdetaan eri tyévaiheiden valilla ja silloin, mikali kdsineisiin joutuu potilas-

naytetta tai muuta vierasta ainetta. (Jaaskelainen 2012.)

Naytteitd pipetoitaessa nayteputket avataan Mekasoft-palaa kayttaen.
Nain valtytaan silta, etta korkin roiskeet kontaminoisivat muita naytteitd. Pipetoinnissa
kaytetddn suodattimellisia pipetinkarkia ja karki vaihdetaan jokaisen naytteen pipetoin-

nin valilla. (Jaaskeldinen 2012.)

Eristys tehtiin manuaalisella eristysmenetelmalla kayttaen QlAamp:n Viral RNA Mini
Kittia (QIAGEN). Naytteet olivat seeruminaytteita. Eristyksessa kaytettava naytemaara
oli 140 ul, joka eluoitin 60 ul:aan eluointipuskuria. Viraalista RNA:ta voidaan eristaa
plasmasta (antikoagulanttina jokin muu kuin hepariini), seerumista ja muista soluva-
paista kehon eritteistd. Naytteet voivat olla tuoreita tai pakastettuja. Jos naytteet ovat
jaadytettyja niitd ei tulisi sulattaa ja pakastaa useita kertoja. Toistuvat plasmanaytteiden
sulattamis-pakastamisjaksot johtavat viraalisten tiittereiden vahenemiseen ja niita tulisi
valttaa optimaalisen herkkyyden varmistamiseksi. (QlAamp® Viral RNA Mini Handbook
2010: 7))

4.1 PCR-seos SYBR Green | dye:ta varten

PCR-seosta varten tarvitaan nukleaasivapaata vettd, alukkeet, RT-entsyymi, RNA-
templaatti ja One-Step SYBR Geen Master Mix, Low ROX. Alukkeet on suunniteltu
etukateen ja ajtettiin kayttaen litteessa 2 (2-5) esiteltyd PCR-ohjelmaa. Alukkeet edus-
tivat Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen S-segmenttid. (Jaaskelainen ym. 2012).
Ennen PCR-seoksen tekoa on hyva tehda huolelliset esivalmistelut pipetointivirheiden

vahentamiseksi. Nain maksimoidaan menetelman tarkkuus. PCR-seokseen pipetoi-
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daan kaikki muut komponentit paitsi RNA-templaatti, joka lisdtaan reaktioon erillisessa
naytteenkasittelyhuoneessa. Ennen pipetoimista PCR-seos sekoitetaan kevyesti, jotta
kaikki seoksessa olevat komponentit sekoittuisivat. (qScript™ One-Step SYBR® Green
gRT-PCR Kit, Low ROX™ 2009.) Seos valmistettiin pipetoimalla tarvittavia aineita tau-

lukon 2 mukaisesti alukkeiden konsentraation ollessa 150 nM.

4.2 PCR-seos koetinta varten

PCR-seoksen valmistuksessa kaytetdan gScript One-Step Fast MGB qRT-PCR pak-
kausta. cDNA-synteesi ja PCR-tuotteen monistuminen tapahtuvat samassa testiput-
kessa. Menetelma on optimoitu niin, ettd se tuottaa maksimaalisen RT-qPCR:n tehok-
kuuden, herkkyyden ja spesifisyyden pienennetyilla naytemaarilld ja nopeilla sykleilla
(gScript™ One-Step Fast MGB gRT-PCR Kit, Low ROX™ 2007.) . Seos valmistettiin
pipetoimalla tarvittavia aineita taulukon 3 mukaisesti alukkeiden konsentraation ollessa
400 nM ja koettimen 200 nM seké ajettiin kayttéen liitteessa 1 ja liitteessa 2 1(5) esitel-
tya PCR-ohjelmaa. Alukkeet edustivat Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen Hoti-

kannan S-segmenttia. (Jaaskelainen ym. 2012).

5 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Kaikki negatiivipaneelin naytteet olivat odotusten mukaisesti negatiivisia, kuten taulu-
kosta 5 voidaan ndhda. Naytteet analysoitiin seka SYBR Greenia ettd koetinta kaytta-
en. Denguevirus-negatiivisista naytteista olisi teoriassa voinut hyvin pienella todenna-
koisyydella I6ytya Krimin-Kongon verenvuotokuumevirusta, mutta nain ei kaynyt. Tal-
lainen olettamus siksi, koska Krimin-Kongon verenvuotokuumevirus ja dengue-kuume
muistuttavat taudinkuvallisesti toisiaan. Taméa osoittaa sen, etta reaaliaikainen RT-PCR
on spesifi maaritysmenetelmé&, koska dissosisaatiokdyrissé ei néakynyt epéspesifista ja
vaaraa monistumistuotetta humaani-nukleiinihapoista jne, ainoastaan primer dimereita,
jotka voivat joissakin tapauksissa hairitd maaritysta. Oikea monistustuote nahdaan eril-
lisena korkeana piikkind (T= n. 80,5°C) ja primer dimerit aikaisempana piikkina (T= n.
75,5°C). (Liite 2). Primer Dimerit ovat tuotetta, jota syntyy alukkeiden epéaspesifisesta
pidentymisesta ja sitoutumisesta. Nain tapahtuu heti kun PCR-reagenssit yhdistyvat,
erityisesti silloin jos reagenssit on sekoitettu huoneenlammaossa. PCR:n aikana primer

dimereiden muodostuminen kilpailee spesifisen PCR-tuotteen kanssa. (Optimization of



18

Reactions to Reduce Formation of Primer Dimers 1999.) Tuloksien avulla voidaan paa-
telld, ettd alukkeet ovat spesifeja, ne eivat monista nukleiininappoja, jotka ovat hu-
maanista alkuperaa. Spesifiytta voidaan myds perustella silla, ettd naytteet oli keratty

60:sta eri henkilosta, jolloin analysoitavaa materiaalia oli riittévan paljon.

Tutkimustulokset laaduntarkkailunaytteiden suhteen olivat varsin odotettavia. Koetin oli
suunniteltu niin, etté se tunnistaa CCHFV Hoti-kannan viruksen neljasta genotyypista.
Ne laaduntarkkailunaytteet, jotka edustivat koettimelle spesifistd Hoti-kannan geno-
tyyppia tulivat positiivisiksi. Kolmen muun genotyypin edustajan naytteet jaivat negatii-
visiksi, koska koetin ei pystynyt tunnistamaan niita. (Taulukko 6) Tama johtuu nukleiini-
happojen vaihtelusta. Tutkimustulokset osoittivat sen, ettd koetin on selvasti herkempi
maaritysmenetelma kuin SYBR Green. Koettimen havaitsema PCR-tuotteen kopiomaa-
ra oli 23, kun taas SYBR Greenilla se oli 2333 (taulukko 4 & 5). Koettimien toimivuuden
edellytyksend on, ettéd koetin on suunniteltu siten, ettd se tunnistaa viruksen erilaisia

genotyyppeja jolloin saadaan luotettavia tutkimustuloksia.

Taulukko 2. Mastermix-seos 20:lle negatiivipaneelin naytteille, PCR-eristysvesille ja positiivi-
kontrolleille.

Final conc. Mastermix 1X
Master mix 12,5
150 nM Primer-FW 0,375
150 nM Primer-RV 0,375
H20 6,25
Temp. 5
RT enzyme 0,5
25
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Taulukko 3. Mastermix-seos laaduntarkkailunaytteille, PCR-eristysvesille ja positiivikontrolleille.

CCHFV MGB qRT.PCR Mastermix (MGB koetin)

Final conc. Mastermix 1X
Master mix 5
400 nM Primer-FW 0,8
400 nM Primer-RV 0,8
200nM Koetin 0,4
H20 7
Temp. 5
RT enzyme 1
20

Taulukko 4. CCHFV-positiivikontrollilaimennokset

Uusi Rna kontrolli ja laimennossarja siitd 11 RNA extr.
280ul  elution 124x30 ul alik.
CCHFV (GE/ml) Volume GE/ul  copiesin:1/10,5ulF1/100  1/1000 1/10000 1/100000
2,00E+08 560E+07 4676405 1,40E+07 233333 23333 2333 233 3
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Taulukko 5. SYBR greenilla ja probella ajettujen negatiivipaneelin naytteiden tulokset.

PCR SYBR green herkkyys:
Herkkyys toistetusti: 2333 kopiota per gPCR reaktio

Uusi Rna kontrolli ja laimennossarja siiti ~ RNA
11.5. extr.
elution
280ul 120ul 4x30 ul alik.
copies in 1/10, 5ul
CCHFV (GE/ml) Volume GE/ul 30ul PCR 1/100 1/1000
2,00E+08 5,60E+07 4,67E+05 1,40E+07 233333 23333 2333

NEG PANELIT N1-N20, D1-D20, T1-T20

gPCR SYBR green N1-N20  KAIKKI NEGAT
D1-D20  KAIKKI NEGAT
T1-T20  KAIKKI NEGAT

NEG PANELIT N1-N20, D1-D20, T1-T20

gPCR MGB probe N1-N20  KAIKKI NEGAT

D1-D20  KAIKKI NEGAT
T1-T20  KAIKKI NEGAT



Taulukko 6. Koettimella ajettujen laaduntarkkailunaytteiden tulokset.
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Kosovo Kosovo Kosovo Kosovo Kosovo Afg 09-
alkupera Hoti Hoti Hoti Hoti Hoti 2990
laimennos 1:10E2 1:10E3 1:10E4 1:10E5 1:10E6 1:10E2
Omat koettimella saadut tulokset + * + * + * + * + * =
Afg 09- Afg 09- Afg 09- ArD
2990 2990 2990 39554 AP-92 | pGEM-4Z neg. neg.
1:10E2 1:10E3 1:10E4 1.10E2 1:10E2 1:10E4 none none
- o o o o + * o o

6 Tutkimusasetelma

Krimin-Kongon verenvuotokuumevirusta ei ole toistaiseksi esiintynyt Suomessa, mutta
tasta huolimatta on oltava menetelma viruksen maarittdmiseen matkailijoiden mahdolli-
sesti mukanaan tuomien infektioiden diagnosoimiseksi. HUSLABIn kliinisen mikrobiolo-
gian virologian ja immunologian osastolla sek& Helsingin yliopiston Haartman Instituu-
tin virologian osastolla on reaaliaikaiseen RT-PCR:dan pohjautuva Stratagenen

Mx3005P —analysaattori, jolla maaritykset voidaan tehda.

Tutkimuskysymyksiani ovat:

A. Kuinka hyvin reaaliaikainen RT-PCR sopii Krimin-Kongon verenvuotokuumevi-
ruksen maarittamiseen?

B. Hairitsevatkd muut taudinkuvaltaan samankaltaiset virukset maaritysta?

C. Kuinka tydskennella siten, ettd minkaanlaisia kontaminaatioita ei aiheudu Kri-
min-Kongon verenvuotokuumeviruksen maaritykseen vaadittavan laboratorio-
prosessin aikana?

D. Soveltuvatko sekd SYBR Green etta koetin Krimin-Kongon verenvuotokuumevi-

ruksen detektoimiseen?

Sain mielestani hyvat vastaukset tutkimuskysymyksiini. Ensimmaiseen kysymykseen,
joka koski reaaliaikaisen RT-PCR:n soveltuvuutta Krimin-Kongon verenvuotokuumevi-
ruksen maarittdmiseen tuli selkeéd vastaus. Reaaliaikainen RT-PCR soveltuu Krimin-

Kongon verenvuotokuumeviruksen maarittdmiseen, erityisesti koetinta kayttden. Mene-
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telmé& ei aiheuta epaspesifia monistumista, mik& voi johtaa vaariin positiivisiin tuloksiin.
Koetinta kaytettdessd menetelm& on myds riittavan tarkka, silla se pystyy havaitse-

maan jo hyvin pienetkin virusmaarat.

Toisessa kysymyksesséani pohdin, hairitsevatké muut taudinkuvaltaan samanlaiset vi-
rukset maaritysta. Kuten jo aiemman kysymyksen vastauksesta voidaan paatella vas-
taus on ei. Negatiivipaneeliin oltiin valittu sellaisia viruksia, jotka muistuttavat taudinku-
valtaan Krimin-Kongon verenvuotokuumevirusta, mutta ne eivat aiheuttaneet vaaria

positiivisia tuloksia tai minkaanlaista monistumista.

Kolmanteen kysymykseen, joka kéasitteli Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen
kasittelyd mahdollisimman kontaminaatiovapaasti ei ole yksiselitteistd vastausta. On
kuitenkin selvaa, ettd maarityksen suorittajan on noudatettava kaikkia nukleiininapon
eristyksessé vaadittuja toimenpiteita laadukkaiden tutkimustulosten saamiseksi. Rau-
hallinen tydskentely ja huolelliset tydtavat sisaltden niin huolellisen pipetoinnin kuin
suojakasineiden kaytdn ja niiden vaihtamisen riittdvan usein ovat tarkeita sekd oman
ettd ndytteiden turvallisuuden kannalta. Tama siksi, koska naytteet eivat saa kontami-
noitua milladn tavalla eikd omaa turvallisuutta saa vaarantaa kasittelemallda naytteita

huolimattomasti.

Neljas kysymys koski kahden eri detektiomenetelman soveltuvuutta viruksen maarityk-
sessa ja tulosten perusteella voidaan vetda johtopaatds, jonka perusteella sekda SYBR
Green etté koetin soveltuvat viruksen detektoimiseen. SYBR Green ei kuitenkaan paa-
se koettimen kanssa vastaaviin herkkyyksiin, joten koettimen kaytté on suositeltavam-

paa.
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7 Luotettavuuden arviointi

Luotettavuuden arvioinnissa tulee ottaa huomioon erityisesti omat tydskentelytavat ja
tutkimustulokset. Tulosten analysoimisessa tulee tarkkailla mahdollisia kontaminaatioi-
ta, positiivikontrollien toimivuutta ja tietenkin itse potilasnaytteiden tuloksia. Potilasnayt-
teet oltiin koodattu anonyymisti ja ne pipetoitiin kuoppalevylle loogisessa jarjestyksessa
naytenumerosta yksi alkaen, jotta tulokset eivat menisi sekaisin. Suorittaessani opin-
naytetyoni kaytannon osuutta pyrin noudattamaan oikeaoppisia ty6tapoja ja kuuntelin
ohjaajiani, jotta osaisin tydskennella mahdollisimman turvallisesti suojaten seka itseni
etta potilasnaytteet. Tutkimustuloksissa ei nakynyt merkkeja kontaminaatioista, silla
eristysvedet olivat puhtaat. Tama osoittaa sen, etta ultrapuhtaasta huoneesta tai nayt-
teenkasittelytilasta ei ole siirtynyt kontaminaatioita kuoppalevylle. Positiivikontrollit toi-
mivat, joten tulokset ovat luotettavia. Mikali positiivikontrollit eivat toimi tai eristysve-
desséa on kontaminaatio on sarja analysoitava uudestaan. Tutkimustulosten luotetta-
vuutta tukee myods se, etta negatiivipaneelin naytteet olivat negatiivisia ja laaduntark-

kailunaytepaneelin tulokset odotusten mukaisia.

8 Pohdinta

Tyoni tarkoituksena oli parantaa Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen infektiohaly-
tysdiagnostiikkaa ja tutkia soveltuuko reaaliaikainen RT-PCR Krimin-Kongon veren-
vuotokuumeviruksen maarittamiseen. Maaritykset tehtiin Stratagene Mx 3005P-
analysaattori, jonka toiminta perustuu fluoresenssiin havaitsemiseen monistetusta tuot-
teesta. Negatiivipaneelin naytteita tutkittin sekd SYBR Greenia etta koetinpohjaista
menetelmaé kayttaen ja laaduntarkkailunaytteitéd ainoastaan koetinpohjaista menetel-
maa kayttaen. Tutkimustulokset osoittivat, ettd koetinta kaytettdessa virus pystytdan
detektoimaan jo hyvin pienista virusmaarista, mika on tarkeda, koska virus ei saa jaada
havaitsematta. Koetin tunnisti laaduntarkkailunaytteista juuri sen viruksen genotyypin
minka pitikin. Tulosten perusteella tehdaén tarvittavat muutokset ja suunnitellaan sel-

lainen koetinseos, jonka avulla on mahdollista tunnistaa kaikki viruksen nelja geno-

tyyppia.



24

SYBR Greenilla herkkyys ei ollut yhta suuri, mutta sekdan ei aiheuttanut epaspesifista
monistumista tai vaaria positiivisia tuloksia. Emme ajaneet negatiivipaneelin naytteita
SYBR Greenilla tai koettimella kahteen kertaan vaan luotimme siihen, etta tulokset
olivat luotettavia koska kummallakaan menetelmélla ei tapahtunut epaspesifia monis-
tumista eika kontaminaatioita esiintynyt. Yksi negatiivipaneelindytesarja uusittiin aino-
astaan silloin, kun positiivikontrolli ei toiminut. Se, ettéa evaluoimani menetelma soveltuu

Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen maarittdmiseen on ilahduttavaa.

Opinnaytetyon tekemisen kokee tarkeaksi, kun siitd saaduista tuloksista on hyotya tyo-
elamalle. Koin tyon tekemisen mielekkaaksi, silla sain ohjaajiltani hyvaa ohjausta ja
sain aina vastaukset mieltéa askarruttaviini kysymyksiin. Paasin tekemaan eristystoita
itsendaisesti sen jalkeen kun olin ensin sivusta seurannut miten eristys tapahtuu. Pidan
itsendisesta tydskentelystd, koska silloin osaan keskittyd paremmin eiké tule sellaista
tunnetta, ettd seléan takana olisi koko ajan joku tarkkailemassa. Eristystyot vaativat
suurta huolellisuutta suuren kontaminaatioriskin vuoksi, joten olin erityisen huolellinen

eristdessani naytteitd ja keskityin vain ja ainoastaan olennaiseen.

Eettisestd nakokulmasta ajateltuna testi kuormittaa luontoa jonkin verran. Yhdella eris-
tyskitilla voidaan eristdé varsin suuri maéra naytteitd, mik& on hyva asia ja Stratagenel-
la voidaan ajaa kymmenia naytteitd samanaikaisesti. Testin haittapuolena ovat kohta-

laisen suuret jatemaarat, joita syntyy eristystoita tehdessa.

Sen, ettd naytteet taytyi eristdd manuaalisesti ennen ajoa koin melko tyoladksi, koska
pipetointia oli paljon. Tasta huolimatta pidan kasitydskentelystda enemman kuin siita,
ettd kaikki tapahtuu automaattisesti. Tama siksi, koska kasitydskentelyssa ndkee oman
tyonsa tulokset ja sen, onko onnistunut vai ei. Useimpien virusten maarityksessa eris-
tadminen tapahtuu automaattisesti. Manuaalieristys voisi pidemman paalle olla todella
ty6las menetelmd, mikali naytteita olisi paljon. Nain ei kuitenkaan ainakaan toistaiseksi
ole, silla kyseinen taudinaiheuttaja on harvinainen eikd Suomessa ole esiintynyt yhta-

k&an tapausta.

Epavarmuutta siita saadaanko riittavasti naytemateriaalia menetelmaan evaluoimiseen
ei ollut. Tavoitteet oli selkeasti rajattu heti alusta lahtien eik& niiden puitteissa tapahtu-

nut muutoksia. Tyo sujui odotetulla tavalla eika yllatyksia tullut vastaan.
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Tyobn tekeminen oli opettavainen kokemus. Tiesin, ettd huolelliset tydskentelytavat
geenimonistustodissa ovat &arimmaisen tarkeitd, mutta opinnéytetydni kdytdnnén osuut-
ta tehdesséd nama asiat korostuivat entisestdan. On erinomaisen hienoa, etta tulokset
olivat juuri sitd mitd oltiin odotettukin. Tama johtaa kyllakin myds siihen, ettd opinnayte-
tydstani ei tullut kovin pitkad, koska ei olisi ollut mielekasta suorittaa monipuolista ver-

tailua tulosten valilla.

Jalkikateen ajateltuna olen tyytyvainen saamaani opinnaytetyon aiheeseen, joka tapah-
tui muutaman mutkan kautta. Aiheeni oli selkeasti rajattu ja sitd oli suhteellisen helppo
lahted tydstamaan. Naytemaara oli mielestani sopiva evaluoinnin suorittamiseen. Nayt-
teita ei ollut niin paljoa, ettd niista koituva tydmaara yhdelle olisi ollut liian suuri, mutta
ei myoskaan liian vahadinen. Naytteitd oli riittAva maaré siihen, ettd testin spesifisyytta
ja soveltuvuutta Krimin-Kongon verenvuotokuumeviruksen maarittamiseen voidaan

luetettavasti arvioida.
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Negatiivipaneelin tulokset SYBR Green ja koetin

Koetin kaikki negatiivipaneelin naytteet
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SYBR Green naytteet N1-N20
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SYBR Green naytteet N1-N20 uusinta-ajo
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SYBR Green naytteet T1-T20
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