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THVISTELMA

Sreptococcus pneumoniae eli pneumokokki on normaali nielun bakteeri, joka on yleinen taudinaiheut-
tga. Pneumokokki on aikuisilla neljanneksi ja lapsilla kolmanneksi yleisin veriviljelyista 16ytyva bak-
teeri. Pneumokokki tunnistetaan positiivisesta veriviljelypullosta perinteisella tutkimusmenetelmalla
muun muassa pesakkeen morfologian, Gram-vérjayksen, katalaasitestin, alfa-hemolyysin, optokiini
herkkyyden, lateksin ja sappiliukoisuuden perusteella. Perinteisilla menetelmill& joskus el voi tunnistaa
bakteerilgjia, silloin se on mééritettéava polymeraasiketjureaktio (PCR)-menetelmélla, joka el ole nopea
ja se on tydlas. Taloin bakteerin tunnistus hidastuu. Korvaavaksi menetelméks on gjateltu Gen-Probe
Accu-Probe Streptococcus pneumoniae Culture Identification Test -tunnistustesti, joka on nopea testi
pneumokokin tunnistamista varten.

Tyon tarkoituksena on selvittda Gen-Probe Accuprobe-hybridisaatiomenetelman soveltuvuus verivilje-
lyiden pneumokokkiepéilyjen osoittamiseksi suoraan veriviljelypullojen ndytteista Tybdssd mééritan
Gen-Probe Accuprobe-hybridisaatiomenetelman spesifisyytta ja sensitivisyytta perinteiseen ja PCR-
menetelméaén verrattuna. Tein opinndytetyoni HUSLABiIn mikrobiologian vastuualueen bakteriologian
osastolle. Tyoni suoritin bakteriologian osastossa touko-hei nékuussa 2009.

Tyon otos oli 74 potilaan veriviljelynaytettd, jotka oli testattu aikaisemmin perinteisell& tai PCR-
menetelmalla. Otoksessa oli 39 pneumokokkipositiivista veriviljelypulloa ja 35 pneumokokkinegatii-
vista veriviljelypulloa. Analysoin AccuProbe-menetelméalla naytteet. Pohdin menetelmén sensitiivisyyt-
taja spesifisyytta cut off -rgjan méarittamisen jadkeen positiivisten ja negatiivisten tulosten avulla.

Tuloksista ilmeni, ettd AccuProbella voidaan osoittaa suoraan veriviljelypullojen néytteistd pneumo-
kokki, vaikka valmistajan ohjeen mukaan voi kayttda bakteereiden pesdkettd. AccuProbe-menetelma
havaitsi hyvin kaikki positiiviset ja negatiiviset naytteet. Oli vain yks vaara positiivinen tulos.

Viridans-streptokokit ja pneumokokit ovat Iahisukuisia, jolloin tarkan cut off -rajan asettaminen erot-
tamaan viridans-streptokokit ja pneumokokit ei ole mahdollista. Tulosten perusteella on muodostunut
korkea cut off -raja, mutta myds RLU-tulosarvo haméraalue, jossa niiden kahden bakteerilgjien erotta-
minen vaatii lisda tutkimusta
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1 JOHDANTO

Streptococcus pneumoniae eli pneumokokki on normaali nielun bakteeri, joka on ylei-
nen lasten ja aikuisten taudinaiheuttaja. Pneumokokki voi aiheuttaa muun muassa keuh-
kokuumeen (pneumonia), valikorvan ja sivuonteloiden tulehduksia ja aivokalvotuleh-
duksen. Pneumokokin aiheuttamat infektiot olivat ennen penisilliinin keksimistéa tavalli-
sia kuolinsyitd. Pneumokokki-infektioiden diagnostiikan ja hoidon saavutuksista huoli-
matta pneumokokkitaudit ovat edelleen merkittavia seka Suomessa ettéd muualla maail -

massa. (Huovinen ym. 2005: 120.)

Pneumokokki on aikuisilla neljanneksi ja lapsilla kolmanneksi yleisin veriviljelyista
[6ytyva bakteeri. Se on myds toiseksi yleisin veriviljelyn 10ydds sairaalan ulkopuolella
alkaneissa bakteremioissa. Sairaalahoitoon otetuilta keuhkokuumepotilailta tulis aina
ottaa veriviljelyndyte. Useimmissa tapauksissa veriviljelypositiivisuus todetaan aivokal-
votulehduksen tai keuhkokuumeen yhteydessa. (Huovinen ym. 2005: 120-121.)

Tyon aiheena on Veriviljelyjen Streptococcus pneumoniae-epdilyjen tunnistus Accu-
Probe-testilla Opinnaytetyoni tarkoituksena on selvittéa nopean Gen-Probe AccuProbe-
hybridisaatiomenetelmén soveltuvuutta Streptococcus pneumoniaen osoittamiseen suo-
raan veriviljelysta. Talla uudella tekniikalla pneumokokin tulos veriviljelypullosta saa-
taisiin jo puolen tunnin kuluttua eli huomattavasti nopeammin kuin nykyisin kdytossa
olevalla PCR-menetelmélla ja perinteisella menetemalla. Teen opinndytetyoni HUS-
LABin mikrobiologian vastuualueen bakteriologian osastolle.

Pneumokokin tunnistaminen voi olla ongelmallista, sillé se on kasvuolosuhteiltaan var-
sin vaativa bakteeri. Pneumokokki autolysoituu herkésti epéedullisissa olosuhteissa
(Huovinen ym. 2005: 123.) Veriviljelypullossa pneumokokki autolysoituu helposti kun
bakteeritiheys pullossa kasvaa (Kauppila 2007). Jos téllaisesta veriviljelypullosta ote-
taan nayte varjaysta seka viljelya varten, el maljoilla usein ole mitéan kasvua, eiké vér-
jaystulos ole selva kokki. Naista syistd pneumokokin tunnistus perinteisil|a menetelmil-
l& el usein ole mahdollista. Tallaisessa tilanteessa pitéd kayttéd sellaisia menetelmig,
jotka perustuvat bakteerin periman tunnistukseen. Yksi tallainen menetelma on pneu-
mokokin nukleiinihapon osoitus geenimonistusmenetelmén (Polymeraasiketjureaktio,
PCR) avulla PCR-menetelma vaikka on tarkka ja luotettava tutkimusmenetelma, mutta

el ole nopea ja se on tydlas. PCR-tutkimuksen teko vaatii ennakko-suunnittelua, joten
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gtd e aina voi tehda samana padivang, kun sita tarvitaan. Tala tavalla pneumokokin
tunnistaminen ja eristdminen veriviljelysté on pitk& prosessi, jossa jokaista naytetta pi-
téd seurata erikseen. Korvaavaks menetelméksi on gjateltu Gen-Probe AccuProbe-
hybridisaatiomenetelmaa, silla se on nopea perimén tutkimukseen perustuva menetelma
ja helppo tehda Tyobssa mééritén tdman uuden menetelméan spesifisyytta ja sensitiivi-
syytta perinteiseen- ja PCR-menetelman verrattuna ja myds pohdin sen kykya erottaa

pneumokokkia muista bakteereista.

2 STREPTOCOCCUSPNEUMONIAE

Streptococcus pneumoniae (Pneumokokki) on alfa-hemolyyttinen streptokokki (kuvio
1). Pneumokokki on kapselillinen kokkibakteeri, joka esiintyy pareina tai lyhyina ket-
juina. Se esiintyy usein pareittain, mista syysta sille on annettu myds nimi diplokokki.
Paksu peptidoglykaanikerros on luonteenomainen grampositiivisen bakteerin solusei-
nélle, kun gramnegatiivisilla on ohut peptidoglykaanikerros. (Huovinen ym. 2005: 120,
62.)

KUVIO 1. Sreptococcus pneumonaen alfa-hemolyysi verimaljalla (Bakteriologian
osastolla otettu kuva 2009).

Pneumokokki on yleinen térkea lasten ja aikuisten taudin aiheuttgja. Pneumokokki levi-
a4 pisaratartuntana ja infektion aiheuttava pneumokokki on yleensa perdisin omasta
hengitystiefloorasta. Sen aiheuttamat infektiot olivat ennen penisilliinin keksimista ta-
vallisia kuolinsyitd. Pneumokokilla on keskeinen merkitys tarkeiden infektioiden aihe-

uttgjana. (Huovinen ym. 2005: 120.)

Pneumokokki aiheuttaa lievia yldhengitysteiden tulehduksia kuten poskiontelotulehduk-
siajalapsilla yleisia vélikorvan tulehduksia. Usein pneumokokin aiheuttamia hengitys-
tieinfektioita edeltda virusinfektio, joka vaurioittaessaan limakalvoa antaa pneumokokil-
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le mahdollisuuden tunkeutua ympérdiviin kudoksiin. Pneumokokki aiheuttaa my6s va-
kavia invasiivisia infektioita, joissa bakteeri voidaan viljella normaalisti steriilista nayt-
teesté esmerkiks veresta ja aivo-selkaydinnesteesta. (Huovinen ym. 2005:120-121.)

2.1 Streptokokit

Streptococcus pneumoniae kuuluu streptokokkien sukuun. Streptokokit ovat saaneet
nimensa siitg, etté ne ovat ketjuissa (strepto) kasvavia grampositiivisia kokkibakteereita
ja muodoltaan pyoreita. Streptokokit ovat katalaasi- ja oksidaasinegatiivisia kokkibak-
teereita. (Hanninen — Huovinen 1991: 14-15.)

Streptokokit jaotellaan niiden aiheuttaman hemolyysin perusteella beeta-, alfa- ja non-
hemolyyttisiin streptokokkeihin. Hemolyysi havaitaan vertasiséltavalla verimaljalla
bakteeripesdkkeiden ympérilla punasolujen hajoamisena. Beeta-hemolyysi on kirkas,
punasolujen totaalinen hajoaminen, alfa-hemolyysi on epatdydellinen hagoaminen ja
nonhemolyysi on tilanne, jossa streptokokit eivéat hajota verta lainkaan. (Hanninen —
Huovinen 1991: 13.)

Streptokokit jaotellaan liséksi soluseindman rakenteiden perusteella Lancefieldin ryh-
miin. Ryhmitys perustuu streptokokkien soluseindn antigeenisen ryhméspesifiseen po-
lysakkaridiin, jonka perusteella streptokokit jaetaan serologisiin ryhmiin. Lancefieldin
ryhmista kaytetdan erityisesti beeta-hemolyyttisia streptokokkeja luokiteltaessa, A-, B-,
C-, D-, G- jaF-ryhmi&a (Hanninen — Huovinen 1991: 13.)

Viridansryhman-streptokokit  myds kuuluvat — streptokokkien  sukuun.  Viridans-
streptokokit hajottavat punasoluja verimaljalla joko niin, etta ne ovat alfa-hemolyyttisia
kuten pneumokokit tai niilla el ole lainkaan hemolyysia eli ne ovat nonhemolyyttisia
Viridans-streptokokit ovat suuontelon, suoliston, emétimen ja osin ihonkin normaali-
flooraa. Niiden taudinaiheuttamiskyky on varsin heikko. Kuitenkin ne voivat aiheuttaa
endokardiitteja ja neutropeenisilla potilailla sepsiksia Kansanterveyslaitoksen sairaa-
lainfektio-ohjelmassa perdti 22 % veriviljelyista eristetyista viridans-streptokokeista oli
resistentteja penisilliinille. (Huovinen ym. 2005: 127-128.) Viridans-streptokokit ja
pneumokokit ovat lahisukuisia. Taldin niiden erottaminen toisistaan tulee joskus han-
kalaksi. Tassd tyossd tarkistan AccuProbe-menetelméan spesifisyyden viridans

streptokokin erottamiseksi pneumokokista.



2.2 Streptococcus pneumoniaen virulenssitekijat

Virulenssitekijét antavat bakteereille ominaisuuksia, joiden avulla ne voivat aiheuttaa
taudin. Pneumokokilla oletetaan olevan lukuisia virulenssitekijoita. Osa virulenssiteki-
joista on bakteerisolun pinnalla ja osa vapautuu aktivoituessaan solun sisélta. Kaikki
pneumokokkikannat eivét ole patogeenisia, silla useilta kannoilta puuttuu yksi tai use-

ampi virulenssitekija. (Ahola 2001.)

Tarkeimpana virulenssitekijana pidetéan bakteerin polysakkaridikapselia, joka suojaa
bakteeria isdnnan fagosytoosilta. Pneumokokilla on 90 erilaista kapselipolysakkaridi-
tyyppid, joista vain osa yleisia taudinaiheuttgjia. (Huovinen ym. 2005: 120.) Kapseli
koostuu muun muassa suuren molekyylipainon omaavista oligosakkaridipolymeereistd,
jotka sisaltavét toistuvasti kahdesta kahdeksaan monosakkaridiyksikkda. Kapselin po-
lysakkaridiketjut ovat isdntasoluille tunnistuskohteita, ja ndin polysakkaridiketjut saavat

aikaan isAntasoluissa vasta-aineen tuotantoa. (Ahola 2001.)

Pneumokokin soluseina koostuu pdaosin peptidoglykaanista sek& pienelta osin teikko-
hapoista, soluseindan kiinnittyneisté polysakkaridiketjuista ja koliiniasitovista proteii-
neista. Soluseinan polysakkaridit reagoivat akuutin vaiheen proteiinin CRP.n (C-
reaktiivinen proteiini) kanssa, jareaktio johtaa komplementin aktivoitumiseen. Solusei-
na osallistuu kapselittoman pneumokokin kiinnittymiseen isannén epiteelisoluihin. Pep-
tidoglykaanin johdosta grampositiiviset bakteerit ovat herkkia penisilliinille ja sen joh-
dannaisille. (Ahola 2001; Huovinen ym. 2005: 120, 965.)

Sreptococcus pneumoniaen tuottama IgA1 -proteaasi on bakteerin kolonisaatiota edis-
tava sinkkimetalloproteaasi, jonka tehtdvana on pilkkoa spesifisesti isantésolujen im-
munoglobuliini-Al-proteiinien peptidisidoksia. Bakteeri el juutu isantdsolujen tuotta-
maan IgA:n ja musiinin (lima-aine) muodostamaan kompleksiin, jolloin isannan im-
muunivaste heikkenee. (Ahola 2001.)

Pneumolysiini kuuluu grampositiivisten bakteerien patogeenisten proteiinien suureen
ryhmaan, sytolysiinethin. Pneumolysiini on solunsisdinen proteiini, joka vapautuu vain
pneumokokkisolun hajotessa, eli bakteeri el erita sita aktiivisesti. Pneumolysiini ei
esiinny solun pinnassa, vaan solun sisallg, sytoplasmassa. Pneumolysiinin tuhoavat vai-
kutukset kohdistuvat muun muassa keuhkoihin. (Skytta 2002: 4.) Pneumolysiini korkei-
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na pitoisuuksina aiheuttaa isdntasolun membraaniin reikia minkd seurauksena koh-
desolu hagjoaa. Pienempina pitoisuuksina pneumolysiini saa aikaan sytokiinien tuotan-
toa. Pneumolysiini-negatiivisten pneumokokkikantojen on todettu olevan vahemman
virulenttgja kuin pneumolysiini-positiivisten. (Ahola 2001.)

Autolysiinit kuuluvat lagjaan entsyymien ryhmaan, joilla on kyky pilkkoa bakteerien
soluseinaman peptidoglykaanikerrosta. Autolysiinientsyymit sijaitsevat solun pintaosis-
sa ja niiden katsotaan liittyvan moniin solun fysiologisiin toimintoihin, kuten soluseinan
kasvuun, aineenvaihduntaan ja solun jakautumiseen. Sen taydellista merkitysta baktee-
risolulle el kuitenkaan viela tunneta, mutta fysiologisten toimintojen lisdksi se liittyy
pneumokokin patogeneesiin. (Skytta 2002: 4.)

Pneumokokillaresistenssi penisilliinille perustuu penisilliinia sitovien proteinien (PBP)
muutoksiin. Penisilliinia sitovien proteiinien heikentynyt affiniteetti antibiooteille tekee
pneumokokista resistentin. Penisilliinia sitovat proteiinit sijaitsevat bakteerisolun solu-
seindssa. Pneumokokin penisilliiniresistenttiyden on osoitettu johtuvan viiden kro-
mosomaalisen, penisilliinid sitovan proteiinin (1A, 1B, 2A, 2X ja 2B) sekvenssin vaih-
teluista, jossa pbp2b-geenin merkitys on havaittu erityisen térkedksi. Diagnostiikassa
pbp2b-geenid voidaan hyoddyntda erottamaan herkét ja resistentit kannat toisistaan.
(Skyttéa 2002: 5.)

3 VERIVILJELY

ja seka tekeméan niille herkkyysméérityksia Nayte tulee ottaa mielelléén ennen antibi-
oottihoidon aloittamista. K&ynnissa oleva antibioottihoito ei kuitenkaan ole este verivil-
jelyn ottamiselle. Kaks veriviljelyndytettd 15-60 minuutin valein on yleensa riittava
maara. Kiireellisissa tapauksissa ne voidaan ottaa samanaikaisesti molemmista kasista
Endokardiittiepéilyssi otetaan nelja veriviljelynaytettd vuorokauden kuluessa. (Néayt-
teenoton asiantuntijaryhma 2006; Kauppila 2007.)

Suomessa ja muuallakin maailmassa yleisin sepsiksen (verenmyrkytys) aiheuttaja mik-
robi on Escherichia coli. Seuraavaks tavallisimpia ovat voimakkaasti yleistyvét koagu-
laasinegatiiviset staphylokokit, kuten Staphylococcus epidermidis, seka maaraltaan mel-
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ko vakaina pysyneet Saphylococcus aureus ja Streptococcus pneumoniae. Tyypillinen
avohoidosta saatu sepsis on pneumokokkisepsis. Pneumokokkisepsiksen syntyyn vai-
kuttavia tekijoita ovat muun muassa tupakointi, alkoholismi, HIV-infektio ja pernan
poisto. (Meri ym. 2005: 503-504.)

Veriviljelyprosess koostuu 1) ndytteenotosta, 2) mikrobien kasvatuksesta (liséantymi-
sesta ravinneliemessd), 3) mikrobin kasvun osoituksesta ja 4) mikrobin tunnistuksesta
(Kauppila 2007).

3.1 Naytteenotto

Naytteenotto tulee ehdottomasti suorittaa steriilisti, koska pienikin méara mikrobia ihol-
ta ravinnerikkaaseen veriviljelypulloon péastyaan alkaa kasvaa voimakkaasti ja voi joh-
taa vaaréan positiiviseen tulokseen. Ihon pistosalue ja viljelypullojen pdét puhdistetaan
seriililla sidetaitoksella, joka kostutetaan 0.5 % klooriheksidiinispriihin. Veriviljely
suositellaan otettavaks alueelta, josta el aikaisemmin ole otettu verindytteitd. Muut la-
boratoriokokeet otetaan veriviljelyn jalkeen. Veriviljelynayte otetaan ensin aerobipul-
loon ja sitten anaerobipulloon, silla neulassa oleva ilma tyhjentyy aerobipulloon. Aikui-
silta otetaan naytettd 5-10 ml kumpaankin pulloon. Lapsilla ndytemaéra tulee suhteuttaa
lapsen painoon. Veriviljelyndytteenoton ohjeen mukaan lapsilta naytetta otetaan anae-
robiseen veriviljelypulloon 5-8 ml ja lasten aerobiseen veriviljelypulloon 1-4 ml. Pul-
loja k&&nnetdan muutaman kerran. (N&ytteenoton asiantuntijaryhma 2006.)

Veriviljelypulloon laitetun veren tilavuus voi vaikuttaa tuloksen herkkyyteen. Jos on
vahemman verta, vahentéa se viljelyn herkkyyttd, kun taas suurempi maéréa verta el valt-
tamatta lisda herkkyyttd, koska useamman potilaan veressa olevat tekijat ja kaytetyt
mikrobilé8kkeet lisdéntyvét, seurauksena ne voivat vahingoittaa soluja eli mikrobilyysi.
(XIANG 2006: 3.) Veriviljelyautomaattiin kaytetdan kolmea erilaista pulloa, muun mu-
assa aerobi- ja anaerobi-pullot seka lasten pullot, kullekin laitevalmistgjalle omansa.
Veriviljelypullot toimitetaan naytteenoton jalkeen valittomasti veriviljelyautomaattiin.
Mikali tama ei ole mahdollista, pullot tulee séilyttéa kuljetusta odottaessa huoneenlam-
modssa vaaka-asennossa. (Naytteenoton asiantuntijaryhméa 2006; Huovinen ym. 2005:
30.)



3.2 Mikrobien kasvatus

Eri mikrobit ovat ravinne- ja happivaatimuksiltaan erilaisia. Suurin osa merkittavista
patogeeneistd kasvaa kuitenkin hyvin nykyisissa kaupallisissa veriviljelyelatusaineissa.
Mykobakteereita varten on kehitetty oma elatusaineensa, samoin joillakin kaupallisilla
valmistgjilla on erityiselatusaineet sienille. Suurin osa merkittavista patogeenisista hii-
voista kasvaa kuitenkin hyvin tavallisissa aerobiveriviljelypulloissa. (Kauppila2007.)

Veressa on monia mikrobien kasvua estévié ta haittaavia tekijoitd esimerkiksi leu-
kosyytit, vasta-aineet ja muut immuunipuolustuksen osatekijéat. Lisdksi potilasta voi-
daan hoitaa antibiooteilla tai sytostaateilla, jotka voivat estéd mikrobien kasvua verivil-
jelmissi. Naiden tekijoiden eliminoimiseksi tai pitoisuuksien alentamiseksi on joihinkin
veriviljelypulloihin lisétty erilaisia aineita, muun muassa SPS (sodium polyanetholsul-
fonate) ja aktiivihiilta SPS on monipuolinen tekija veriviljelyelatusaineissa, silla
SPS:lla on antikoagulantti-, antikomplementti- ja antifagosyyttiominaisuus. Se my6s
inaktivoi lysotsyymid, aminoglykosideja, ja polymyksiinia (Pien ym. 2007.)

Viljely tapahtuu +35-37 °C:.een lampotilassa, jossa valtaosa mikrobeista kasvaa opti-
maalisesti. Taytyy muistaa, ettd mikrobien kasvu alkaa heti, kun ndyte saadaan pulloon,
eika vasta siind vaiheessa kun pullo laitetaan inkubaattoriin. Automatisoiduilla systee-
meill& saadaan joskus vaaria negatiivisia tuloksia, kun pullon asentaminen automaattiin
viivastyy esimerkiksi pitkan kuljetusmatkan vuoksi. Talldin mikrobi on ehtinyt kasvus-
saan dtationaariseen vaiheeseen ennen pullon asentamista automaattiin, eika automaatti
enda tunnistakaan mikrobien lisdantymista pullossa. Yleinen suositus on, ettd pullot
tulisi laittaa automaattiin viipymétta, ja mikali kuljetus automaatille kestéa kauan, kulje-
tus ja sailytys ennen kuljetusta tapahtuisivat enintddn huoneenlammadssa, jolloin mikro-
bien kasvu on hitaampaa. (Kauppila 2007.)

3.3 Veriviljelykasvun osoitus

Veriviljelykasvun osoittamista varten potilaan verindyte viljelldan veriviljelypullossa.
Manuaalisissa systeemeissa mikrobikasvu voidaan todeta vain mikroskopoimalla ja vil-
jelemdlla pullon sisélté maljoille. (Kauppila 2007.) Automatisoidut systeemit halyttavéat

havaitessaan pullossa mikrobikasvua esimerkiksi hiilidioksidin tuoton perusteella. Au-
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tomatisoiduissa systeemeissa vaérien positiivisen madra on 1-10 %. (Karahan ym.
2005.)

Ajankohta, jolloin veriviljelma havaitaan positiiviseksi, riippuu mikrobilajista seka sen
alkuperdisestd madrasta veressi. Suurin osa tavallissmmigta veriviljelylla l6ytyvista
merkittavista bakteereista esimerkiks E. coli ja S. aureus voidaan osoittaa ensimmaisen
12 tunnin sisélla naytteenotosta. Sienet, anaerobibakteerit ja jotkut hidaskasvuisemmat
aerobiset bakteerit voivat vaatia 2—3 vuorokauden kasvatuksen, ennen kuin kasvu on

osoitettavissa. (Kauppila 2007.)

Kasvuaika voi olla pitkéa myos, jos mikrobia on paassyt pulloon hyvin pieni méaré iho-
kontaminaationa. Téta tietoa voidaan kayttda hyvaksi silloin, kun arvioidaan veriviljely-
|6ydoksen merkittavyytté kliinisiin oireisiin ndhden. (Kauppila 2007.) Veriviljelyn néyt-
teenottoon liittyvat kontaminaatiot ovat varsin yleisid (10-20 % kaikista positiivista
vastauksista). Erityisesti koagulaasinegatiivinen stafylokokki vain yhdessa veriviljely-
ndytteessd aikaisemmin terveella potilaalla on usein kontaminaatio. Grampositiiviset
sauvabakteerit aikaisemmin terveelld potilaalla ovat usein myds peréisin potilaan iholta
(Hautala 2007.)

Hiilidioksidipitoisuuden nousu pullossa voi johtua muusta kuin mikrobikasvusta. Taval-
lisin v&arien positiivisten tulosten syyna on voimakkaasti jakautuvien leukosyyttien
aineenvaihdunta hematologista malignoomaa sairastavilla potilailla. (Kauppila 2007.)

3.4 Veriviljelykasvun tunnistus

Automaatin positiivisiksi toteamat pullot tutkitaan perinteisilla tutkimusmenetelmilla
Positiivisen pullon nayte varjatéan gramvérjayksella Mikali varjdystulos on epaselva,
tehddan toinen preparaatti, joka varjatdan akridiinioransivarjdyksella. Niista tehdaén
maljaviljelmé mikrobitunnistusta ja antibioottiherkkyysmaaritysta varten. Positiivisesta
pullosta tehddan vérjaysta ja viljelldan suklaamaljalla ja FAA-maljalla. Selvan vérjayk-
sen perusteella tehddan jatkotutkimuksia javiljelyja. (Hautala 2007.) Mikdali perinteisilla
menetelmilla el voi tunnistaa bakteerilajin esimerkiksi kun varjéys ei ole selva eilka mal-
joilla ole mit&&an kasvua, silloin selvitetdan bakteerilaji PCR-menetelmalla. (Veriviljely-
pisteen tydohje 2009.)



3.5 Automaattinen veriviljelyjérjestelma

Nopea mikro-organismien havaitseminen veresta on yks tarkeimmista tehtavista diag-
nostiikkaa tekevissa mikrobiologian laboratoriossa. Automaattinen veriviljelyjérjestel-
ma toteuttaa taman térkedn tehtdvan vahentamalla tarvittavan positiivisen veriviljelyn
osoittamiseen kestévad aikaa ja vahentdamalla kasvatusmaljan kasittelya (Karahan ym.
2005.)

Automaattisia veriviljelyjarjestelmid on kaks BACTEC 9000 (Becton Dickinson) ja
BacT/ALERT (Biome'rieux), jotka ovat lagjalti kéytdssd. Molemmat systeemit ovat
téysin automaattisia. Molemmissa laitteissa organismien kasvun seuranta toteutuu mit-
taamalla CO2:n tuotantoa. BacT/ALERT 3D -systeemissa on kayttssa kolorimetriset
anturit (colorimetric sensor) ja BACTEC-systeemissa CO2 kasvu mitataan fluoresens-
sianturin avulla (fluorescent sensor). (Karahan ym. 2005; Koneman ym. 2005: 104.)

BacT/ALERT on ensimméinen veriviljelyyn tarkoitettu automaattianal ysaattori, joka on
kehitetty Y hdysvalloissa (Koneman ym. 2005: 104). BacT/ALERT on ké&ytdssa monissa
kliinisissa laboratorioissa Suomessa, muun muassa HUSLAB Bakteriologian osaston
veriviljely-yksikossa

3.6 BacT/ALERT 3D -veriviljelylaite

BacT/ALERT 3D on uuden sukupolven veriviljelylaitteisto, joka on suorituskykynsa ja
ominaisuuksiensa vuoksi Suomessa lagjasti kaytossa. Jarjestelma on non-invasiivinen,
kuin jérjestelma ilmoittaa pullon positiiviseksi tal lopullisesti negatiiviseksi.
(BacT/ALERT 3D 2002.)

BacT/ALERT 3D -veriviljelylaitteiston toimintaperiaatteessa mikrobikasvu todetaan
mittaamalla mikrobien aineenvaihduntatuotteita. Jos viljeltdvassi naytteessa on mikro-
beja, ne tuottavat hiilidioksidia metaboloidessaan ravintoliemen substraatteja. CO2-
tuoton seurauksena pullon pohjassa oleva sensori alkaa muuttaa véarigan sinivihreasta
vaaleampaan keltaiseen. Laitteen jokaisessa solussa on reflektometri, joka seuraa jatku-
vasti tunnistimen vérin vaihteluja. Valolahde (LED) l&hettda valoa jatkuvasti pullon
pohjaan, ja vastaavasti fotodetektori mittaa jatkuvasti pohjasta heijastunutta valoa (ku-
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vio 2). Mitd suurempi CO2-tuotto, sitd enemman valoa heijastuu. (BacT/ALERT 3D
2002.)

Postiivinen pullo havaitaan kolmella eri tavallas 1) mikrobien lisdantyessa CO2-
pitoisuuden muutos on kiihtyva, 2) CO2-pitoisuus on suurempi kuin laitteeseen asetettu
positiivisuuden raja tai 3) CO2-pitoisuus lisdantyy jyrkasti (kasvukdyran kulmakerroin
suurempi kuin koneelle ohjelmoitu). Ellei CO2-taso nouse tai ei ole kiihtyvaa kasvatuk-
sen akana, ilmoitetaan pullo negatiiviseksi kaytetyn viljelyajan loputtua.
(BacT/ALERT 3D 2002.)

Jeriviljelypullo

Heijastunut

valo +

Fotodetektori

KUVIO 2. BacT/ALERT 3D -veriviljelylaitteiston reflektometrin toimintaperiaate.

Pulloja inkuboidaan automaatissa yhteensd 5,5 vuorokautta tai kunnes automaatti il-
moittaa, et nayte on positiivinen. Kasvatusaika muutetaan jos |&8hettgja ilmoittaa jon-

tal brucella-infektiota. (Veriviljelypisteen tydohje 2009.)

BacT/ALERT 3D -jéarjestelmé&an kuuluu ohjausmoduli ja vahintéan yksi inkubointimo-
duli. Y hden inkubointimodulin kapasiteetti on 240 pulloa. Ohjausmoduliin voidaan kyt-
keé kuusi inkubointimodulia. Inkubointimoduli sisdltda nelja koteloa. Kussakin kotelos-
sa on kolme hyllyg, joka sisdltda 20 solua eli yhden kotelon kapasiteetti on 60 pulloa
(kuvio 3). Solussa on solun sisékalvo, joka tunnistaa pullon olevan solussa. Jérjestelmé
el vaadi ulkoista tietokonetta, mutta tietokoneen kayttd yhdessa observa-ohjelmiston
kanssa parantaa merkittavasti tietokantaominaisuuksia. (BacT/ALERT 3D 2002.)
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BacT/ALERT 3D -laitteessa ei ole tarpeellista kalibroida soluja systemaattisesti. Solu
pitda kalibroida ainoastaan silloin, kun laite ilmoittaa solusta, jonka siséinen kontrolli on
epdonnistunut. Solu, jonka sisainen kontrolli tai kalibrointi on epdonnistunut, ei mittaa
solussa olevaa pulloa, siksi on valttaméatontd, etta viallinen solu kalibroidaan tai sammu-
tetaan. (BacT/ALERT 3D 2002.)

Ohjausmoduli

Inkubgintimaduli
Kosketusnayttt
Lampéamittari [~

Vihred ja keltainen >~
merkkivalo —

KUVIO 3. BacT/ALERT 3D -veriviljelylaitteisto (BacT/ALERT 3D 2002).

Pullon pohjan tunnistimen vérin vaihtelussa mittauslukemat (reflektanssilukemat) néky-
vét tietokoneelta kasvukayrana. Kasvukayran Y-akselin oletusarvo on 0 — 5000 RU
(Reflectance units) eli heljastumisen valon yksikko ja X-akselin 0 — Maksimi testiaika
(péiva tai tunti). Jos pullo on méaritetty positiiviseksi, talléin yksi piste ja toteamiseen
kaytetty aika ndkyvét kyseessa olevassa kohdassa kayralla. (BacT/ALERT 3D 2002.)
Kuviossa 4. esitetty kaks positiivista ja yksi negatiivinen kdyrd Ensimmainen on nega-
tilvinen kéyra Toinen on positiivinen kayrg, jossa veriviljelypullo on tullut positiivisek-
si 15 tunnissa. Kolmas on positiivinen kéyrd, jossa veriviljelypullo on tullut postiivi-

seksi nopeasti 0,18 paivassa eli noin neljéjapuoli tunnissa.

4{]30 Result Negative 1 5000+ Result Positive 2 | Result: Positive 3
2 4000
] 40004 [
0 2018 déys /
0 15.0 TUNTIA| | 5= !
g 0
- JJ ESESTEI. 3000 g j
02000 %
9 32000
¢ 20004 [ 1%
14
10004
0 : ; ' 0
0 — 0 N—
i Time in1Day_s 0 1 |1l Time in days

KUVIO 4. Veriviljelyautomaatin kasvukayré (potilaiden veriviljelytuloskayria 2009).
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4 PNEUMOKOKIN PERINTEISET TUNNISTUSMENETEMAT

Positiivisesta veriviljelypullosta tehd&an perinteisia tutkimusmenetelmia bakteerin tun-
nistamista varten. Pneumokokin perinteiset tunnistusmenetelmét ovat fysiologisia ja
biokemiallisia menetelmi& Naita ovat pesékkeen morfologia, véarjdys (Gram- ja Akri-
diinioranssivérjdys), katalaasikoe, afa-hemolyys verimaljalla, optokiiniherkkyys, sap-
piliukoisuus seka antigeeniosoistus (latex). (Gen-Probe-valmistajan tutkimus 2007.)

4.1 Pesdkemorfologiajaalfa-hemolyysi

Verimaljallayli yon kasvanut pneumokokkipesdke on muodoltaan sdannéllisen pyorea,
keskella on laakea syvennys ja reunoilla matalat vallit. Pesdkettd ymparoi vihertava al-
fa-hemolyysi. (Huovinen ym. 2005:123.) Pneumokokki on alfa-hemolyyttinen strepto-
kokki (kuvio 1). Alfa-hemolyysi havaitaan vertasisiltavélla verimaljalla bakteeripesak-
keiden ympérilla punasolujen epétdydellisena hajoamisena. (Hanninen — Huovinen
1991: 13.) Viridans-streptokokit myds hajottavat punasoluja verimaljalla joko osittain

eli alfa-hemolyysi tai ei lainkaan eli nonhemolyysi (Huovinen ym. 2005: 128).

4.2 Gramvarjays

Gramvérjays on Kkliinisen bakteriologian yksinkertaisin, halvin ja térkein pikatesti.
Gramvarjays erottelee bakteerit soluseindn rakenteen perusteella kahteen eri luokkaan
muun muassa grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin. Véarjays perustuu grampositiivisten
ja gramnegatiivisten bakteerien soluseindn perusrakenteen eroon. (Meri ym. 2005:
21-22))

Gramvarjayksessa objektilasille kiinnitetdan bakteerindyte esimerkiksi kuumentamalla,
varjadan ensin eméaksisella kristalivioletilla Seuraavaksi véri kiinnitetédn jodi-
kaliumjodidiliuoksella. Taméan jalkeen néyte huuhdellaan asetoni-alkoholiseoksella
Grampositiiviset bakteerit séilyttavat taloin violetin vérinsa, mutta gramnegatiivisista
se huuhtoutuu pois. Lopuksi nayte véarjataan punaisella safraniinilla, joka saa gramnega-
tilviset bakteerit ndkyviin punaisina. Grampositiivisten bakteerien soluseindssa on useita
kymmenia paéllekkaisia peptidoglykaanikerroksia, kun gramnegatiivisilla bakteereilla
kerroksia on vain yksi. Grampositiiviset bakteerit nakyvéa mikroskoopissa sinisen vio-
letteina, gramnegatiiviset punaisina. (Meri ym. 2005: 22.)
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4.3 Akridiinioranssivérjays

Gramvareilla heikosti varjaytyvét bakteerit saadaan akridiinioranssilla ndkyviin. Akri-
diinioranssivérjayksen tarkein kayttoalue on bakteerien ja hiivojen nopea osoittaminen
etenkin normaalisti kehon eritteista ja seriileistd nesteistd, kuten veresta tai nivelnes-
teestd Menetelméan etuna on suuri herkkyys ja lisdksi akridiinioranssivérjdys auttaa
gramvarjaysta paremmin erottamaan mikrobit esimerkiks runsaan kuolleen kudosmas-
san seasta. Vériaine sitoutuu happamassa liuoksessa DNA:han. Bakteerit ja hiivat hoh-
tavat akridiinioranssivalmisteen fluoresenssimikroskopiassa kirkkaan oransseina, kun
taas nisakasperdinen DNA kuten mérkanadytteessa leukosyytin tuma nayttda vihredlta tai
kellertavalta. (Meri ym. 2005: 22.)

4.4  Optokiinitesti ja katalaasikoe

Optokiinitestin periaatteena on optokiinin (etyylihydrokupreiininhydrokloriidi) kyky es-
té& pneumokokin kasvua hyvin pienina pitoisuuksina (Keski-Vinkka 1999: 10). Opto-
kiinitestissa viljellédn tunnistettavasta pesékkeestd bakteerimassa tasaiseksi matoksi
verimaljalle ja viljelman paélle laitetaan optokiinikiekko. Pneumokokkia epailtéessa
veressa herkkyysmaaritys tehdaén suoraan veriviljelypullon ndytteesta ja optokiinikiek-
ko verimaljalle. (Veriviljelypisteen tydohje 2009.) Maljaa inkuboidaan yli yon +35
°C:ssa CO2 — atmosféaérissd, minka jalkeen muodostuneen estorenkaan halkaisija mita-
taan. Jos estorengas on tiettya rajaa suurempi, kyseessa on pneumokokki. (kuvio 5) Es-
torenkaan halkaisija on riippuvainen kaytetyn kiekon optokiinipitoisuudesta. (Skytta
2002: 8.)

TRy
e

KUVIO 5. Pneumokokin obtokiinitesti verimaljalla (Bakteriologian osastolla otettu ku-
va 2009).

Optokiiniresistentteja pneumokokkeja esiintyy, mutta ne ovat harvinaisia. Optokiini
saattaa my0Os ehkéista joidenkin viridans-streptokokkien kasvua, mutta paljon suurem-
pina pitoisuuksina. Joillakin viridans-streptokokeilla voi olla kapea estovyohyke. T&
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man takia on kiinnitettéva huomiota myo6s pesakkeen ulkondkdon ja muihin pneumoko-
kin tunnistustestien tuloksiin. (Keski-Vinkka 1999: 10.)

Katalaas kokeen avulla todetaan, tuottaako bakteeri katalaasientsyymid. Katalaas hagjot-
taa vetyperoksidin vedeksi ja hapeksi. Happi todetaan kaasukuplien muodostumisena.
Katalaasikoetta kdytetédan grampositiivisten kokkibakteerien erottelussa. Enterokokit ja
streptokokit eivét tuottaa katalaasia, mutta stafylokokit tuottavat. Pneumokokki on siis
katalaasinegatiivinen bakteeri. (Katalaasikoe 1999.)

45 Lateksiagglutinaatiokoe

Pneumokokin kapselipolysakkaridiantigeenejd seka pneumokokeille yhteista C-
polysakkaridia voidaan osoittaa immunokemiallisesti. Antigeenin osoituksen herkkyys
viljelyyn verrattuna on 80-90 % menetelman mukaan. Lisaksi antigeenin osoitus voi
antaa positiivisen tuloksen potilailla, joilla antibioottihoito on aloitettu ennen néyt-
teenottoa. Sairaalahoitoon otetuilta keuhkokuumepotilailta tulis aina ottaa veriviljely-
ndyte ja etsia virtsan pneumokokkiantigeengja. (Huovinen 2005: 123.)

L ateksiagglutinaatiokokeessa vasta-aineen (tai antigeenin) esiintymista tutkitaan anti-
geenilla (tai vasta-aineella) padlystettyjen latekspartikkeleiden tarttumisella toisiinsa
(Huovinen ym. 2005: 958). Testia kdytetéan pneumokokin tunnistamiseen. Testin peri-
aatteena on pneumokokkisuspension sakkauttaminen pneumokokkiantiseerumilla paal-
lystetyilla latex-partikkeleilla. Latex-partikkelit kiinnittyvat Pneumokokin kapselipo-
lysakkaridiantigeeneihin, jolloin syntyy sakka eli agglutinaatio. (Keski-Vinkka 1999:
11.) Pikatestin kayttdohjeen mukaan voi kayttééd suoraan seka veriviljelynaytetta etta
pesdketta. Testipakkauksessa on positiivinen ja negatiivinen kontrolli. Vaara positiivi-
nen tulos voidaan joskus nahda testissd, jos nadytteessa oli muita bakteerilajeja, muun
muassa C-ryhman streptokokit, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Strepto-
coccus salivarius, Streptococcus mitis ja Streptococcus milleri. (Slidex pneumo-Kit
2004.)

4.6 Sappiliuokoisuustesti

Pneumokokin erottamiseen muista alfa-hemolyyttisista streptokokeista kaytetadn myos
sappiliukoisuustestia. Pneumokokki liukenee sapen (10 % natriumdeoksikolaati) 1asna
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ollessa autolyyttisen entsyymin toiminnan tuloksena. Pneumokokki on sappiliukoinen,
mutta muut alfa-hemolyyttiset bakteerit eivat padasdantdisesti liukene sappeen. (Skytta
2002: 8.) Menetelmé ei ole tarpeeks spesifinen, sillé joidenkin kantojen pneumokokki-
bakteerit eivét antaa positiivisia sappiliukoisuustuloksia ja toisaalta on myos sellaisia
viridas-streptokokkia, jotka liukenevat sappeen. Taman takia on huomioitava my6s mui-
hin testientuloksiin. (Cheesbrough 2006.)

Koeputkimenetelmassa otetaan steriiliin silmukkaan runsaasti bakteerimassa tunnistet-
tavasta pesdkkeistostéd. Suspensoidaan se 2 ml steriilia keittosuola putkessa. Jaetaan seos
kahteen putkeen. Toiseen putkeen (testiputki) tiputetaan 2 tippaa Sappi reagennssia ja
toiseen putkeen (negatiivinen kontrolli) 2 tippa steriilivetta. Sekoitetaan putket kevyesti
ja inkuboidaan putkea 10 — 15 minuuttia 35 — 37 °C. Mikéli testiputken sameus havisi
kontrollin vertailemalla, on tunnistettava bakteeri sappiliukoinen. Sappi liukoisuustesti
voidaan suorittaa myos tiputtamalla sappireagenssi suoraan pesakkeille. Mikali inkubaa-
tion aikana pesékkeet hgjoavat, on tunnistettava bakteeri sappiliukoinen. (Cheesbrough
2006.)

5 GEENITUNNISTUSMENETELMAT

Suurin osa mikro-organismeista voidaan tunnistaa kliinisen mikrobiologian laboratori-
0ssa perinteisia tunnistusmenetelmia kayttéen. Kuitenkin perinteisilla tunnistusmene-
telmilla eli viljelyyn perustuvalla menettelytavalla voi kestda kauan tunnistaa hidaskas-
vuisia bakteereita. Perinteisella menetelmélla el voi tunnistaa niitg, joita el voi viljella
Nukleiinihappokoettimeen perustuva tutkimusmenetelma tarjoaa nopean keinon havait-
semaan niitd mikro-organismeja. Geneettiset tutkimusmenetelmét, joissa on kayttssa
nukleiinihappokoettimia, voidaan kayttaa tunnistamassa mikro-organismeja muun mu-
assa suoraan maljoilta, viljelysta tai formaliinilla kiinnitetyista ja parafiiniin valetuista
kudosnaytteista. (Hong 2006: 134.)

5.1 Polymeraasiketjureaktio (PCR)

Polymeraasiketjureaktiolla monistetaan DNA-jaksoja, jotka sijaitsevat kahden oligonuk-

leotidialukkeen valissa. Oligonukleotidi on lyhyt, synteettinen DNA-molekyyli, joka
koostuu maksimissaan noin 150 nukleotidista. Monistettavan DNA-jakson pituus voi
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vaihdella alle sadasta emésparista tuhansiin emaspareihin. PCR-menetel massa kaytetéén
kahta aluketta, jotka sitoutuvat kaksinauhaisen DNA:n eri juosteisiin, mutta elvéat kui-
tenkaan samaan kohtaan, vaan monistettavan DNA-alueen vastakkaisiin pahin. Aluk-
keiden valiin jédva DNA-jakso on se, jota monistetaan. Kaksijuosteinen DNA toimii
templaattina. Alukkeet sitoutuvat templaattiin, sitten kun ensin denaturoidaan DNA
kaksoiguosteet toisistaan kuumennuskasittelylla Alukkeet Kiinnittyvéat templaattiin,
kun l&mpotilaa lasketaan hetkellisesti eli tehdaén lyhyt annealing-reaktio. Kun alukkeet
ovat saaneet vahan aikaa kiinnittyd, nostetaan taas lampdtilaa (noin 72 °C:seen, riippuu
hieman kaytetysta entsyymistd), jolloin DNA-polymeraas alkaa liittéa reaktioseoksessa
olevia nukleotideja alukkeen 3'-p&asta lahtien templaatin mallin mukaan. T&ta vaihetta
kutsutaan pidennysreaktioksi. Templaatin kummallekin nauhalle syntyy vastinnauha,
toinen toisen alukkeen avulla ja toinen toisen alukkeen avulla. Nauhan synteesi on val-
mis parin minuutin kuluttua. Nostetaan taas lamp6tila noin 90 °C:seen, eli kaikki nauhat
irrotetaan toisistaan. (Suominen — Ollikka 2004: 107-108.)

Sarjaa denaturointi-annealing-pidennys kutsutaan sykliksi. PCR-menetelman tuloksena,
yleensa 15-40 syklin jalkeen saadaan aun perin hyvin pienestd maarasta templaatti-
DNA:ta monistettua suuri méddra tarkalleen médratyn pituisa DNA-jaksoja. PCR-
tekniikalla monistetut naytteet analysoidaan useimmiten elektroforeesin avulla, jolla
saadaan tuntemattoman DNA-jakson koko. Agaroosigeelielektroforeesin kéytdssa
DNA-kokogtandardin avulla, kun standardin pilkkoutumistuotteiden koot tunnetaan
tarkalleen, 10ydetddn tuntemattoman DNA-jakson koko. (Suominen — Ollikka 2004:
107-108, 72-76.)

PCR-menetelméan avulla monistetaan mikrobin genomista kiinostava geeni tai geenin
osa. Monistetun osan eméasjarjestyksen eli sekvenssin perusteella voidaan paétella mik-
robin lgji, mikrobil&é&keresistenssi ja virulenssi. Ribosomaalisesta DNA:sta loytyy aluei-
ta, jotka ovat yhteisia kaikille bakteereille. Kéyttamalla néita alueita PCR alukkeiden
sitoutumiskohtina, voidaan monistaa minka tahansa bakteerin geeni ja selvittéd sisaltéé-

ko nayte esimerkiksi bakteereitavai ei. (Viljanen 1995.)

Ribosomaalinen DNA (rDNA) on ribosomaalista RNA:ta koodaava geeni. Ribosomaa-
linen DNA-sekvenssit ovat evoluution aikana séilyneet [&hes muuttumattomina. Monis-
tamalla néita geenialueita PCR-menetelmalla voidaan néytteestd tunnistaa bakteereita,
joiden tunnistaminen perinteiselld menetelmélla on hankalaa, hidasta tai mahdotonta.
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Tutkimus soveltuu muuten steriileilta alueilta otettuihin ndytteisiin, jos on epéily bak-
teeri-infektiosta, erityisesti jos bakteeriviljely on negatiivinen esimerkiksi antibiootti-
hoidon tai naytteessa mahdollisesti esiintyvan bakteerin vaikean viljeltavyyden vuoksi.
(Bakteerin nukleiinihapon osoitus 2007.) Esimerkiksi pneumokokki on erittéin herkkéa
pienillekin bakteerild8kepitoisuuksille. Pneumokokin nukleiinihapon osoituksen PCR-
menetelmélléa on viimeaikaisissa tutkimuksissa osoitettu toimivan hyvin muun muassa

korvamérkanaytteista ja sepsispotilaiden verestd tehtyna. (Huovinen ym. 2005:123.)

PCR-menetelman kayttoonoton jalkeen ja sen pohjalta on kehitetty useita muita nukle-
iinithappomonistustekniikoita, kuten ligaasiketjureaktio (ligase chain reaction, LCR) ja
reaaliaikainen PCR. Reaalialkaisessa PCR-menetelmassé fluoresoivaa koetinta kaytté
mall&a voidaan monistusta seurata reaaliajassa koeputkea avaamatta. Nain voidaan muun
muassa vahentdd geenimonistukseen liittyvid vaaria positiivisia tuloksia. (Nikkari
2002.) Reaktiossa on mukana DNA:han sitoutuvia fluoresoivia detektoreita. Mittaamal-
la fluoresenssia joka syklin jélkeen voidaan seurata tuotteen monistumista PCR-reaktion
aikana. (Pihlgja 2009.) Talla menetelmélld osoitetaan bakteerille ominainen geeni. Esi-
merkiksi  Streptococcus pneumoniaen tunnistamisessa Reaaliaikaisella PCR-
menetelmall& alukkeilla monistuu autolysiini (Iyt A)-geeni. (Tarkka — Haverinen 2008.)

Y leishakteeri-PCR-menetelmé tehdéén silloin kun epdilldan steriilin alueen bakteeri-
infektiota, varsinkin bakteeriviljelyn jd&dessa negatiiviseksi. Y leisbakteeri-PCR perus-
tuu alukkeisiin, jotka tunnistavat 16S rRNA-geenialueen konservoituja alueita. Monis-
tuva fragmentti sisaltéd myds muuttuvaa geenialuetta, jota voidaan kayttda apuna bak-
teerien lgjitunnistuksessa sekvensoinnilla. Menetelméaa voidaan kayttaa bakteeripuhdas-
viljelman lajitunnistukseen sekd bakteerien osoittamiseen ja tunnistamiseen steriilin
alueen naytteestd. Tdla menetelmalla pystytdan toteamaan lahes kaikki bakteerilgjit.
Tarvittaessa voidaan sekvenssikirjastosta varmistaa alukkeiden sopivuus, mikali néayt-
teestd etsitdan jotain tiettya harvinaista bakteeria. (Tarkka — Haverinen 2008.) Tama
menetelma el kuitenkaan erottele pneumokokkia riittavan hyvin lahisukuisista viridans-
ryhman streptokokeista ja siksi pneumokokin tunnistamiseen kaytetédn HUSLABIissa
autolysiinigeenin osoittamista. (Tarkka 2009.)
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5.2 Nukleiinihappojen hybridisaatiotekniikat

Hybridisaatio perustuu siihen, etta eri l18hteisté peraisin olevat yksinauhaiset ta esimer-
kiksi kuumennuskasittelylla yksinauhaiseksi denaturoidut nukleiinihapot pystyvét liit-
tyméan toisiinsa eli hybridisoitumaan, mutta vain jos yhteenliittyvét ovat toisilleen
komplementaariset. Jos toinen hybridisoituvista nauhoista on leimattu radioaktiivisesti,
syntynyt hybridi voidaan havaita leimatun nauhan |&hettaman séteilyn avulla. Leimattua
nauhaa kutsutaan koettimeks (probe). Nukleiinihappojen leimaukseen on olemassa
myo6s useita menetelmid, joilla hybridin havaitseminen tapahtuu esimerkiksi valo- tai
vérireaktion tai leiman aiheuttaman fluoresenssin perusteella. Hybridi voi koostua kah-
desta DNA-molekyylista, kahdesta RNA-molekyylistd ta yhdestd DNA- ja yhdesta
RNA-molekyylista (Suominen — Ollikka 2004: 114.)

Hybridisaatio-olot valitaan siten, ettéd koetin sitoutuisi mahdollisimman tehokkaasti ja
spesifisesti. Hybridisoitumiseen vaikuttavat muun muassa lampdtila, hybridisaatiopus-
kurin ionivahvuus, tutkittavan alueen ja koettimien pituus, seka GC-pitoisuus. Adeniini-
tymiiniemasparin valilla on kaksi vetysidosta (A=T), kun guaniini-sytosiiniemasparin
vdlilla niitd on kolme (G=C). Emésten valisidosten mééran perusteella A-T-parin emék-
set irtoavat toisistaan helpommin kuin G-C-parin. Hybridisaatiossa kaytetédn usein
my6s formamidia, jonka avulla voidaan alentaa muuten hankalan korkeita hybridisaatio-
lampétiloja. (Suominen — Ollikka 2004: 114 — 115, 20.)

5.2.1 Hybridisaatiomenetelman muodot

Nukleiinihapon hybridisaatiomenetelma voidaan suorittaa muutamissa muodoissa. Liu-
oshybridisaatio on menetelmé, jossa koetin ja tutkittava juoste ovat vapaasti vuorovai-
kutuksessa (solution hybridization), tai koettimet ovat vapaita ja tutkittavat nukleiiniha-
pot sitoutuvat kiintedén pintaan (solid-support hybridization). In situ hybridisaatio -
menetelméssa (in situ hybridization) ndytteend on ehja solu tai kudosnayte, joista voi-

daan suoraan havaita nukleiinihappoja. (Hong 2006: 135.)

Kova-kiinnitys hybridisaatio-menetelmassa (solid-support hybridization) leimattua koe-
tin-DNA:ta ta RNA:a kaytetddn detektoimaan (havaitsemaan) kalvolle sitoutuneet,
koettimelle komplementaariset DNA- tai RNA-alueet. Tdlaisessa menetelmassa epé-
komplementaariset hybridisaatiot pestédan pois. (Suominen — Ollikka 2004: 114-115.)
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In situ hybridisaatio -menetelméaa (ISH) kaytetééan nukleiinihappojaksojen tunnistami-
seen parafiinileikkeisté patologian laboratorioissa. Menetelma, jossa koetin on leimattu
fluoresoivalla merkkiaineella, on fluoresenssi in situ hybridisaatio -menetelméa (FI SH).
Koetin voidaan leimata esimerkiks digoksigenin- tai biotin -molekyylillg, jotka tunnis-
tetaan nayteleikkeessd immunohistokemiallisesti. Tal6in puhutaan kromogeenisesta in
situ hybridisaatio-menetelmésta. (CISH). (Jumppanen 2007.)

Liuoshybridisaatio -menetelma suoritetaan alusta loppuun asti nesteméisessa liuoksessa.
Varsinaisen hybridisaation jalkeen sitoutumattomat koettimet poistetaan. Gen-Probe
menetelmassa sitoutumattomat koettimet poistetaan lisaéamalla hydrolysoiva reagenssi.
Gen-Probe liuoshybridisaatio -menetelméssa kaytetéén ns. HPA (Hybridization Protec-
tion Assay) -menetelmai koettimen havaitsemiseen. HPA systeemi on lisannyt hyvin
Gen-Probe menetelmén sensitiivisyyttd, mikd antaa mahdollisuuden kayttéa korkeaa
kemiluminosenssi-signaalia. (Hill 1996.)

5.2.2 Ribosomaalinen RNA tarkeand kohteena mikrobilajin méarityksessi

Ribosomit ovat hyvin sdilyneita ja vattaméaon soluelin, joka on vastuussa proteiinisyn-
teesistd. Bakteerin ribosomi koostuu useista ribosomi-proteiineista ja kolmesta ri-
bosomiRNA:sta 23s rRNA, 16S rRNA ja 5S rRNA. Kasvavissa bakteerissa |6ytyy jopa
104 — 105 kappaletta 5S, 16S, ja 23s rRNA:ta. (Hong 2006: 134—-135.)

16S ja 23srRNA molekyylit koostuvat muuttuvasta sekvenssistd, joka heijastaa alkupe-
réisia fylogeneettisia eli perinndllisia ominaisuuksia. Sekvenssien vaihtelu mahdollistaa
koettimien suunnittelun erilaisia mikrobilajeja kohtaan niiden tunnistamista varten.
(Hong 2006: 134—135.)

Ribosomaalisen RNA:n 16S-yksikkoa koodittava geeni eli 16S rDNA on tunnetuin ja
ylivoimaisesti eniten kaytetty geeni bakteereiden luokittelussa. Luokittelun tarkoitus on
jaotella bakteerit kaytanndllisiin ryhmiin, joilla on yhteytta bakteereiden lajinkehityk-
seen. Taman geenin sekvenssien erot eri lajien valillakorreloivat hammastyttavan hyvin
lajien véliseen DNA-homologiaan. (Huovinen ym. 2005: 90 — 94.) Kullakin bakteerila-
jilla on ainutlaatuinen 16S rDNA sekvenssi. Nama ominaisuudet tekevat siita hyvan
merkkiaineen bakteerien tunnistamiseen. Mita pitempi 16S rDNA:n sekvenssi méérite-

tadn, sitd tarkempi on tunnistaminen. Yleensa vahintéén 200 bp (emaspari) tarvitaan,
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jotta saadaan mielekkéita tuloksia. Kattava ja tarkka tietokanta on valttamétonta baktee-
rin tarkkaan tunnistamiseen. (XIANG 2006: 324.)

On useita julkisia ja yksityisid tietokantoja kaytettavissa, kuten GenBank, Ribosomal
Database Project (RDP), Ribosomal Differentiation of Medical Microorganisms (RI-
DOM), ja muut. Niiden kautta l0ytyy esimerkiksi kohteena olevan organismin ainutlaa-
tuinen sekvenssi. (XIANG 2006: 324.)

Joidenkin bakteerilajien yhden suvun tai jopa eri sukujen 16S rDNA sekvenssit voivat
olla samanlaisia, jotka tekevét ainoastaan sekvensointianalyysiin perustuvan kantojen
erottamisen vaikeaksi, esimerkiksi, E. coli ja Shigella flexneri. Niilla on sama 16S
rDNA sekvenss ja korkea koko genomin samankaltaisuus. Nain ollen samanlaisten 16S
rDNA-sekvenssisten bakteerien lasndolossa kannattaa tehda lopullinen tunnistus vilje-
lyn- ja fenotyypityksen ominaisuuksien perusteella. (XIANG 3006: 328.) Samaa on-
gelmaa esiintyy myos viridans-streptokokin ja pneumokokin erottelussa, siksi AccuPro-
be-menetelméll& esiin tulleet ristiin menevét tulokset eivét ole yll&ttavia (Tarkka 2009).
Yli 99 % Streptococcus pneumoniaen, Streptococcus mitiksen ja Streptococcus oralik-
sen 16S rRNA sekvenssistd on samanlaista (Richter ym. 2008).

5.2.3 Koettimet

Koettimena voi toimia joko DNA tai RNA. DNA-koettimen koko voi vaihdella noin 15
nukleotidin pituisesta synteettisesta oligonukleotidista aina useiden satojen nukleotidien
pituisiin DNA-jaksoihin. Koettimena voi toimia myos lyhyehko synteettinen oligonuk-
leotidi. Oligonukleotidikoetin suunnitellaan siten, etta se on komplementaarinen tarkoin
tunnetulle kohdalle, esimerkiksi tutkittavassa DNA:ssa tai mRNA:ssa. (Suominen —
Ollikka 2004:115; Hong 2006: 135.)

Koetin pitéa ennen hybridisaatiota leimata jollakin merkkiaineella, jotta hybridisaatiossa
syntyneet kohde-koetinhybridit voidaan havaita. Moniin tarkoituksiin on tarjolla seké&
radioaktiivisia ettd ei-radioaktiivisia leimausmenetelmia Radioaktiivisista leimoista
kaytetyin on fosforin radioaktiivinen isotooppi 32 (32P). Ei-radioaktiivisia leimausme-
netelmid ovat muun muassa fluoresenssi ja kemiluminosenssi. Ei-radioaktiiviset lei-
mausmenetelmét perustuvat siihen, ettd johonkin leimausreaktiossa substraattina kéytet-
tavadn nukleotidiin on liitetty kovalenttisesti jokin havaitsemisen mahdollistava merk-
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kiaine. Leimoina voidaan kayttda esimerkiksi biotiinilla leimattuja nukleotideja. Nama
leimat detektoidaan useimmiten sellaisten valo- tai vérireaktioiden avulla, joita kataly-
soivat tietyt entsyymit. (Suominen — Ollikka 2004: 114 — 115, 117.) Suosituin kaupalli-
sen koettimeen perustuva mééritys on Gen-Probe AccuProbe, jossa kaytetéan kemilu-
minesenssilla leimattua koetinta ja hybridit havaitaan kayttaméalla luminometria Valon
intensiteetti korreloi hybridisoituneiden koettimen méaran kanssa. (Hong 2006: 136.)

5.3 Gen-Probe AccuProbe-hybridisaatiomenetelméa

Accu-Probe Streptococcus pneumoniae Culture Identification Test -tunnistustesti on
nopea nukleiinihapon hybridisaatioon perustuva testi viljelysta eristetyn Streptococcus
pneumoniaen tunnistamista varten. Menetelma pystyy havaitsemaan pneumokokille
ominaisen ribosomaalisen RNA sekvenssin, spesifisen koettimen avulla. AccuProbe-
systeemi kayttéd kemiluminesenssilla leimattuja yksijuosteisia DNA koettimia. Leima-
na on kaytetty akridiniumesterid. Koettimen jarRNA:n hybridisaatiossa acridiniumeste-
ri j&a koettimen ja rRNA:n valiin, silloin muodostuu double helix. Taméan takia joskus
AccuProbe-menetelmé&a kutsutaan sandwich hybridisaatiomenetelméks ja tdma vaikut-
taa niin, ettd akridinum esteri ei hajoa seuraavassa selektiovaiheessa, jossa hgjotetaan
hybridisoitumattomien koettimien leimat. Akridiniumesteri on liitetty DNA koettimeen
kovalenttisen sidoksen avulla. Tdmén sidoksen hydrolyys vaikuttaa akridiniumiin niin,
ettd se @ voi antaa sétellya pysyvasti. Hybridisoituneen kemiluminesenss mitataan
Gen-Proben Leader | Luminometrilla. (Gen-Probe-valmistajan tutkimus 2007; Hong
2006: 136-137; Hybridization Protection Assay (HPA) 1989.) Menetelmén periaate on

esitetty kuviossa 6.

Ribosomaaline RINA AE leimattu Koetin 60°
N ™ NN o Y ™ /%,M HK
15 min

Hybridisoitumattomat koettimet hydrolysoituvat

Selekti :
B. . v/ ::0 NS [Ee,k“o S NS + Eivaloa

Hybridisoituneet Koettimet
Selektio

SN — NG ANLOK +

KUVIO 6. Koettimen detektio HPA-menetemalla (Hill 1996).
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Koettimen detektio HPA-menetelméll&a on esitetty kuviossa 6. kolmessa vaiheessa A)
Akridiniumesterilla (AE) leimattu DNA koetin hybridisoituu rRNA:n maarétyn sek-
venssin kanssa. B) Hybridisoitumattoman koettimen akridiniumesteri hydrolysoidaan
selektioreagenssilla, jolloin hydrolysoituneet AE:t eivét voi antaa valoa detektiovaihees-
sa. C) Acridiniumesteri j&&a koettimen jarRNA:n valiin, jolloin akridinumesteri e hajoa
Seuraavassa selektiovaiheessa ja detektiovaiheessa antaa vaoa. Luminometrilla voidaan
ndin mitata koettimesta emittoituva valo. (Hill 1996.)

Light Intensity

0 1 2
Seconds

KUVIO 7. Akridiniumesterireaktion suoritus kestéd kaksi sekuntia (Hybridization Pro-
tection Assay (HPA) 1989).

AccuProbe-testin alkureaktiovaiheessa ribosomaalinen RNA on ensin vapautettava lyy-
sireagenssin avulla (Reagent 1). Ribosomaalinen RNA vapautumisen jalkeen seuraavas-
sa reaktiovaiheessa hybridisoituu DNA-koettimen kanssa ja muodostaa stabiilin DNA-
RNA-hybridin. Hybridisaatiopuskuri (reagenssi 2), joka on puskuriliuos, luo 60 °C:ssa
sopivan olosuhteen hybridisaation onnistumiselle. T&ssa vaiheessa seoksen sisdltava
putki inkuboidaan 15 minuuttia 60 °C [ampohauteella (60° £ 1°C), jossa tasméllinen
fiksaatio tapahtuu (kuvio 8). Seuraavassa reaktiovaiheessa selektioreagenssi (reagenssi
3) erottelee hybridisoituneen DNA-koettimen ja hybridisoitumattoman DNA-koettimen.
Selektioreagenss hydrolysoi sitoutumattomat koettimet, ndin valtetdan kaikki signaalit,
jotka muodostuvat ei-hybridisoituneista koettimesta. Selektioreagenssi sisaltéa natrium-
boraattia (Millipore Oy). Nain jéljelle j&& vain akridiniumesterilla leimatut koettimet,
jotka ovat sitoutuneet kohteeseensa. Tuloksen havaitsemista varten on lisdttéva viela
kaks reagenssia seokseen: Detektioreagenss | (sisdltda 0,1 % vetyperoksidia 0,001N
typpihapossa) ja Detektioreagenssi 11 (1 N natriumhydroksidi). Gen-Probe Leader 50i
Luminometeri lisd8 automaattisesti namé detektioreagenssit mittausvaiheessa putkeen
(kuvio 9). Detektioreagenssissa oleva vetyperoksidi reagoi koettimen akridiniumesterin
kanssa ja pikaisesti syntyy valoa, joka havaitaan luminometrilla Akridiniumesterin ke-
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miluminosenssireaktio loppuu kokonaan kahdessa sekunnissa (kuvio 7). Menetelma ei
vaadi erillisia pesuja, mika vahentaé ristikontaminaatiota eli ndytteen saastumista toisel-
la ndytteelld ja ndin vaaria positiivisia tuloksia. (Hybridization Protection Assay (HPA)
1989; Gen-Probe-valmistajan tutkimus 2007.)

ei hybridisaatio / /

=P vadria negatiivisia

v/ S
61°C
60°C . @’ ,JLE,’
59°C

tdsmentdmaton fiksaatio

AV
/ y =P yEaria positiivisia

KUVIO 8. Lampdhauteen sopivin [ampotila (60° + 1°C), jossa tdsmallinen kiinittymi-
nen (fiksaatio) tapahtuu (Gen-Probe-valmistgjan tutkimus 2007; Keindnen 2009).

Gen-Proben AccuProben valmistajan ohjeen mukaan pitaa rutiininomaisesti kunkin la-
boratoriotestin yhteydessa olla seké& positiivinen etta negatiivinen kanta. Pogtiivisena
kontrollina voidaan kéayttéd Streptococcus pneumoniae esim. American Type Culture
Collection, ATCC # 33400 -kantoja ja negatiivisena kontrollina Streptococcus bovis
esim. ATCC # 33317 -kantoja. (Gen-Probe-valmistajan tutkimus 2007.)

y 7 - —
- g n ™/
'Detektioreagenssi J 44(
=] Ijall R

- g __——=] N

Reagenssi
1,2ja3.

KUVIO 9. GenProbe AccuProbe-hybridisaatiolaite (Bakteriologian osastolla otettu ku-
va 2009).
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5.3.1 Cut off -rga

Cut-off -rgja on méaritelty raja, joka kaytetdan tutkimusten tuloksia tulkittaessa. Tutki-
muksen tulos lasketaan positiiviseksi, jos tuloksen pitoisuus on suurempi tai yht&suuri
kuin cut off -rgja. Tulos on negatiivinen jos se on alle méarittelyn cut off -rgja. GenPro-
be-valmistajan ohjeen mukaan 50000 RLU lasketaan cut off -rgjaks ja vdlilla
40 000—49 999 RLU oleville tuloksille testi on toistettava. (Gen-Probe-valmistajan tut-
kimus 2007.)

Gen-Probe Leader 50i Luminometeri ilmoittaa positiivisen tuloksen raja-arvoks 50 000
RLU:ta, mutta HUSLAB bakteriologian osaston kokemuksen mukaan tavallisesti posi-
tilvisen naytteen antamat lukemat ovat huomattavasti korkeampia. Noin 100 000 RLU
suuruusluokkaa olevat tulokset on viela tulkittava negatiivisiksi. Mataliin positiivisiin
tuloksiin on syytd suhtautua varauksella. Léhella raja-arvoa olevan positiivisen ja nega-
tilvisen tuloksen luotettavuutta on tutkittava muilla testimenetelmélla. (Tarkka 2007.)

5.3.2 Hybridisaation spesifisyys ja sensitiivisyys

Hybridisaatio on erittdin spesifinen, mikali koetin on hyvin valittu. Hybridisaatiossa
kéytetéan juuri tietylle organismille spesifistd sekvenssig, jolloin positiivinen tulos
osvittaa, ettd kyseessa olevaa organismia on naytteessa. Gen-Probissa on kayttssa ri-
bosomaalista RNA:ta kohdemolekyyling, joka liséa tdman menetelman sensitiivisyytta
Ribosomaalista RNA esiintyy solussa useita tuhansia kopioita, todennékdisyys on suu-
rempi kuin yhtend kappaleena DNA kohdemolekyylind. Gen-Proben sensitiivisyytta
lisda vield HPA-menetelméan (Hybridizaation Protection Assay) kaytto, joka perustuu
erittain sensitiivisen kemiluminesenssisignaaliin. Menetelméassa kaikki reaktiot tapahtu-
vat samassa ndyteputkessa ilman pesuvaihetta ja hybridisoitumattomat koettimet poiste-
taan reagenssilyysilla, mika nopeuttaa tutkimusmenetelméi ja toisaalta vahentaa konta-
minaatiota. AccuProben valmistajan mukaan menetelmén sensitiivisyys ja spesifisyys
on 100 %. (Hill 1996; Gen-Probe-valmistajan tutkimus 2007.)

5.3.3 Varastoinnin jakasittelyn vaatimukset sek& huomautukset

Naytteen valmistaminen, hybridisaatioreaktio ja valintareaktiot ovat |&mpdtilariippuvai-
sia. Siksi on valttamatonta, etta lampohauteen lampdtila (60° £ 1°C) pysyvasti on méa-
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ritetylla ragjalla. Jos [ampohauteen lampotila on yli 61°C, rRNA ja koettimet eivéat pysty
hybridisoitumaan ja saadaan vaaria negatiivisia tuloksia. Toisaalta jos sen lampdtila on
alle 59°C, rRNA ja koettimet eivét pysty hybridisoitumaan spesifisesti ja saadaan vaa-
rid positiivisia tuloksia (kuvio 8). (Gen-Probe-valmistgjan tutkimus 2007.)

Hybridisaatioreaktio ja selektioreaktio ovat riippuvaisia gasta. Hybridisaatioreaktion
inkubointiaika on vahintdan 15 minuuttia, mutta enintdan 20 minuuttia. Selektiovaiheen
inkubointiaika on vahintdan 5 minuuttia, mutta e yli 6 minuuttia. Sekoittajan kéyttami-
nen reaktiovaiheiden valilla on térked, ettéd seos on homogeeninen varsinkin valinta-
vaiheessa reagenssi-3:n lisddmisen jalkeen. Jos bakteerisoluja ei ole riittavasti, viljelma
(agarmalja) on vanhatai bakteereiden jattdminen reagenssi-1:ssa yli 30 minuuttia ennen
kuin lisdtdan reagenssi-2, voi vaikuttaa niin, ettd positiivinen tulos on alhainen. Tulos on
luotettava, jos hybridisaatioreaktio aoitetaan 30 minuutin kuluessa reagenss 1:n ja
ndytteen sekoituksesta. (Gen-Probe-valmistajan tutkimus 2007.) Tuloksen lukemisessa
pyyhitéan ndyteputki ulkopuolelta veteen kostutetulla selluloosavanulla ja laitetaan néy-
teputki laitteeseen (HUSL AB Kliinisen mikrobiologian tyéohje). Kostutettua sidetaitosta
kaytetdan kuivan tilalla, koska kuiva sidetaitos ja muoviputki muodostavat séhkdvaraus-
ta, joka voi synnyttaa héiridita (Keindnen 2009).

Probe Reagenssiputket (koettimet) on varastoitava foliopussissaan 2 °C — 8 °C. Avaa-
mattomana pussia saa kayttéd viimeiseen vanhenemispéivaan saakka. Avatut pussit saa
kayttda kahden kuukauden sisédlla ennen viimeista voimassaolopdivada. Muut reagenssit
voidaan varastoida 2 °C ja 25 °C vdlilla ja niita voi kayttda viimeisen vanhenemispéai-
vaan saakka. (Gen-Probe-valmistajan tutkimus 2007.)

AccuProbe Leader-laitteen optiikka testataan Sys Check Luminometer Calibratio
Checkilla. Testaus tehdéén kahden viikon vélein ta tarpeen mukaan. SysCheck seos
sisdtaa acridiniumesteri seoksen, joka siséltéa sukkinaattipuskurin, pesuaineen (deter-
mdssa (15 — 30 °C). Optiikkatestauksen periaatteena on, ettd SysCheck reagenssissa
oleva acridiniumesteri séteilee fotonivaloa, yhdistyessaan havaitsemisreagenssin kanssa.
Syntyneet séteilyvalot mitataan kayttamalla valomonistinputkia (PMT) ja raportoitu
RLU (Relative Light Units) yksikkdna. RLU on riippuvainen acridiniumesterin suuruu-
desta (kvantiteetti), havaitsemis-reagenssista ja PMT:n toiminnasta. SysCheck arvioi
tehokkaasti havaitsemigérjestelman yleissuorituskykya. (SysChec 2007.)
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6 AIKAISEMMAT TUTKIMUKSET AIHEESTA

Streptococcus pneumoniaen tunnistamista Gen-Probe AccuProbe-hybridisaatiomene-
telmall& on tutkittu ja kasitelty useassa tutkimuksessa (Taulukko 1).

AccuProben valmistaja on tutkinut Gen-Probe AccuProbe-hybridisaatiomenetelméan
soveltuvuutta Pneumokokin tunnistamisessa. Tutkimuksessa kaytettiin yhteensi 662
naytettd, jotkaoli viljelty verimaljoille. Naytteistéd 305 oli pneumokokkia, 185 oli muita
Streptococcus lajgja, 172 oli muita mikrobilajeja, jotka edustivat 25 sukua. AccuProbe-
menetelman pneumokokin tunnistustestitulosta verrattiin standardisoituihin viljelytun-
nistusmenetelmiin (perinteiset tunnistusmenetelmét). Standardisoituihin tunnistusmene-
telmiin sisdityvat Gram-varjdys, morfologia, katalaasikoe, hemolyyttinen toiminta, op-
tokiinitesti ja sappiliukoisuustesti. Kaikki pneumokokin AccuProbe-testitulokset tuotti-
vat positiivisen tuloksen ja muiden bakteerien tulokset negatiivisen tuloksen. Tutkimuk-
sessaan 50 000 RLU on laskettu cut off -rajana. Herkkyysprosentti, spesifisyysprosentti,
Ja yhdenmukaisuusprosentti olivat 100 %. (Gen-Probe-valmistajan tutkimus 2007.)

Laura Lindholm ja Hannu Sarkkinen (2004) tutkivat Paijét-Hameen keskussairaalassa
AccuProbe-tutkimusmenetelman kayttéa pneumokokin tunnistamisessa. Tutkimukses-
saan he kertovat kuuden vuoden laboratoriokokemuksistaan S. aureuksen, S. pneu-
moniaen, enterokokkien ja A- ja B-ryhman streptokokkien tunnistamisesta positiivisista
veriviljelypulloista suoraan kéyttden AccuProben menetelméa. Tutkimuksessa oli mu-
kana kaikki laboratorioon saadut veriviljelyt kesékuun 1997 ja heindkuun 2003 vélilla
AccuProbeen tallennetut luminometrilukemat taulukoitiin ja niita vertailtiin viljelytulos-
ten kanssa. Jos saman ndytteen molemmat veriviljelypullot olivat postiivisia, silloin
vain ensimmaisen AccuProben tulossarja otettiin mukaan analyysiin. Keskussairaalan
laboratoriossa veriviljelysettien kokonaismaara (1997-2003) oli 33695 sarjaa (aerobi- ja
anaerobipullo). (Lindholm — Sarkkinen 2004.)

Tutkimuksessa tutkittiin 454 veriviljelypositiivista pulloa (yksi/potilas), joissa oli 203
pneumokokki positiivisia ja 281 pneumokokki negatiivisia pulloja. Tutkimustulokset
nayttivat, ettd on nelja vaaréa negatiivista pneumokokkindytetta jos cut off -raja on 50
000 RLU ja kolme vaérda negatiivista, jos cut off -rgja on 30 000 RLU. Taman tutki-

muksen mukaan AccuProbe-testin herkkyys pneumokokin tunnistuksessa on erinomai-



27

nen. AccuProbe-testin sensitiivisyys pneumokokin tunnistamisessa oli 97,9 % ja sen
spesifisyys oli 100 %. (Lindholm — Sarkkinen 2004.)

Thomas E. Davisja DeannaD. Fuller (1991) tutkimuksessaan arvioivat DNA-koettimen
hyodyllisyytté tunnistettaessa erilaisia bakteereja positiivisista veriviljelypulloista. Tut-
kimusraportissaan he osoittavat, etta he haluavat muuttaa AccuProbeen valmistajan oh-
jeita ja agarmaljalla olevien bakteerien sijaan ottaa ndytteen suoraan positiivisesta veri-
viljelypullosta. Tutkimuksessa haluttiin arvioida DNA koettimen kyky& tunnistaa mik-
ro-organismeja suoraan veriviljelypulloista. Tutkimuksessa oli testattu 362 positiivista
veriviljelynaytetta potilaista. Néytteissa olevien bakteerien tyyppi oli tutkittu heidan
standarditutkimusmenetelmien avulla laboratoriossa. Veriviljelypulloissa oli erilaisia
bakteereita muun muassa S. aureus, S. agalactiae, H. influenzae, S. pneumoniae, N. go-
norrhoeae ja E. coli. Tutkimuksessaan 60 000 RLU oli laskettu cut off -rgjana, eli sen
yli olleet tulokset oli laskettu positiiviseksi. Alle 40 000 RLU oli laskettu negatiiviseksi.
40 000 — 60 000 RLU tulokset oli tutkittu uudelleen. 24 veriviljelynédytteessa oli S.
pneumoniae, jotka AccuProbe tunnisti oikein niité ja spesifisyys oli 100 %. (Davis —
Fuller 1991.)

Gerald A. Denys ja Robert B. Carey (1992) tutkimuksessaan ovat testanneet 172 S.
pneumoniae kantaa ja 204 sekalaista bakteerikantaa AccuProbe-testilla Testikannat oli
otettu joko tuoreenatai saatu kuuden Kliinisen laboratorion eri maantieteellisilta alueilta.
Naytteet oli varastoitu -70 °C ja tutkimuksessa ne oli viljelty uudestaan agarmaljoille.
Naytteet oli otettu verestd, selkdydinnesteesta ja hengitysteistd. Jokaisen naytteen kans-
sa oli tehty positiivinen ja negatiivinen kontrolli vastaavasti. AccuProbe-testi tunnisti
kaikki 172 S pneumoniae -kantaa, mukaan lukien seké kapselilliset ettd nonkapselilliset
kannat. Positiivisten tulosten RLU -tulosarvo oli 57 768 — 2 872 570 vdlilla Kaikki 204
sekalaista bakteerikantaa olivat negatiivisia. Negatiivisten tulosten pienin tulos oli 338
RLU, joka oli Streptococcus agalactiae. Suurin negatiivisten RLU tulosarvo oli 23 748
RLU, joka oli viridans-streptokokki. Tutkijoiden mukaan viridans-streptokokit voivat
vaikuttaa vaérien positiivisten tuloksien ilmentamista ja tarvittaessa on selvitettava tulos
muilla tutkimuksilla. Cut off -rajana oli kaytetty 50 000 RLU. Herkkyys, spesifisyys oli
100 %. (Denys — Carey 1992.)

Virva Keski-Vinkka (1999) opinndytetydssaan teki eri tunnistusmenetelmien vertailun

Streptococcus pneumoniaen diagnostiikassa. Tyosséan han on kayttanyt erilaisia mene-
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telmid muun muassa polymeraasiketjureaktio(PCR)-menetelmaa, optokiinitestia, Ac-
cuProbe-menetelméa ja pneumokokkiaglutinaatiotestid. Tutkimuksessa oli testattu 68
naytetta Kaikkiaan tutkimuksessa oli 12 naytetta, joiden olisi pitanyt olla kaikilla tun-
nistusmenetelmilla negatiivisia. Tutkimuksessa AccuProbe-menetelmé antoi paljon oi-
keita positiivisia tuloksia, mutta PCR-menetelméa oli vieléa parempi. Tutkimuksessa Ac-
cuProbe tedtin sensitiivisyys pneumokokin tunnistamisessa oli 83 %, mutta PCR-
menetelman sensitiivisuus oli 98 %. (Keski-Vinkka 1999.)

TAULUKKO 1. Aikaisempien tutkimuksien keskeiset tiedot Sreptococcus pneu-
moniaen tunnistamisessa AccuProbe-testin avulla (- = tulosta ei ilmoitettu).

Tutkijat Naytemaara Kasvatusalustat | Senditiivi- Spesifisyys
jacut off -rgja | syys(%) (%)

AccuProben val- | Yhteensa 662 Agarmalja 100 % 100 %
mistaja Pneumokokki 50 000 RLU

305
Gerald A. Denys | Yhteensa 376 Agarmalja 100 % 100 %
ja Robert B. | Pneumokokki 50 000 RLU
Carey (1992) 172
Laura Lindholm | Yhteensid 877 Veriviljelypullo | 97,9 % 100 %
ja Hannu Sarkki- | Pneumokokki 50 000 RLU
nen (2004) 596
Thomas E. Davis | Yhteensa 362 Veriviljelypullo | - 100 %
ja Deanna D. Ful- | Pneumokokki 24 | 60 000 RLU
ler (1991) 40 000 — 60 000
Virva Keski- | Y hteensi 68 Agarmalja 83 % -
Vinkka (1999) Pneumokokki 56 | - RLU

Kaikissa tutkimuksissa ei ole kaytetty suoraan veriviljelypullondytettd, vaan osaan niis-
sé on kaytetty agarmaljan pesdketta Tutkimustulosten spesifisyys ja sensitiivisyys eivét
ole samanlaisia, mutta suurimmassa osassa tutkimuksista on tullut hyvia tuloksia. Nai-
den tutkimusten heikkopuoli on my06s se, etta erilaisten bakteerilajien kaytossa el ole
kaytetty viridans-streptokokkia. Viridans-streptokokit ja pneumokokit ovat 1&hisukuisia
ja niiden erottaminen on hankalaa ja tutkimusmenetelman pitéa spesifisesti erottaa ne
toisistaan. Tutkimuksissa el ole kaytetty samanarvoisia cut off -rgjoja.




29

7 TYON TAVOITTEET JA KYSYMYKSET

Tyon tarkoituksena on selvittdd DNA-tekniikkaan perustuvan Gen-Probe AccuProbe-
hybridisaatiomenetelmén soveltuvuus veriviljelyiden pneumokokkiepéilyjen osoittami-
seks suoraan veriviljelypullojen ndytteistd. Tydssd méaritetddn Gen-Probe AccuProbe-
hybridisaatiomenetelmén spesifisyyttd ja sensitivisyyttd perinteiseen- ja PCR-
menetelméan verrattuna. Korvaavaksi menetelmaksi on gjateltu Gen-Probe AccuProbe-
hybridisaatiomenetelméds, silla se on nopea ja helppo tehda Tyon toimeksiantaja on

HUSL ABin mikrobiologian vastuualueen bakteriologian osasto.

Tyo pyrkii 16ytam&an uuden nopean ja luotettavan menetelméan Sreptococcus pneu-
moniaen tunnistamiseksi. Nopea, suora seka tarkka menetelma taudinaiheuttagjien tun-
nistamiseksi positiivisista veriviljelystd on taman tutkimuksen p&étavoite. Tamén me-

netelman onnistuminen voi nopeuttaa pneumokokin tunnistusta.

AccuProben ohjeessa el ole mainittu veriviljelypullonaytteiden kéayttoa suoraan tutki-
mukseen, vaan ohjeen mukaan voi kayttaa bakteerin pesdketta HUSLAB Bakteriologi-
an osastossakin ndytteen tutkimisessa AccuProbella kaytetdan vain pesdkettd. Osassa
aikaisemmissa tutkimuksissakin aiheesta on kaytetty vain pesikettd. Aikaisemmissa
tutkimuksissa aiheesta ei ole kaytetty samaa cut off -rajaa, joka vaikuttaa tutkimuksen
lopputuloksen spesifisyyteen ja sensitiivisyyteen. Naiden tietojen ssamista varten ja
luotettavan menetelman valitsemiseksi potilaan hoitoon, haen tyossani vastauksia seu-
raaviin kysymyksiin:

- Voidaanko Gen-Probe AccuProbe-hybridisaatiomenetelmalla osoittaa suoraan
veriviljelypullojen naytteista pneumokokki?

- Miké on tutkimuksen cut off -raja, jota suurempi tai yhtasuuri testitulos laske-
taan positiiviseksi ja pienempi tulos lasketaan negatiiviseksi?

- Miké on Gen-Probe AccuProbe-hybridisaatiomenetelméan spesifisyys perintei-
seen - ja PCR-menetelmaan verrattuna?

- Miké&on Gen-Probe AccuProbe-hybridisaatiomenetelman sensitiivisyys perintei-
seen - ja PCR-menetelmaan verrattuna?
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8 TYON SUORITTAMINEN

HUSLABIn bakteriologian osastossa AccuProbe-hybridisaatiomenetelman kéytossa
veriviljelyn tutkimuksessa naytteend kéytetédén vain pesdkettd, e kayteta suoraan veri-
viljelypullojen naytteita. Bakteriologian osastossa positiiviseksi epéilysta veriviljelypul-
losta tehdaan tarvittavat vérjaykset ja viljelméat agarmaljoille. Tarvittaessa AccuProbea
kéaytetdan bakteerilgjin tunnistamiseen maljan pesakkeistd, jos bakteeri kasvaa maljalla
Paijat-Hameen Keskussairaalan laboratorion mikrobiologian osastossa tehddan baktee-
reiden osoitusta Gen-Probe Accuprobe-hybridisaatiomenetelmalla suoraan veriviljely-
pullojen ndytteista. Tahan menetelmaan tutustumista varten 1.6.2009 kavin tutusumas-
sa keskussairaalaan mikrobiologian osastolla, jossa tutustuin menetelman etenemisvai-
heisiin alusta loppuun.

8.1 Naytteiden kerays ja kasittely

Naytteiden keruu tapahtui yhteistydssd HUSLABIn bakteriologian osaston veriviljely-
yksikon kanssa toukokuussa, kun he aloittivat tulevien pneumokokkipositiivisten veri-
viljelypullojen kerdamista jadkaappiin. Pullot séilytettiin jA8kaapissa, silla pneumokokit

°C) ja huoneenlammossa (25 °C).

Naytteiden keruu kesti kymmenen viikkoa, missd gjassa sain tarpeeks positiivisia veri-
viljelypulloja. Laboratoriossa nédytteet oli analysoitu aikaisemmin olevien perinteisten
tunnistustestin avulla jatarvittaessa PCR-menetelmalla. Samat ndytteet analysoin GenP-
robe AccuProbe-hybridisaatiomenetelmalla. Tulokset analysoin SPSS-ohjelman avulla,

Tulevien pneumokokkipositiivisten veriviljelypullojen kerdys jatkui heindkuun puolivé-
liin saakka. Veriviljelypositiivisten pneumokokkien liséksi ker&sin myds muiden bak-
teerilgjien veriviljelypulloja, muun muassa Staphylococcus aureus, Staphylococcus epi-
dermids, Streptococcus agalactiae, Streptococcus viridans, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus S-hemolyysi G., Streptococcus bovis, Enterococcus faecalis, Enterococ-
cus faecium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ja Pseudomonas aer uginosa.
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8.2 Sopivan menetelman méarittely veriviljelynaytteen alkukasittelyyn

Veriviljelypullondytteen suora kayttd AccuProbe-menetelmalla analysoidessa tarvitsee
alkukagittelya. Veriviljelypullonaytteessa bakteereiden lisdksi on myds muita rakenteita
jaaineita, muun muassa verisoluja. Bakteeri on erotettava muista rakentel sta ndytteessi.
Veriviljelypullondyte sentrifugoidaan ennen kaytt6a bakteerin erottamista varten. Tiede-
taén, ettd pneumokokki autolysoituu herkasti veriviljelypullossa, sen takia on selvitettéd-
va 1) Naytteen sentrifugoimisen jalkeen otetaanko ndytteen supernatantti tai sakka kayt-
toon. 2) Miten voidaan erottaa bakteeri tai bakteerin jaljella olevat rakenteet (DNA,
RNA, rRNA) muista rakenteista ndytteessd. 3) Mika veriviljelypullo on paras kayttoon,

aerobi tai anaerobi?

Sopivan menetelman méaarittamista varten valitsin yhden potilaan ndytteen alkukasitte-
lya varten kolmella eri menetelmélla Nayte oli veriviljelypositiivinen aerobi- ja anaero-
bipullo. Gramvérjdyksestd e ole voitu osoittaa selvaa kokkia eika pystytty kasvatta
maan agarmaljalle, jolloin pneumokokki on osoitettu PCR-menetelmalla

Kolmella menetelmélla kasittelin jokaisen veriviljelypullon, jolloin sain kuusi ndytetta
tutkittavaksi. AccuProbe-menetelmélla analysoin naytteet. (Taulukko 2.) Néytteiden
tulosarvon perusteella valitsin parhaimmat kaksi menetelméa. Niiden kahden menetel-
man vertailua varten valitsin kolme veriviljelypulloparia ja yhden aerobiveriviljelypul-
lon. Kaésittelin naytteet kahdella menetelmélla ja analysoin naytteet AccuProbe-
hybridisaatiomenetelmélla. Kaikissa menetelmissd ndytteen otossa AccuProbe-testiin
olen kayttanyt yksi mikrollinen silmukka. Lopussa valitsin parhaan menetelméan ja sopi-
vimman veriviljleypullotyypin. (liite 4.)

Ensimmaisessé menetelmassa otetaan pullosta 1,5 ml néytettd (hyvin sekoitetusta veri-
viljelypullosta) eppendorf-putkeen ja sentrifugoidaan 7 600 rpm (kierrosta minuutissa)
6—7 sekuntia, annetaan kierrosten nousta 7 600 rpm ja sammutetaan valittomasti. Tassa
vaiheessa saadaan verisolut pohjaan. Otetaan supernatantti talteen toiseen eppendorf-
putkeen ja sentrifugoidaan téta 7 600 rpm yks minuutti, bakteerisakka saadaan putken
pohjalle. Pipetoidaan supernatantti pois ja kaytetéén sakka AccuProbe-testiin. Taméa
menetelma on kaytetty aikaisemmissa tutkimuksissa ailheesta, joissa on kaytetty naytetta

suoraan veriviljelypullosta.
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Toisessa menetelmédssa noudatetaan samoja tyotapoja paitsi Sitd, etté toisen sentrifugi-
vaiheen kestoaika yhden minuutin sijaan on kolme minuuttia. Kolmannessa menetel-
massa noudatetaan ensimmaisen menetelmén samoja tyotapoja paitsi sitd, etta toisen
sentrifugin jalkeen el poisteta supernatanttia vaan kaytetdan se AccuProbe-tedtiin.

TAULUKKO 2. Kolmen eri menetelman veriviljelyndytteiden kasittelyn tulokset Ac-
cuProbe-menetelmalla

M enetelma Aerobi/ Anaerobi | AccuProben lukema
(RLU)

Ensimmainen menetelma (1 min.) | Aerobi 775786

Ensimmainen menetelma (1 min.) | Anaerobi 411 143

Toinen menetelméa (3 min.) Aerobi 1105333

Toinen menetelméa (3 min.) An aerobi 561 961

Kolmas menetelma (supernatantti) | Aerobi 29726

Kolmas menetelma (supernatantti) | Anaerobi 7319

AccuProbe-hybridisaatiomenetelmén tulokset nayttavét, ettd supernatantti el ole hyva
ndyte testaamaan, silla sen tulosarvot ovat tos pienid. Ensimméisen ja toisen menetel-
man tulosarvot ovat korkeita ja aerobipullon tulosarvot ovat korkeampia ja parempia
kuin anaerobisen. Tulokset nayttavat myos sitg, ettéd AccuProbe-menetelmalld on mah-
dollista testata naytteitd, joissa bakteerit ovat autolysoituneet. (Taulukko 2.)

Ensimméisen ja toisen menetelméan arvot ovat hyvin korkeita ja toisen menetelmén ar-
vot ovat korkeampia kuin ensimmaisen (Taulukko 2). Lisdvarmuuden vuoks niiden
kahden menetelman valilla testasin vield nelja ndytettd, joista pneumokokki oli tunnis-
tettu. Enssimmaisen ja toisen naytteen bakteerilgji oli tunnistettu PCR-menetelmallg,
mutta kolmas ja nelj&s perinteisilla menetelmilla Niista kolme néytetta on aerobi- ja
anaerobipulloja, mutta neljas on vain aerobipullo. Tavoitteena on tarkemman menetel-
man valinta kayttoon.

Veriviljelynaytteet tutkin AccuProbe-menetelmalla ja taulukoin tulokset analysoitavaksi
(liite 4). Tulokset nayttavét, ettd suurimman osan aerobipullojen tulosarvoista ovat kor-
keampia anaerobisiin verrattuna. Menetelmien tulosten valilla ei ole paljon eroja. Toisen

menetelman tulokset ovat suurempia ensimmaiseen menetelmaan verrattuna
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Lopussa péétin ottaa kdyttoon toisen menetelman eli menetelmén, jossa toisen kerran
sentrifugointi on kolme minuuttia. T&man menetelman tulokset ovat korkeampia toiseen
verrattuna, ja toisaalta talla menetelmalla saadaan suurempi sakkatilavuus kayttéon Ac-
cuProbe-testille.

8.3 AccuProbe-testin suoritus

Veriviljelypulloja késitelléan tartuntavaarallisuutensa vuoksi laminaarivirtauskaapissa
suojakasineet k&dessa. Jatkotoimenpiteet myds, joissa kasitelléén verta, suoritetaan la-
minaarivirtauskaapissa. Erityista varovaisuutta on noudatettava ruiskua ja neulaa kasi-
teltdessd pisto-onnettomuuksien valttdmiseksi. Ruiskut ja neulat on ehdottomasti héavi-
tettéva ohjeiden mukaisesti omiin roskiin. (Veriviljelypisteen tydohje 2009.)

2.

I

Sentrifugoidaan

Otetaan sekoitetusta positiivisesta

veriviljelypullosta 1,5 ml nivtetti
eppendorf-putkeen.

veriniyvte 7600
rpm 6-7 sekuntia

Otetaan supernatantti
talteen toiseen
eppendorf-putlkeen

Sentrifugoidaan
supernatantti 7600
rpm 3 minunttia

Pipetoidaan
supernatantti pois ja
kivtetiiin sakka
AccuProbe-testiin

KUVIO 10. Veriviljelypullonaytteen alkukasittel yvaiheet.

Pullon korkki puhdistetaan pyyhkiméalla se hyvin etanoliin kostutetulla sidetaitoksella.
Pullosta imetéén 2 ml ruiskulla noin 1,5 ml naytetta (hyvin sekoitusta veriviljelypullos-
ta) eppendorf-putkeen. Sentrifugoidaan putki 7 600 rpm (kierrosta minuutissa) 6—7 se-
kuntia, annetaan kierrosten nousta 7 600 rpm ja sammutetaan valittomasti. Tassa vai-
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heessa saadaan verisolut pohjaan. Supernatantti otetaan talteen toiseen eppendorf-
putkeen ja sentrifugoidaan t&t& 7 600 rpm kolme minuuttia, bakteerisakka saadaan put-
ken pohjalle. Pipetoidaan supernatantti pois ja kaytetédn sakka AccuProbe-testiin, josta
otetaan yksi mikrosiimukallista naytetta. (kuvio 10.)

AccuProbe-testin suorituksessa otetaan tarvittava méadra putkia, jotka sisiltavét pneu-
mokokkikoettimia. Pipetoidaan putkeen 50 ul reagenssia 1 (lysisreagenssi) ja sekoite-
taan vorteksoimalla. Otetaan 1 pl siimukallinen néytetta (sakka) ja suspensoidaan ne
lysisreagenssiin. Lisétdan putkeen 50 pl reagenssia 2 (hybridisaatiopuskuri) ja sekoite-
taan vorteksoimalla. I nkuboidaan putkea 15 minuuttia 60 °C lampohauteella. Nostetaan
putki lampdhauteelta. Korkki avataan ja pipetoidaan putkeen 300 pul reagenssia 3 (selek-
tioreagenssi). Suljeltaan putki uudelleen ja sekoitetaan putkea vorteksoimalla. I nkuboi-
daan putkea 5 minuuttia 60 °C |ampo6hauteella. Putki nostetaan |&mpohauteelta ja anne-
taan jadhtya huoneenlampdon vahintdan 5 minuutin gjan. Luetaan tulos luminometrilla
30 minuutin kuluessa ndytteen kasittelysta.

8.4 Tutkimusmenetelméan kontrollointi

Gen-Proben AccuProben valmistajan ohjeen mukaan pitaa rutiininomaisesti kunkin la-
boratoriotestin yhteydessa olla seké& positiivinen ettéd negatiivinen kanta. Postiivisena
kontrollina voidaan kayttda Streptococcus pneumoniae (esimerkiksi American Type
Culture Coallection, ATCC # 33400) -kantoja ja negatiivisena kontrollina Sreptococcus
bovis (esimerkiksi ATCC # 33317) -kantoja. (Gen-Probe-valmistgjan tutkimus 2007.)

Bakteriologian osaston laboratoriossa AccuProbe-hybridisaatiomnetelmé kontrolloidaan
rutiininomaisesti viikoittain ensimmaisen tutkimustekokerran yhteydessi. Kontrollikan-
nat ovat Sreptococcus pneumoniae (ATCC 49619) ja Streptococcus mitis (NCTC
12261).

Tassa tydssa testit on kontrolloitu usealla tavalla. Veriviljelynéytteet, jotka on kaytetty
téssa tydssa, on aikaisemmin tutkittu muilla menetelmillé ja vastaus on saatu. Niiden
takia on pystytty arvioimaan saman tien AccuProbe-hybridisaation tutkimustulosten
oikeellisuus ja virheellisyys. Tarvittaessa tulosten ristiriitaisessa tilanteessa on yritetty
selvittda tuloksen oikeellisuus PCR-menetelmalld. Toisaalta pneumokokki positiivisten
naytteiden lisdks on testattu veriviljelynaytteitd, joissa on muita bakteerilajga.
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9 TULOKSET

Tyo6n otoksena oli 74 veriviljelypulloa, joissa oli kahdeksan anaerobipulloa ja 66 aero-
bipulloa. Jokaisen potilaan kahdesta pullosta on otettu tutkimukseen yks pullo. Y hdek-
sé&sta potilaasta on otettu kaksi aerobipulloa tyon otokseen (liite 3). Veriviljelypulloista
olen yrittanyt valita aerobipullon tutkimukseen, mutta joskus vain anaerobipullo on ollut
positiivinen, silloin olen ottanut sen. Tyon otos (74 pulloa) on tutkittu aemmin perintel-
silla menetelmilla ja tarvittaessa PCR-menetelmall& potilaan hoidossa. TallGin tunnistet-
tu, ettd 39 veriviljelypullossa on pneumokokki, 18 pullossa viridans-streptokokki, yksi
pullo on negatiivinen (ilman bakteeria) ja 16 pulloa sisdltéa muita bakteereja. Liitteessa
3 on esitetty tyossa tutkittujen naytteiden bakteerilgjit, ndytteiden mééra ja niiden pro-
senttiosuus.

Gen-Probe AccuProbe-hybridisaatiomenetelma havaits kaikki 39 pneumokokkiverivil-
jelynaytetta positiivisiksi. AccuProben tuloslukeman positiivisten minimi- ja maksimi-
arvon vdli oli 379 563 — 1 242 288 RLU. AccuProbe-hybridisaaatiomenetelman tulokset
nakyvét ensmmaisessa liitteessq, jossa tulosarvot (RLU) on jérjestetty suurimmasta
pieni mpaan.

V &aria positiivisia AccuProbe-tuloksia oli yksi ja kaikki muut testatut ndytteet osoittau-
tuivat negatiivisiksi. Negatiivisten ndytteiden maksimiarvo (vadraa positiivista naytetta
laskematta) oli viridans-streptokokki, sen tulosarvo oli 92 233 RLU ja minimiarvo oli
Pseudomonas aeroginosa 3 593 RLU. Vaara positiivinen veriviljelyndytebakteeri oli
viridans-streptokokki, jonka tulosarvo oli 467 455 RLU. (liite 2.)

Viridans-streptokokit ovat pneumokokin lahisukuisia, sen takia niiden erottaminen toi-
sigaan on joskus hankalaa. AccuProbe-hybridisaatio menetelman kykya erottaa niité
toisistaan on tutkittava. Taméan takia olen testannut 18 veriviljelynaytettd, joissa viri-
dans-streptokokki on havaittu muilla perinteisilla menetelmilla tai PCR-menetelmélla
Tasta joukosta kaksi naytetta tuli positiiviseksi, vaikka niiden pitéisi olla negatiivisia
Saadakseni lisdvarmuutta néita kahta naytetta tutkittiin PCR-menetelmallg jolloin toi-
sessa oli pneumokokki ja toisessa oli viridans-streptokokki, ja talloin saatiin yksi vaara

positiivinen tulos.
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9.1 AccuProbe-menetelman cut off -rgjan méarittaminen

Pneumokokkipositiivisista veriviljelypulloista (39 pullosta) 38 veriviljelypullon minimi
jamaksimiarvo on 560 176—1 242 288 RLU, ja viimeisen positiivisen tulosarvo on 379
563 RLU. V&ara positiivinen tulos on viridans-streptokokki, jonka tulosarvo on 467 455
RLU. Muiden 17 negatiivisen viridans-streptokokkindaytteen tulosarvon maksimi ja mi-
nimi on 10 892 — 92 233 RLU. Muiden negatiivisten veriviljelyndytteiden, joissa oli
muita bakteerilajeja, RLU-tulosarvo oli viela pienempi. (kuvio 11.)

Tutkimustulosten analyysin perusteella voidaan havaita, etta tulokset, jotka ovat suu-
rempiatal yhtasuuria kuin 560 176 RLU (> 560 176 RLU) ovat pneumokokkeja (posi-
tilvinen). RLU-tulosarvoja, jotka ovat yhtasuuria tai pienempia kuin 92 233 RLU (<92
233 RLU), el lasketa pneumokokeiks (negatiivinen). Naiden kahden RLU-arvon vélilla
(92 233 — 560 176 RLU) tulosarvot eivét ole tdysin luotettavia. Tala haméréalueella on
tullut kaks tulosta, muun muassa pneumokokin RLU-arvo 379 563 ja viridans-
streptokokki 467 455, jossa viridans-streptokokin tulos on suurempi kuin pneumokokin.
(kuvio 12.) Naméa kaksi tulosta on varmistettu myos PCR-menetelmalla.
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KUVIO 11. Tulosten positiivisuuden, negatiivisuuden ja vaaran positiivisuuden osuus
erilaisten AccuProben RLU-tulosarvossa.

Tyon tulosten perusteella voidaan laskea 379 563 RLU cut off -rajaksi, silla sen alle ei

jéényt yht&an positiivista ndytetta. Taman cut off -rgjan yli on jaényt yksi vadra positii-
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vinen tulos, viridans-streptokokki 467 455 RLU. Toisaalta voidaan laskea 560 176 RLU
cut off -rajaksi, jonka yli ei tullut yhtéan vaarda positiivistaja sen ale tuli vain yksi vaé
ra neagtiivinen tulos. Kolmas vaihtoehto on analysaattorin valmistgjan maarittama cut
off -raja eli 50 000 RLU. Néden kolmen vaihtoehdon cut-off rgjan perusteella ana-
lysoin hybridisaatiomenetelman spesifisyyden ja sensitiivisyyden pneumokokin tunnis-
tamisessa. (Taulukko 3.)
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KUVI0 12. AccuProbe-menetelman tutkimustulosten analysointi.

9.2 AccuProbe-tulosten spesifisyys ja sensitiivisyys

Spesifisyys ja sensitiivisyys ovat merkittavia tekijoita valittaessa menetel maa bakteerei-
den tunnistamiseen. Spesifisyydella tutkitaan, kuinka hyvin menetelma tunnistaa juuri
tietyn bakteerin. Sensitiivisyys ilmaisee, kuinka hyvin menetelma havaitsee pienetkin
bakteerimaarét. (Helimaki — Laari 2003: 38.)

Sensitiivisyys lasketaan kaavalla: sensitiivisyys = a/ (a+c) x 100 ja spesifisyys kaaval-
la: spesifisyys=d/ (b + d) x 100, joissa a on oikeat positiiviset, b on véarét positiiviset,
C on vaarét negatiiviset jad on oikeat negatiiviset tulokset. Vastaukset saadaan prosent-
tilukuna. (Helimaki — Laari 2003: 38.) Kolmen cut off -rajan vaihtoehtojen &, b-, ¢- ja
d-arvot on esitetty liitteessi nelj& AccuProbe-menetelman spesifisyys ja sensitiivisyys
pneumokokin tunnistamisessa suoraan veriviljelypullosta kolmen cut off -rajan mukaan

on esitetty taulukossa 3.

Taulukossa 3. ndkyy, ettd ensmmaisessa ja toisessa cut off -rajan vaihtoehdossa sensi-

tilvisyys ja spesifisyys pienenivdt saman verran. Ensimmaisessi tilanteessa sensitiivi-
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Syys on pienennyt ja vaarien negatiivisten méara lisdantyy, mutta toisessa vaihtoehdossa

bakteerit ovat viridans-streptokokkeja.

TAULUKKO 3. AccuProbe-menetelméan spesifisyys ja sensitiivisyys pneumokokin
tunnistamisesta erilaisten cut off -rajojen perusteella

AccuProben cut off - | Vaarapositiiviset Sengitiivisyys | Spesifisyys
arvo (RLU) (%) (%)

1| 560 000 RLU Vaarapos. =0 97 % 100 %
379563 RLU Vaarapos. = 1 (viridanssi) | 100 % 97 %

3| 50000 RLU Véadrapos. =5 (viridanssi) | 100 % 85,7 %

Tyon otoksen liséamisté varten saman potilaan neljasta veriviljelypullosta on otettu kak-
pullosta, ne on otettu samasta potilaasta. Télldin voidaan kasitella tuloksia toistettavuu-
den ja yhdenmukai suuden kannalta, vertailemalla saman potilaan kahden eri veriviljely-
pullon tuloksia keskendén. Tulosten vélilla nakyy eroja, mutta ero e ole vaikuttanut
tutkimuksen lopputuloksen tulkintaan, koska molemmista tuloksista on tulkittaessa saa-
tu sama vastaus, joko pneumokokkipositiivinen tai -negatiivinen. Poikkeavat tilanteet
koskevat kahta tutkimustulosta, jotka ovat hdméraalueella (92 233 — 560 176 RLU-
arvon vdlialue). Naiden potilaiden toisen pullon tulos on hamérdalueen ulkopuolella
Potilaan toisesta pullosta on saatu haméraalueella matala, positiivinen pneumokokki
tulos 379 563 RLU, mutta toisesta pullosta on saatu korkea, pneumokokkipositiivinen
tulos (825 472 RLU). Toinen on vaara positiivinen, korkea tulos (467 455 RLU), mutta
toisesta pullosta on saatu hyvin matala negatiivinen arvo (24 339 RLU). Korkeita tulok-
sia voi johtua siitg, etta pulloihin laitettu enemman verindytetta muihin verrattuna. T&
méan takia saman potilaan eri pulloista on saatu korkeita tuloseroja. Nama tutkimukset
on tehty 15-19.6.2009, mutta lisdvarmuuden vuoks tutkin naytteet viela kerran
11.9.2009 (liite 4). Tulokset olivat melkein samankaltaisia mutta ndytteiden vanhenemi-

sen takia tulokset olivat matalampia.
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10 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Tulosten mukaan Gen-Probe AccuProbe-hybridisaatiomenetelmélla voidaan osoittaa
suoraan veriviljelypullojen naytteistéa pneumokokki, vaikka AccuProbe-valmistagjan oh-
jeen mukaan voi kayttda bakteereiden pesdkettd Veriviljelypullosta imetddn sopiva
maara naytetta eppendorf-putkeen. Eppendorf-putki sentrifugoidaan kaks kerta. En-
simmaéi sessa sentrifugivaiheessa naytteestd poistuvat verisolut ja toisessa vaiheessa saa-
daan bakteerisakka putken pohjalle. Eppendorfputken pohjassa olevaa bakteerisakkaa
voi kayttaa luotettavasti AccuProbe-hybridisaatiomenetelméssa pneumokokin tunnis-
tukseen. Tyossani olen kayttanyt yleensa aerobiveriviljelypulloja, silla ne antavat kor-
keampia RLU-arvoja kuin anaerobi, mutta anaerobipullojakin voi kayttaa luotettavasti.

Gen-Probe AccuProbe-hybridisaatiomenetelméa on nopea, helppo ja luotettava menetel-
m& Streptococcus pneumoniaen tunnistamiseen. Menetelma pystyy parhaiten erotta
maan Sreptococcus pneumoniaen muista bakteereista ja tunnistaa pneumokokit korke-
alla spesifisyydella ja sensitiivisyydella. Tyossa otos on 74 veriviljelypulloa, joissa oli
39 pneumokokki-pulloa, 34 muiden bakteereiden pulloa ja yks bakteeriton veriviljely-
pullo. AccuProbe-menetelma tunnisti kaikki pneumokokkinaytteet ja laski muut verivil-
jelyndytteet negatiivisiksi. Vain yksi oli v&ara podtiivinen, joka oli viridans
streptokokki.

Tassa tyossa tuli esiin sellainen viridans-streptokokki, joka erottuu vaikeasti pneumo-
kokista. Sen tulosarvo oli 467 455 RLU. Toisaata myos oli sellaisia viridans-
streptokokkia, joka antoi pienemman tulosarvon, 92 233 RLU ja alaspain. Téllaisten
viridans-streptokokkien erottaminen pneumokokista AccuProbe-menetelmélla oli help-

poa.

AccuProbe-hybridisaatiomenetelman sensitiivisyytta ja spesifisyytta voi kasitella cut off
-rgjan perusteella. Tutkimustulosten ja sen kasittelyn perusteella paras cut off -arvo
kayttoon on 560 000 RLU. Tassa tapauksessa spesifisyys on taydellistd 100 %, mutta
sensitiivisyys on vahan pienennyt 97 %, joten vaardt negatiiviset tulokset lisdantyvét.
Taman tilanteen kontrolloimista varten tyon tulosten perusteella on muodostunut hamé-
réalue, jossa tulos e ole tarpeeksi korkea eika negatiivisen matala, talldin tulos on tar-
kistettava muilla tutkimuskeinoilla. Tama hamardalue on 92 000 — 560 000 RLU-arvon
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vélialue. Nain meneteltdessa saataisiin myos sensitiivisyys nostettua 1dhemmaksi 100
%.

Tassa tyossa tutkittu otos muodostuu potilaiden néytteistd, joissa infektiobakteeri on
aiemmin tunnistettu perinteisell& ja tarvittaessa PCR-menetelmalla potilaan hoidon
aikana. Pneumokokin perinteiset tunnistusmenetelmét ovat fysiologisia ja biokemiallisia
ys), katalaasitesti, alfa-hemolyysin muodostaminen, optokiiniherkkyys, antigeeniosois-
tus (latex) seka sappi-liukoisuustesti. (Gen-Probe-valmistgjan tutkimus 2007.)

Mikrobidiagnostiikassa PCR on kuitenkin sdilyttanyt asemansa téarkeimpana ja kayte-
tyimpana luotettavampana menetelmand. PCR on menetelmd, johon muiden menetelmi-
en tuloksia voi verrata luotettavasti. PCR-menetelmé on luotettavampi ja tarkempi kuin
AccuProbe-menetelmé, silld PCR-menetelmalla voidaan tunnistaa pneumokokki rDNA-
geenin lisééksi myds autolysiini (lyt A)-geenin avulla. Autolysiinientsyymin koodaava-
geeni on parempi kuin rDNA, sill& se on ainutlaatuinen pneumokille ja sen avulla voi-

daan parempi tunnistaa pneumokokki.

Bakteriologian laboratoriossa veriviljelyndytteessa infektiobakteeri tunnistetaan PCR-
menetelmalla vain silloin, jos perinteisilla menetelmillé bakteerilgjia el voi tunnistaa.
Tassa tydssa on pyritty 16ytaméan nopea ja luotettava menetelmé pneumokokin tunnis-
tamiseks. PCR-menetelma on tarkka ja luotettava menetelma, mutta se ei ole nopea ja
se on tyolas. PCR-tutkimuksen teko vaatii ennakko-suunnittelua, joten sitd e aina voi
tehdd samana péivand, kun sita tarvitaan. AccuProbe-menetelma on nopeampi kuin

PCR-menetelmé, mutta se el ole sensitiivisempi eika spesifisempi.

Gen-Probe AccuProbe-hybridisaatiomenetelman sensitiivisyys ja spesifisyys ovat pa
rempia kuin perinteiset tunnistusmenetelmét. Joitakin naytteita ei voida tutkia perintei-
silla menetelmill& ja ne joudutaan tunnistamaan pneumokokin PCR-menetelmalla Tés-
s4 tydssd AccuProbe-menetelma pystyi tunnistamaan pneumokokkibakteereita kaikissa
naytteissq, joista sitd piti [6ytyd. Toisaalta AccuProbe tunnisti veriviljelyndytteessa
pneumokokin, kun perinteiset tunnistusmenetelmé tunnistivat sen viridans-
streptokokiksi. Varmuuden vuoksi myohemmin PCR-menetelmalla tutkittiin sama néyte

jasaatiin sama tulos AccuProben tuloksen (pneumokokki) kanssa.
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Tyo6n tuloksen perusteella yhteenvedossa ja johtopaétdksessa tyon tavoitteet tulivat sel-
vasti esille. Tyon tavoitteet ja vastaukset tavoitteissa asettamiini kysymyksiin on esitetty

taulukossa 4.

TAULUKKO 4. Tyon tavoitteet ja vastaukset tavoitteissa asettamiini kysymyksiin.

Tyon tavoitteen kysymykset

Vastaukset tyotuloksen perusteella

Voidaanko Gen-Probe AccuProbe-
hybridisaatiomenetelméll& osoittaa suoraan
veriviljelypullojen néaytteistd pneumokok-

Kylla voidaan osoittaa menetelmalla suo-
raan veriviljelypullojen ndytteisté pneu-
mokokKi.

ki?

Mika on tutkimuksen cut off -rgja, jota suu- 1. 560000 RLU (yks vaara nega-
rempi tai yhtasuuri testitulos lasketaan po- tiivinen)
sitilviseksi ja pienempi tulos lasketaan ne- 2. 379563 RLU (yks vaara positii-
gatiiviseksi? vinen)
3. 50000 RLU (viisi véara positiivi-
nen)

Hamar aalue on 92 000 — 560 000 RL U-
arvon vélialue, jossatulos e ole tar-
peeks korkea eika negatiivisen matala!

Mikd on  Gen-Probe  AccuProbe- 1. 100%
hybridisaatiomenetelman spesifisyys perin- 2. 97%
teiseen - ja PCR-menetel méan verrattuna? 3. 857%

PCR on spesifisempi.

AccuProbe-menetelméan spesifisyyson
parempi kuin perinteinen menetelma.

Mika on  Gen-Probe  AccuProbe- 1. 97%
hybridisaatiomenetelméan sensitiivisyys 2. 100 %
perinteiseen - ja PCR-menetelméan verrat- 3. 100 %

tuna? PCR on sensitiivisempi.
AccuProbe-menetelmén sensitiivisyyson

parempi kuin perinteinen menetelma.

11 TYON LUOTETTAVUUDEN ARVIOINTI

Opinndytetyoni on kvantitatiivinen tyd. Kvantitatiivisen tyon luotettavuutta voidaan
tarkastella validiteetin ja reliabiliteetin perusteella. Validiteetti eli patevyys tarkoittaa
mittarin tal tutkimusmenetelman kykya mitata juuri sitd, mita tutkimuksessa oli tarkoi-
tuskin mitata. Validissa tutkimuksessa ja tydssd e ole systemaattista virhettd ja validilla
mittarilla suoritetut tutkimukset ovat keskimaarin oikeita. Mitattavien kasitteiden ja

muuttujien taytyy olla tarkoin mééritelty, tai muuten mittaustulokset eivét ole valideja




42

(Heikkila 2004, 29 — 30.) Tydssani olen asettanut tasmalliset tavoitteet tyohoni, silla en
analysoi vaaria asioita. Tutkimuksessa sain vastaukset tutkimusongelmiin, joten tutki-
muksessa on mitattu sitd, mita oli tarkoitus mitata. Tutkimusta voidaan sis pitda télta

osin validina

Reliabiliteetilla eli luotettavuudella tarkoitetaan tulosten tarkkuutta ja mittaustulosten
toistettavuutta eli tutkimuksen kykya antaa ei-sattumanvaraisia tuloksia. Tutkimuksen
luotettavuus on riippuvainen mittarin luotettavuudesta. Reliaabelius voidaan todeta use-
allatavala, esmerkiks jos kaksi tutkija padtyy samanlaiseen tulokseen, voidaan tulosta
pitéa reliaabelina. (Hirsjérvi — Remes — Sajavaara 2004: 216 — 217.) Tassa tyossa kay-
tetty veriviljelynaytteet on aikaisemmin testattu laboratorion muilla luotettavalla tutki-
musmenetelmalla. AccuProbe-menetelméalld on tutkittu samat naytteet ja on saatu saman
laista vastausta. Veriviljelyndytteissa on bakteerilajeja, joita on tarkoitettu tutkia mo-
lemmilla menetelmill& Luotettavuuteen voi kuitenkin vaikuttaa otoskoko. Pieni otosko-
ko vaikuttaa tutkimuksen luotettavuuteen heikentévasti. Tulokset ovat sité sattumanva

raisempia mita pienempi otos on.

Tyontulosten paremman luotettavuuden vuoksi olen mahdollisuuksien mukaan yrittanyt
saada ison otoksen. Otoksessa térkeiden bakteerilgjien osuus on suuri. Téarkeét bakteerit
ovat sellaisia, jotka vaikuttavat menetelman spesifisyyteen ja sensitiivisyyteen, muun
muassa pneumokokki ja viridans-streptokokit. Viridans-streptokokit ja pneumokokit
ovat lahisukuisia, sen takia ne erottuvat hankalasti toisistaan. Tyon otoksessa 53 % oli
pneumokokkipositiivisia ja 24 % poditiivisia viridans-streptokokkinaytteitd. Taloin
tarkedt bakteerilgjit muodostavat 77 % otoksesta. (liite 3.) Otos jos olisi suurempi, voi-
taisiin parantaa tulosten tarkkuutta ja saada tarkka cut off -raja. Taman ongelman ratkai-
semista varteen olen méarittanyt korkea cut off -raja ja hamérdraja alue, jossa tulos on
tarkistettava muilla keinoilla. Tall6in voidaan todeta tulosten luotettavuutta.

Tyon luotettavuuden parantamiseksi otoksessa on erilaisia bakteerilajeja, jotka toimivat
kontrollina. Toisaalta veriviljelynaytteet, joita on kaytetty tassi tydssa, on aikaisemmin
tutkittu muilla menetelmill&. Niiden takia on pystytty arvioimaan saman tien AccuPro-
be-hybridisaation tutkimustulosten oikeellisuus ja virheellisyys. Tarvittaessa tulosten
ristiriitaisessa tilanteessa on yritetty selvittda tuloksen oikeellisuus PCR-menetelmalla
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paremmin kuin [ampohuoneessa (37 °C) ja huoneenlammadssa (25 °C). Veriviljelypullo-
jen kasittely on suoritettu steriilisti, koska pienikin mééar& mikrobia p&astyaan ravinne-
rikkaaseen veriviljelypulloon alkaa kasvaa voimakkaasti ja voi johtaa vaardan positiivi-
seen tulokseen. Veriviljelypulloja on kasitelty suojakésineet kadessa laminaarivirtaus-
kaapissa. Pullon korkki on puhdistettu pyyhkimélla se hyvin etanoliin kostutetulla side-
taitoksella ja sen jélkeen pullosta on imetty ruiskulla tarvittava naytemaédra steriiliin
eppendorf-putkeen.

Koska AccuProbe-hybridisaatiomenetelma on herkké menetelm@, se on altis monenlai-
glle virheldhteille. Tyoskentelyssa on noudatettava tarkkaa jérjestysta ja tarkkoja tyota
poja. Reagenssien pipetoinnissa on tehty tarkka pipetointi ja sekoitus ohjeen mukaan
jokaisen reagenssin lisddmisen jalkeen. Sekoittaminen vorteksilla reaktiovaiheiden vé&
lilla on térkedd, jotta seos on homogeeninen varsinkin valintavaiheessa reagenssi-3:n
lisddmisen jalkeen. Eppendorf-putken bakteerisakasta on otettu 1 pl silmukallinen ndy-
tetta reaktioseokseen, ja samaa menetelméaéa olen noudattanut kaikkien ndytteiden kéasit-
telyssi. Tarkkaa inkubointiaikaa on noudatettu ndytteiden laittamisessa |ampohautee-
seen ja on otettu hyvin huomioon lampdhauteen 1ampétila (60° + 1 °C). Lampbhauteen
lampdtilan ollessa yli 61 °C hybridisaatio vahenee ja saadaan véaria negatiivisia tulok-
sila. Lampohauteen [ampotilan ollessa alle 59 °C, syntyy t&smentaméttomia fiksaatioita

ja saadaan vaaria positiivisia tuloksia.

12 POHDINTA

Tuloksista ilmeni, ettéd AccuProbe-hybridisaatiomenetelma erottelee hyvin Streptococ-
cus pneumoniae muista bakteerilgjista ja osan l&hisukuisista viridans-streptokokista suo-
raan veriviljelypullosta. Ongelmana ovat viridas-streptokokit, joiden 16SrRNA sek-
venssi on lahes sama kuin pneumokokin. AccuProbe-menetelman kyky téllaisten viri-

dans-streptokokin ja pneumokokin erottamisessa toisistaan on rajallista.

Viridans-streptokokin ja pneumokokin erottaminen yhden cut off -rajan perusteella ei
ollut mahdollista. Tulosten perusteella olen ehdottanut kéytettavaks korkea cut off -raja
jahadmérétulosalue, jossa tulokset voivat RLU-arvojen perusteella olla pneumokokki tai

viridans-streptokokki. Hamér&alue on tulosarvo alue, jossa emme voi spesifisesti erottaa
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pneumokokkia viridans-streptokokista. Tama alue voitaisiin saada kapeammaksi, jos
analysoitaisiin suurempi maaréa pneumokokki- ja viridans-streptokokki veriviljelynéyt-
teitd. Tarkkan cut off -rgjan méarittdmiseksi tarvitaan liséd tutkimuksia seka paivittais-

ten tulosten seurantaa.

Tulosten perusteella toimeksiantaja pystyy kayttaméan luotettavasti AccuProbe-
hybridisaatiomenetelmé veriviljelynaytteiden tutkimisessa. Menetelma on huomattavas-
ti nopeampi kuin nykyisin kayttssi oleva PCR-menetelma ja perinteinen menetelma
Pneumokokin tunnistuksessa varsinkin veriviljelyssa periman tutkimukseen perustuvat
menetelmét ovat spesifisempid ja sensitiivisempia kuin perinteiset menetelmét. Perintei-
set menetelmét eivat joskus voi erottaa lahisukuisia bakteereita toisistaan. Néita baktee-
reita ovat muun muassa pneumokokki ja viridanssi-streptokokki. Veriviljelypullossa
kun bakteeri hemolysoituu, e silloin voida tunnistaa sité perinteisella menetelméalla ja

tunnistusvaihtoehtoksi j8a vain periméan tutkimukseen perustuvat menetelmét.

Periméan tutkimukseen perustuvat menetelmé muun muassa AccuProbe-menetelma ja
PCR-menetelma ovat tarkkoja ja luotettavia. Niiden heikkopuoli perinteisen tunnistus-
menetelman verrattuna on, ettel niiden avulla voi tehda 16ydoksen bakteerin herkkyys-
médritystd. Herkkyysmaéritys on aina syyta tehda perinteisella menetelmalla ja viljella
bakteeri maljalle.

Ty0ssa selvitin, ettd voidaan suoraan veriviljelypullojen néytteisté tunnistaa pneumo-
kokki AccuProbe-menetelmalld. Suoraan néytteiden otto veriviljelypullosta tutkimuk-
seen AccuProbeella el kuitenkaan ole kovin yksinkertaista pesakkeen kayttoon verrattu-
na. Pesékkeen kéaytdssa poimitaan 1 silmukalla yhdesta neljéén pesdkettd, pesdkkeen
koon mukaan. Suoraan naytteiden otto veriviljelypullosta el ole yhta tarkka. Néaytteen
otossa silmukalla suoraan veriviljelypullosta pitda ottaa vain niin, etté tayttéa 1y silmu-
kan renkaan sisareika. Tutkimuksen tulos suurene jos ndytteen koko on iso ja pienenee
loksia. Téarkeda on, etta henkiltt, jotka kéyttavat samaa cut off-rajaa, kayttavat myds
samaa tyttapaa ndytteiden esikasittelyssa ja sen otossa tutkimukseen. Jatko tutkimukse-
na on hyvaa testata ja vertailla pipetin kéyttd silmukan tilalla, silla pipetti on tarkempi
kuin silmukka. Pipetti on tarkka véline ndytteen ottoon, jolloin pipetin k&ytdssa tutki-

musmenetelmassa tulos on tarkempaa ja luotettavampaa kuin silmukan kaytto.
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Joihinkin aikaisempiin tutkimuksiin verrattuna aiheesta olen saanut tytsséni korkeam-
pia tuloksia. Tydssani matalin positiivinen pneumokokin tulosarvo on 379 563 RLU,
mutta Laura Lindholmin ja Hannu Sarkkisen (2004) tutkimuksessa Paijéat-Hameen kes-
kussairaalassa on nelja vaarda negatiivista pneumokokkia, cut off -rgja ollessa 50 000
RLU. Muissa tutkimuksissakin cut off -raja on matala noin 50 000—-60 000 RLU:n vélil-
& Syyna voi olla se, etta tyossini oleva otos aikaisempiin tutkimuksiin verrattuna on
pieni. Toisaalta voi olla muissa tutkimuksissa kaytetty alle 1u silmukallisen naytetta
Aikaisemmissa tutkimuksissa aiheesta, joissa on kaytetty suoraan veriviljelynaytettd,
naytteidenalkukasittelyssa ndytetta on sentrifugoitu lyhyt aika. Taman takia vahan bak-
teeri on kasaantunut kayttoon tutkimukseen, jolloin tulos on matala. Aikaisemmissa
tutkimuksissa aiheesta yleisesti el ole viridans-streptokokki otettu térkeand vaikuttavana
tekijana Viridans-streptokokkingytteet antavat paljon vaéria positiivisia. Tyossani kéyt-
tédessd 50 000 RLU cutt off -rajana, vaarapositiivista on viisi ja ne kaikki ovat viridans-

streptokokkeja.
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LIITE1
1. AccuProbe-hybridisaaatiotestin tulokset. 1(2)

Bakieeri MéyieMNo | VeriPullo |AccuP . BLU|TulosTulkin) Tekopdiva

1|Sir. pneum 1702 Aerpbi| 1242288 Positiivi 40605
2 |Sir. pneum 322 Aerobi| 1179073 Positiivi S0E09
3 |Sir. pneum 12594 Aerobi| 11559372 Positiivi S0E09
4 [ Str. pneum 1658 Aerohi| 11052332 Positiivi 220509
5 [ Sir. pneum 1603 Aerobi| 1103920 Positiivi 40609
G [ Str. pneum 1955 Aercbi| 1075587 Positiivi 250809
7| Sir. pneum 7200 Anaerobi] 1055187 Positiivi Q0e0s
g | Str. pneum 2000 Aerobhi| 1047092 Positiivi 260809
8| Sfr. pneum 321 Aerobi| 10470382 Positiivi Q0e09
10 | Sir. pneum 2011 Aerobi| 1034413 Positiivi 260609
11 | 5ir. pneum 1275 Aerobi 1012536 Positiivi ale09
12 | Sir. pneum 1954 Aerobi| 1011128 Positiivi 250809
13 | Sir. pneum 1272 Aerobi 9595842 FPositiivi Q0e0s
14 | 5ir. pneum 2324 Aerobi 972674 Positiivi 170709
15 | Sir. pneum 1890 Aerobi ST0745 Positiivi 250809
16 | Sir. pneum 2097 Aerobi a57 71 Positiivi 170709
17 | Sir. pneum 746 Aerobi 954718 Positiivi 150609
18 | 5ir. pneum 1701 Aerobi 943388 Positiivi 40605
19 | 5ir. pneum 343 Aerobi 942287 Positiivi aie09
20 | Str. pneum 2348 Aerobi 931077 Positiivi 170709
21 | Sir. pneum 2138 Aerobi 927702 Positiivi 170709
22 | Sir. pneum 747 Aerobi 925651 Positiivi 150609
23 | Str. pneum 342 Aerobi 922562 Positiivi Q0e09
24 | Str. pneum 2147 Aerobi 880338 Positiivi 170709
23 | Sir. pneum 1937 Anaerobi 858556 Positiivi 250809
26 | Sir. pneum 1979 Aerobi BSBSTS Positiivi 250809
27 | Sir. pneum 2317 Aerodi 856151 Positiivi 170709
28 | 3ir. pneum 3235 Aerobi 854358 Positiiei 40605
29 | Sir. pneum 1253 Aerobi 248048 Positiivi SlE09
30 | 5ir. pneum 345 Aerobi 8325472 Positivi Q0e09
31 | Sir. pneum 2029 Aerobi 813702 Positiivi 260609
32 | Sir. pneum 1674 Aerobi TEOSE9 Positiivi 250609
33 | Str. pneum 1731  Anaerobi 772424 Positivi 150609
34 |Str. pneum 1827 Aerobi 746564 Positiivi 150609
3353 | Str. pneum 2318 Aerobi 724852 Positiivi 170709
26 | Str. pneum 19659 Aerobi 716670 Positiivi 250809
a7 | Str. pneum 2023 Aerobi BET243 Positiivi 260809
38 |Sir. pneum 1990 Aerobi SED1TE Positiivi 250809
29| Str. viridan 728 Anaesrobi 467455 |\ EEra posit 150809
40 | Sir. pneum 344 Aerobi 379583 Positiivi ale09
41| Str. viridan 1980 Aerobi 92233 MNegatiivi 250609

42| Str. viridan 2031 Aerobi 56283 Megatiivi 170709
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2(2)

Bakteeri | NayteNo | VeriPullo |AccuP RLU|TulosTulkin| Tekopidiva
43| Str. viridan 1818 Aerobi 55641 Megatiivi 150609
44| Str. viridan 1810 Aerobi 52615 Negatiivi 150609
45| Str. viridan 1861 Aerobi 48174 Negatiivi 250609
46| Str. viridan 1982 Aerobi 39417 Negatiivi 260609
47| Str. pyoge 1736 Aerobi 35883 Megatiivi 150609
48| 5tr. pyoge 1935 Aerobi 35132 MNegatiivi 260609
49| Str. viridan 2155 Aerobi 33163 MNegatiivi 170709
50| Str. viridan 1893 Anaerobi 31287 MNegatiivi 250609
51| Str. viridan 2288 Anaerchi 30576 MNegatiivi 170709
52| Str. viridan 1742 Aerobi 29961 Negatiivi 150609
53| Str. B-hem 1964 Anaerobi 29003 Negatiivi 260609
54| Str. pyoge 2002 Aerobi 27937 Negatiivi 260609
55 |E. fascium 717 Aerobi 27914 Negatiivi 150609
L@ | Str. pyege T35 Aerobi 26830 MNegatiivi 150609
57| Str.viridan 2237  Anaerobi 244594 MNegatiivi 170709
58| Str. viridan 727 Aerobi 24339 Negatiivi 150609
59| 5tr. agalact 719 Aerobi 24216 Negatiivi 150609
60| Str. wviridan 2247 Aerobi 23045 MNegatiivi 170709
61| Str. i-hem 1842 Aerobi 22267 Negatiivi 150609
62| Str. pyoge 1936 Aerobi 22233 MNegatiivi 260609
63| St aureus 1783 Aerobi 22112 Negatiivi 150609
64| Str. viridan 2162 Aerobi 16557 Megatiivi 170709
65| Str. viridan 2047 Aerobi 16324 MNegatiivi 170709
66| Str. bowvis 1952 Aerobi 15887 MNegatiivi 260609
67| Str. viridan 1850 Aerobi 14628 Negatiivi 250609
68| bakteeriton 750 Aerobi 13370 Negatiivi 150609
69| E. faecalis 1968 Aerobi 11998 MNegatiivi 260609
70 E. coli 1768 Aerobi 11337 Negatiivi 150609
71| Str. viridan 1866 Aerobi 10892 Negatiivi 250609
72| Sta. epider 1781 Aerobi 7635 Negatiivi 150609
73| Klebsiella 1836 Aerobi 4508 Megatiivi 150609
74 |Ps. aerogin 758 Aerobi 3593  Negativi 150609
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2. Otoksessa olevat erilaiset bakteerilgjit, niiden médra ja -tulosten maksimi ja

Bakteeri laji Nayte Minimi Maksimi
Str. pneumoniae Bakteeri laji 39 1 1
AccuProben RLU tulos 39 379563 1242288
Str. viridans Bakteeri laji 18 2 2
AccuProben RLU tulos 18 10892 467455
St. aureus Bakteeri laji 1 3 3
AccuProben RLU tulos 1 22112 22112
Sta. epidermids Bakteeri laji 1 4 4
AccuProben RLU tulos 1 7635 7635
Str. agalactiae Bakteeri laji 1 5 5
AccuProben RLU tulos 1 24216 24216
Str. pyogenes Bakteeri laji 5 6 6
AccuProben RLU tulos 5 22233 35883
Str. B-hemolyysi G Bakteeri laji 2 7 7
AccuProben RLU tulos 2 22267 29003
Str. bovis Bakteeri laji 1 8 8
AccuProben RLU tulos 1 15887 15887
E. faecalis Bakteeri laji 1 9 9
AccuProben RLU tulos 1 11998 11998
E. faecium Bakteeri laji 1 10 10
AccuProben RLU tulos 1 27914 27914
E. coli Bakteeri laji 1 11 11
AccuProben RLU tulos 1 11337 11337
Klebsiella pneumoniae Bakteeri laji 1 12 12
AccuProben RLU tulos 1 4508 4508
bakteeriton nayte Bakteeri laji 1 13 13
AccuProben RLU tulos 1 13370 13370
Ps. aeroginosa Bakteeri laji 1 14 14
AccuProben RLU tulos 1 3593 3593

3. Naéytteiden tutkimisen tekopéaiva.

Paivimasara Nayte Prosentti K”S;g';;'men
462009 4 5.4 54
9.6.2009 11 14.9 203
15.6.2009 20 27.0 473
17.7.2009 14 18.9 66,2
2252009 1 14 67.6
25.6.2009 13 17.6 85.1
26.6.2009 11 14.9 100.0
Otoksen summa 74 100.0

4. Erilaisten tulosten naytteiden maaré ja niiden prosentti osuus.

Tulokset Mayte Prosentti | [umulatiivinen
prosentti
Positiivi 39 27 27
Megatiivi 34 459 98.6
\a&ra positivinen 1 1.4 100,0
Otoksen summa 74 100,0




5. Tyodn otoksessa aerobisen ja anaerobisen méaéré ja prosenttiosuus.

Vertviljelypullotyyppi Naytteiden Prosentt
maara

Aerabi 66 892

Anaerobi g 10,8

Otoksen summa 7d 100,0

LITE3
1D

6. TyoOn otoksessa olevat erilaiset bakteerilgjit, niiden maéré ja prosenttiosuus.

- Mayte . Kurmaolatiivin
Bakteeri laji [ntn}l} Prosentl | oo brosenti
Str. pneumoniae 34 h27 27
Str. viridans 18 24 3 77,0
at. aureus 1 14 Vg4
Sta. epidermids 1 14 7ay
Str. agalactiae 1 14 81,1
afr. pyogenes 5 6.8 av.8
Sir. B-hemolyysi G 2 27 a0.5
3tr. bovis 1 14 91,9
E. faecalis 1 14 932
E. faecium 1 14 94 6
E. coli 1 14 959
Klebsiella pneumaoniae 1 1.4 a7.3
bakteeriton nayte 1 14 93,6
Fs. agroginosa 1 14 100,0
Dtoksen summa 74 1000

7. Yhdeksan potilaan kahden veriviljelypullon RLU-tulosarvon véliero.

NéayteNo1 | Ensi.RLU | NayteNo2 | ToisenRLU Ero
1 344 379563 345 825472 -445909,00
2 727 24339 728 467455 -443116,00
3 1293 846046 1294| 1159372| -313326,00
4 1701 943368 1702| 1242288| -298920,00
5 321 1047088 3221 1179073 -131985.00
5] 2023 687243 2029 813702 -126459,00
7 1954 1011128 1955| 1075587 -64459,00
8 1982 39417 1980 92233 -52816,00
9 342 922562 343 942287 -19725,00
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8. Erilaisten cut off -rgjojen a,b,c jad arvot 1(1)
Cut off -arvo | a= oikeat positiivi- | b=véardt pos. | c=  véarédt | d=oikeat neg.
set neg.
1|560000RLU | 38 0 1 35
2| 379563 RLU | 39 1 0 34
3| 50000RLU |39 5 0 30
9. Kahden erimenetelmén veriviljelynaytteiden kasittelyn tulokset.
Naytenumero | menetelman numero | aerobi / | AccuProben lukema
anaerobi (RLU)
No. 1 1. menetelma (1 min.) | Aerobi 921 757
1. menetelmé& (1 min.) | Anaerorbi 873 164
2. menetelma (3min.) Aerobi 943 368
2. menetelma (3min.) An aerorbi 778 545
No. 2 1. menetelmé (1 min.) | Aerobi 1233971
2. menetelma (3min.) Aerobi 1242 288
No. 3 1. menetelmé (1 min.) | Aerobel 1157938
1. menetelm& (1 min.) | Anaerobi 791 661
2. menetelma (3min.) Aerobi 1103 920
2. menetelma (3min.) An aerobi 772 643
No. 4 1. menetelmé (1 min.) | Aerobi 842 731
1. menetelméa (1 min.) | Anaerobi 856 734
2. menetelma (3min.) Aerobi 854 358
2. menetelma (3min.) Anaerobi 675 765
10. Néaytteiden tutkimuksen toistaminen
Naytteen tunnusnumero | Tulos 15 — 19.6.2009 Tulos 11.9.2009
1|VT 727 24 339 RLU 37 858 RLU
2| VT 728 467 455 RLU nayte ei |0ydy
3| VT 344 379 563 RLU 135 829 RLU
4| VT 345 825472 RLU 570538 RLU




