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Dermatofyytit ja homeet eli rihmasienet aiheuttavat pinnallisia sieni-infektioita ihon ja
kynsien sarveisaineessa. Taman lisaksi homeet aiheuttavat myos syvid, invasoivia ja jopa
kuolemaan johtavia infektioita immuunipuutteisilla potilailla. Diagnosoinnin nopeudella
on suuri merkitys hoidon onnistumisessa. Sienié tunnistetaan makroskooppisesti viljel-
lyiltd maljoilta, joista tehdaan tarvittaessa jatkoviljelmid. Makroskooppisen tunnistuksen
lisaksi apuna kéytetaan tarvittaessa varjayksia ja mikroskopointia. Namé kéytossa olevat
rihmasienten tunnistusmenetelmaét toimivat opinndytetyon referenssimenetelména.

Taman opinndytetyon tavoitteena oli tuottaa tietoa Fimlab laboratoriot Oy:n Tampereen
mikrobiologian yksikélle Biomeriéuxin Vitek MS Mould —reagenssipakkauksen esikésit-
telymenetelman toimivuudesta ja siitd, nopeuttaako sen kayttd rihmasienten tunnistusta
niin, ettd se kannattaa ottaa kayttoon uutena tutkimusmenetelména. Tutkimusotoksen ta-
voitteena oli sata analysoitua ndytettd. Tarkoituksena oli koestaa uusi rihmasienille tar-
koitettu reagenssipakkaus VITEK MALDI-TOF massaspektrometrille.

Tassa opinnaytetyona tehdyssa tutkimuksessa koestettiin uusi Biomeriéuxin rihnmasienille
tarkoitettu esikasittelymenetelmén reagenssipakkaus VITEK ® MS MALDI TOF-lait-
teelle. Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian sienilaboratoriossa oli varattu potilas-
naytteitd tatd tutkimusta varten. Naytteet kasiteltiin reagenssipakkauksen avulla ja analy-
sointi suoritettiin VITEK ® MS-laitteella. Naita analyysituloksia verrattiin referenssime-
netelmilld saatuihin tuloksiin ja niiden yhtenevaisyytta tutkittiin Excel-taulukkolaskenta-
ohjelmaa apuna kayttaen.

Tutkimuksessa oli mukana 68 rihmasieninaytettd, joista tulokset saatiin 49 naytteelle eli
72 prosentille kokonaisndytemadrésta. 49:sté onnistuneesti analysoidusta néytteesta 42
naytteen tutkimustulokset VITEK ® MS-laitteella ja kdytdssa olevilla sienidiagnostiikan
menetelmilla olivat yhtenevaiset. Tulokset olivat siis 86 prosenttisesti yhtenevaisia. Tut-
kimuksessa havaittiin myos, ettd rihmasienten kasvunvaihe vaikuttaa VITEK ® MS-lait-
teella tehtyjen analyysien onnistumiseen.

Asiasanat: Rihmasieni, diagnostiikka, koestus, massaspektrometri



ABSTRACT
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Tampere University of Applied Sciences
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RANNIKKO EMMI & SILLANAUKEE MILJA:
The VITEK ® MS Identification of filamentous Fungi

Bachelor's thesis 62 pages, appendices 1 pages
August 2018

Dermatophytes and molds cause superficial fungal infections in the skin- and nail keratin.
Molds can also cause severe deep invasive infections for patients with immune depriva-
tion. Filamentous fungi are identified macroscopically from cultures and microscopically
with the help of staining methods.

The objective of this study was to provide information for Fimlab Laboratoriot Oy about
the functionality of the Biomeriéux Vitek ® MS Mold reagent kit pre-treatment method.
The study intended to examine whether the method hastens the identification of filamen-
tous fungi to such an extent that it could be adopted as a worthy new research method.

In this study a new Biomérieux preprocessing method for filamentous fungi was validated
for VITEK ® MS MALDI TOF mass spectrometer. Samples were processed with a pre-
processing reagent kit and VITEK ® MS was used for analysis. Analyzation results were
compared to results gained with the reference methods.

There were 68 samples in the study, all of them containing a growing filamentous fungi.
Test results were obtained for 49 samples, which equals to 72 percent of the samples. Out
of 49 successfully mass spectrometry analysed samples, 42 had indentical results with the
reference methods. Therefore 86 percent of the results were identical. In this study it was
also noticed, that the filamentous fungis stage of growth influences the success rate of the
analyses performed with VITEK MS.

Key words: Filamentous fungi, diagnostics, validation, mass spectrometry
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyon aiheena on koestaa VITEK ® MS MALDI TOF massaspektrometrille rih-
masienten esikasittelymenetelman reagenssipakkaus Biomeriéux Vitek MS Mould Kit.
Ty0 tehdadn Fimlab laboratoriot Oy:n Tampereen mikrobiologian yksikolle. Rihmasienia
ei ole pystytty vield aikaisemmin VITEK ® MS laitteella tunnistamaan. Mikéli esikasit-
telymenetelma saadaan toimivaksi ja kannattavaksi, potilaat tulevat saamaan tutkimustu-

lokset nopeammin ja hoitokin kyetaan aloittamaan aikaisemmin.

Dermatofyytit eli silsasienet ovat yleisimpia kehon pinnallisten sieni-infektioiden aiheut-
tajia. Homesienten itiditd on normaalisti kaikkialla ympéristossé ja ne voivat aiheuttaa
allergisia oireita péaastessaan limakalvoille. Immuunipuutteisilla potilailla homesienet
voivat aiheuttaa kuolemaan johtavia infektioita. On siis tarkead, ettd sieni-infektiot pys-
tytddn tunnistamaan laboratoriossa tehokkaasti ja nopeasti. (Kaypahoito suositus 2010, a;
Hedman ym. 2010, 301, 315.)

Rihmasienindytteet viljelldén selektiivisille agarmaljoille, joita kasvatetaan noin 2-4 viik-
koa riippuen sienen kasvuominaisuuksista. Pesékkeet tunnistetaan maljoilta makroskoop-
pisesti, tarvittaessa voidaan tehda vérjays ja tunnistaa sieni mikroskooppisen tarkastelun
avulla. (Fimlab ohjekirja. 2017; Huslab ohjekirja. 2017; Korhonen 2017.) VITEK® MS
MALDI-TOF on automatisoitu massaspektrometriaan perustuva, mikrobien tunnistuk-
seen tarkoitettu systeemi, joka antaa tutkimusvastauksen mikrobin lajin tai suvun tasolla.
Tutkimusvastaus saadaan nopeammin verrattaessa muihin rihmasienidiagnostiikan me-

netelmiin. (VITEK® MS. Mass spectrometry microbial identification system.)

Tutkimusaineistona tassd opinnéytetyssa on 68 potilaan VITEK ® MS-laitteella tutkit-
tujen sienindytteiden tulokset. Tydssa tullaan vertailemaan VITEK MS-laitteella saatuja
tuloksia Fimlabin sienilaboratorion morfologisesti ja mikroskopoiden saatuihin tunnis-
tustuloksiin. Tutkimuksessa kaytdssa ollut VITEK MS V3 tietokanta pitaa siséllaéan 1046
eri organismia, sisaltden bakteereita, homeita seka dermatofyytteja (VITEK® MS. Mass

spectrometry microbial identification system).



2 RIHMASIENET

2.1 Dermatofyytit ja niiden aiheuttamat infektiot

Infektioita aiheuttavat dermatofyytit eli silsasienet jaotellaan kolmeen luokkaan:
Trichophyton, Microsporum ja Epidermophyton. Eri sienilajien aiheuttamien tautien vai-
keusaste ja epidemiologia vaihtelevat niiden ominaisuuksien mukaan. Dermatofyytit ja-
otellaan ryhmiin myos niiden aiheuttamien infektioiden tarttumistapojen mukaan antro-
pofiilisiin, eli ihmisesté toiseen tarttuva, zoofiilisiin, eli eldimesta ihmiseen tarttuva ja
geofiilisiin, eli maaperéstd ihmiseen tarttuva. (Hedman ym 2010, 301) (Kauffman &
Mandell 2007, 217.)

Dermatofyytit saattavat tuottaa konidioita, jotka havaitaan mikroskooppisella tarkaste-
lulla. Konidiat ovat suvuttomasti lisdantyvia sienten itioita. Tavallisesti ne kasvavat sie-
nirihmaston péasté tai sivulta, mutta rihmastossa voi olla myds konidiofori, joka on eri-
laistunut kuroumaitidita tuottava rakenne sienirihmastossa. Itiot kuroutuvat irti koni-
dioforista, kun ne ovat kypsyneet. Konidiat ovat hyvin erilaisia sienilajista riippuen ja
niiden vari, muoto ja rakenne vaihtelevat. Suuria konidioita kutsutaan makrokonidioiksi

ja pienia mikrokonidioiksi. (Rogers 2008; Tieteen termipankki, konidiofori.)

2.1.1 Trichophyton

Trichophyton sukuun kuuluu kuusitoista eri lajia, joista yleisimmat kliinisesti merkittavat
ovat Trichophyton rubrum, violaceum, mentagrophytes, interdigitale ja tonsurans.
Trichophytonin pesdkkeet ovat vahamaisia tai pumpulimaisia, variltdan valkoisia, punai-
sia, vaaleanpunaisia, kerman tai vaaleanruskean varisid. Agarin alapuolelta pesakkeet
voivat olla varittémia, keltaisia, kellanruskeita, vaalean- tai viininpunaisia riippuen kas-
vustosta ja lajista (Kuva 1) Mikroskooppisesti tarkasteltuna makrokonidiat ovat kaksi tai
useampisoluisia, lasimaisia ohut- ja siledseinéisid, lierion tai sikarin muotoisia. Mikroko-
nidiat ovat ndytteessa hallitsevia ja muodoltaan ovaaleja, sileitd, lasimaisia ja ohutseinai-
sid yksisoluisia rakenteita (Kuva 2 & 3). (Ellis & Kidd. Trichophyton; De Hoog ym. 2000,
954.)



Kuval. T, rubrumin kasvu keltaista pigmenttid vahvistavalla
lactrimel-agarilla ja punaista pigmenttia vahvista-
valla mykobioottisella agarilla (Kuva: Ellis & Kidd)

y v L ;
Kuva 2. T. rubrumin makrokonidia Kuva 3. T. rubrumin makrokonidiat
(Kuva: Ellis & Kidd) (Kuva: Ellis & Kidd)

2.1.2 Microsporum

Microsporum sukuun kuuluu nykyaan kolme lajia, jotka ovat Microsporum audouinii,

canis ja ferrugineum. Aiemmin Microsporum sukuun on kuulunut muitakin geo- ja zoofi-

lisia lajeja, jotka on sittemmin siirretty Lophophyton, Nannizzia ja Paraphyton sukuihin

kuuluviksi. Microsporumin pesékkeet ovat puuterimaisen pumpulisia ja vériltdén valkoi-

sia, kellertdvid tai lohen punaisia. Agarin alapuolelta pesékkeiden varitys on kermanval-

koinen tai ruskea (Kuva 5). Makrokonidiat esiintyvat yleensa ryhmittéin. Niissa on ohut

tai paksu seindmad ja ne ovat piikikkaitd ja karkeita varttinén tai sikarin muotoisia (Kuva

4). Mikrokonidiat esiintyvat yksittdisind ja ne ovat lasimaisia, siled- ja ohutseindisia seké

ovaalinmuotoisia ulkomuodoltaan. (Ellis & Kidd. Microsporum; De Hoog ym. 2000,

736.)



Kuva 4. M. caniksen makrokoni- Kuva5. M. canis peruna-dekstroo siagarilla
diat (Kuva: Ellis & Kidd) (Kuva: Ellis & Kidd)

2.1.3 Epidermophyton floccosum

Epidermophyton floccosum kuuluu antropofiilisiin dermatofyytteihin. Se aiheuttaa infek-
tioita jaloissa (tinea pedis), nivusissa (tinea curis), késien ja jalkojen iholla (tinea corpo-
ris) seka kynsissa (tinea onychomycosis). E. floccosumin pesékkeet ovat poimuttuneita,
samettisia, joskus puuterimaisia, huopamaisia tai villaisia ja variltdan ne ovat keltaisia,
rusehtavia tai okran varisia. Pesédkkeet muuttuvat nopeasti valkoiseksi ja hiutalemaiseksi.
Agarin alapuolelta pesékkeet ovat vériltaan syvan kellanruskeita. Makrokonidiat esiinty-
vat 2-5 solun ryhmissd, ne ovat siled- ja ohutseindisia mailan muotoisia, eli ne ovat pak-
sumpia péaastd ja ohuempia keskeltd (Kuva 6). Klamydosporit (Kuva 7) eli yksisoluiset
paksuseindiset sisdsyntyiset suvuttomat kestoitiot ovat yleisia pidempaan kasvaneissa vil-
jelmissa. (Ellis & Kidd. Epidermophyton floccosum; De Hoog ym. 2000, 642; Tieteen

termipankki, klamydospori.)

Kuva 6. E. floccosumin makrokonidiat
(Kuva: Ellis & Kidd) (Kuva: Ellis & Kidd)
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2.1.4 Dermatofyyttien aiheuttamat infektiot

Dermatofyytit aiheuttavat tyypillisesti pinnallisia infektioita sarveisaineessa eli ihon sar-
veiskerroksessa, kynsissé ja hiuksissa, mutta infektio voi myos levité syvélle hiuspohjan
tai parranalueen karvatuppeen aiheuttaen syvan markaisen infektion. Dermatofyyttien ai-
heuttamaa silsainfektiota kutsutaan tineaksi. Jotta dermatofyytti voi tunkeutua sarveisai-
neeseen, taytyy sen ensin tarttua isantéeliosta toiseen itididen avulla. Sen jalkeen se tart-
tuu keratinosyytteihin, eli ihon sarveiskerroksen soluihin, tdmé kestdd noin 1-2 tuntia.
Tartuttuaan keratinosyytteihin dermatofyytti alkaa itdé ja tuottaa proteiineja pilkkovia
entsyymejd, proteaaseja. Ndiden proteaasien tuotanto ja toiminta saavat aikaan elimistén
puolustusreaktion ja infektioalueelle syntyy inflammaatio eli tulehdus. (Hedman ym.
2010, 301; Kauffman ym 2007, 218.)

Infektoituneella iholla ndhd&én usein eri asteista akantoosia, eli ihon tummumista ja pak-
suuntumista, hyperkeratoosia, eli ihon sarveiskerroksen paksuuntumista, mika voi aiheut-
taa ihon hilseilya ja halkeilua, epidermiksen turvotusta tai parakeratoosia. Mikali naita
oireita havaitaan, on kehon immuunivaste usein lieva ja mononukleaarisesti vallitseva.
Jos infektio ylettyy ihon syvempiin kerroksiin, on se usein mérkainen ja immuunipuolus-
tuksesta vastaa talloin usein granulosyytit. Liséksi myos eosinofiilit saattavat osallistua
infektion torjuntaan. Taudinaiheuttaja I0ydetaén tavallisesti ihon uloimmasta- eli sarveis-
kerroksesta. (Larone 2011. 42.)

2.1.4.1. Jalkasilsa

Jalkasilsa eli tinea pedis on yleisin esiintyva dermatofyyttien aiheuttama infektio. Jalka-
silsan muodoista taas yleisimmét ovat varvasvalisilsa ja jalkateran silsa. Varvasvalisilsa
on useimmiten neljdnnen ja viidennen varpaan valissd ja sen oireina ovat kutina, paha
haju, hilseily, ihorikot, vaaleat katteet, rakkulat ja reuna-alueiden punoitus, kuten kuvassa
8. Kuvassa 9 on varvasvalisilsa, jossa on myos bakteerin aiheuttama infektio. Infektio voi
levitd myds muihin varvasvéleihin, kynsiin, jalkapoytéan tai -pohjaan. Varvasvélisilsain-
fektiota hoidetaan ensisijaisesti 1-4 viikkoa kestavalla paikallishoidolla. Mikali varvas-
valisilsainfektiota ei hoideta, saattaa infektioalueelle muodostua hyperkeratoottinen
tulppa tai kivulias pehmeé kansé, joka olisi hyvé poistaa kirurgisesti. (Hedman ym. 2010,
302-303; Kauffman ym. 2007, 219.)
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Jalkateran silsainfektio oireilee pitk&aikaisena hilseilyna jalkapohjan, kantapédén ja jalka-
terdn sivujen alueella, myos ihorakkuloita voi ilmaantua. Oireiden ilmentymisalueiden
vuoksi jalkaterén silsaa kutsutaan myds mokkasiinisilsaksi. Jalkateran silsa voi levita
my06s kdmmeniin ja sormivaleihin. Jalkaterén silsaa hoidetaan siséisella sienilaakityksella
1-4 viikon ajan. Geneettinen taipumus jalkasilsaan voi aiheuttaa uusintainfektioita. Jalka-
silsainfektion aiheuttajia ovat yleisimpana T. rubrum sekd hieman vahemmaén yleisind T.

mentagrophytes ja E. floccosum. (Hedman ym. 2010, 302-303; Kadypéhoito 2010, a.)

SN ‘
~ ©R Suhonen © R Suhonen
Kuva 8. Varvasvalisilsa Kuva 9. Varvasvailisilsa
(Kuva: Suhonen Raimo) (Kuva: Suhonen Raimo)

2.1.4.2. Kynsisilsa

Kynsisilsa eli tinea unguium on erittdin yleinen ja sitd esiintyy 3 prosentilla véestosta.
Useimmiten infektio I0ydetdan varpaiden kynsissd. Kynsisilsa saattaa esiintyd myos sor-
mien kynsissd, mutta se on erittdin harvinaista. Altistavana tekijanad ovat urheiluun liittyva
kynnen vaurioituminen ja ikd. Kynsisilsaa voi olla joko yhdessa tai useammassa kyn-
nessd. Tavallisimmin silsa alkaa kynnen sivustasta tai sen karjesta ja etenee kynnen tyveé
kohti ruskeana tai kellertdvanad varimuutoksena, kuten kuvassa 10. Infektion levitessd
kynsipedissa kynnen alla kynnenalus muuttuu hyperkeratoottiseksi ja lopulta koko kynsi
vaurioituu (Kuva 11). Kynsisientda hoidetaan sisdisella sienilaakityksella. Yleisimmat
kynsisilsan aiheuttajat ovat T. rubrum (90 % tapauksista) ja T. metagrophytes. (Hedman
ym. 2010, 303; Kauffman ym. 2007, 224.)
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Kuva 10. Kynsisilsa varpaan Kuva 11. Edennyt kynsisilsainfektio varpaan
kynnessa kynnesséa
(Kuva: Suhonen Raimo) (Kuva: Suhonen Raimo)

2.1.4.3. Nivussilsa

Nivussilsa eli tinea cruris esiintyy yleisimmin lampiméssa ilmastossa ja tropiikissa.
Useimmiten sitd tavataan miehilla etenkin puolustusvoimissa. Infektio alkaa toisesta ni-
vusesta ja alkaa levitd laajemmalle alueelle. Nivussilsan oireina ovat vallireunaiset pu-
nottavat hilseilevét vahitellen kasvavat ihomuutokset (Kuva 12), jotka alkavat parantua
niiden keskustasta. Ihnomuutokset voivat levita niin, ettd niistd muodostuu yhtenéinen alue
reiden, pakaran ja vélilihan seudulle tai jopa viela suuremmalle alueelle. Hoitona nivus-
silsan lievissa tapauksissa kaytetdan paikallista sienilaékitystd 1-2 viikon ajan. Mikali in-
fektio on levinnyt laajalle, kdytetddn liséksi siséista sienilaékitysta 1-4 viikon ajan. Tar-
tunta on yleensa saatu omasta jalkaterasta tai varvasvaleistd, joten yleisimmat nivussilsan
taudinaiheuttajat ovat samat, kuin jalkasilsan aiheuttajat, eli T. rubrum, T. men-
tagrophytes ja E. floccosum. (Hedman ym. 2010, 303-304; Kauffman ym. 2007. 220.)

Kuva 12. Nivussilsa (Kuva: Suhonen Raimo)
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2.1.4.4. Hiuspohjan silsa

Hiuspohjan silsaa eli tinea capitista esiintyy lahinné lapsilla. Suomessa hiuspohjan silsaa
I0ydetdédn padosin Afrikasta maahan muuttaneilla lapsilla. Afrikassa ja Aasiassa hiuspoh-
jan silsa on yleinen ja sitd on myos jonkin verran Ité- ja Etel&-Euroopassa. Tartunta saa-
daan usein kotieldaimilta, kuten kissalta tai koiralta, mutta hiuspohjan silsa voi levitd myos
ihmisestd toiseen yhteisten hiustenhoitotuotteiden ja pyyhkeiden valityksella. My0s pai-
vakodeissa on ollut joitakin epidemioita. Hiuspohjan silsan oireita ovat erikokoiset hil-
seilevét pyoreat ldiskat, jonkin asteinen hiustenlaht6 (Kuva 13 ja 14), markénépyt ja pai-
seet (Kuva 15). Infektio voi levitd myos koko hiuspohjan alueelle. Oireet vaihtelevat ta-
pauskohtaisesti lievasta hilseilystd koko hiuspohjan infektioon ja laaja-alaiseen arpeutta-
vaan hiustenlahtoon. Antropofiilisten lajien aiheuttamat infektiot ovat usein lievempid,
zoofiiliset lajit taas saattavat aiheuttaa voimakkaan tulehdusreaktion. Hiuspohjan silsan
oireet riippuvat myos siitd, kuinka syvélle infektio ulottuu, hiusjuuren ulko- vai sisdpuo-
lelle. On my6s mahdollista, etté sieni-infektio aiheuttaa sekundaarisen bakteeri-infektion,
jolloin oireina ovat kuumeilu ja imusolmukkeiden aristus. (Hedman ym. 2010, 304-305;
Kauffman ym. 2007, 222.)

Hoitona hiuspohjan silsaan on useimmiten sisdinen sienilaakitys 4-6 viikon ajan seka li-
séksi paikallinen sienildékehoito. Hoito kuitenkin katsotaan aina tapauskohtaisesti ja tar-
kistetaan myos, onko mahdollista, etta potilaan laheiset olisivat saaneet tartunnan. Hius-
pohjan silsan yleisimmat taudinaiheuttajat Suomessa ovat T. violaceum ja M. audouinii,
mutta my0os esimerkiksi T. tonsurans, T. mentagrophytes ja M. canis voivat aiheuttaa
hiuspohjan silsainfektion. (Hedman ym. 2010, 304-305; Kauffman ym. 2007, 222.)

Kuva 13. Hiuspohjan silsan Kuva 14. Hiuspohjan silsan Kuva 15. Hiuspohjan silsan

aiheuttamaa hius- aiheuttamaa hius- méarkanappyja
ten 1&hto& ten l&hto&
(Kuva 13-15: Suhonen Raimo)
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2.1.4.5. Vartalon silsa

Vartalon silsa eli tinea corporis voi tarttua kotieldimistd, karjasta tai potilaan oman kehon
infektoituneesta osasta toiseen terveeseen osaan tai ulkopuolisesta tartunnan lahteesta mi-
hin vain kehon osaan. Oireet vaihtelevat kehon osan, tartunnanaiheuttajan ja infektion
keston mukaan. Tyypillisi& oireita ovat pyoredt tai soikeat punoittavat, hilseilevét ja kui-
vat tarkkarajaiset alueet. Infektoituneen alueen keskikohta alkaa parantua, kun infektio
levidd reuna-alueilta. Tdma aiheuttaa alueen punareunaisuuden ja alueen keskella terveen
alueen (Kuva 16). Etenkin immuunipuutteisilla infektoituneet alueet saattavat kasvaa ko-
koa, levité ja yhtya suureksi infektioalueeksi. Vartalon silsaa hoidetaan paikallisella sie-
nilaakitykselld 1-4 viikon ajan, hankalissa infektiotapauksissa kéaytetdan lisand myos si-
séista sienilaékitystd. Vartalon silsan taudinaiheuttajia ovat kehon osasta toiseen tarttu-
vissa infektioissa T. tonsurans, lemmikkieldinten omistajilla ja hoitajilla T. men-
tagrophytes ja M. canis, karjanpitéjilla T. verrucosum ja hevosten kanssa tydskentelevilla
T. equinum. (Hedman ym. 2010, 305-306; DermNet New Zealand. 2003.)

Kuva 16. Vartalon silsa (Kuva: Suhonen Raimo)

2.1.4.6. Partasilsa

Partasilsa eli tinea barbae on parran ja viiksien alueen silsainfektio, joka tarttuu elédimisté
ja sité tavataan tavallisesti vain miehilld. Oireita ovat voimakkaasti tulehtuneet nystyréi-
set punaiset alueet, markarakkulat ja karvoja ymparoivét absessit. Karvat lahtevét irti hel-
posti kevyesti vetdmalld. Lievad infektiota hoidetaan paikallisella sienil&dédkityksella,
mutta useimmiten infektio kuitenkin vaatii siséisen sienilddkityksen. Partasilsan taudin-

aiheuttajia ovat T. verrucosum ja T. mentagrophytes. (DermNet New Zealand 2003.)
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2.1.4.7. Kdmmenen silsa

K&mmenen silsan eli tinea manumin aiheuttamat infektiot ovat todella harvinaisia. Oi-
reina ovat ekseeman kaltainen oireilu ja kuivan ihon hilseily. Tartunnan voi saada oman
kehon infektioituneesta alueesta, kuten jalasta, kotieldimista tai kammensilsainfektiota
sairastavalta henkilolta. Kémmenen silsainfektiota hoidetaan samalla tavalla kuin varta-
lon silsainfektiota. Taudin aiheuttajina kdmmenen silsassa ovat T. mentagrophytes, T.

rubrum, M. canis ja T. verrucosum. (Hedman ym. 2010, 306.)

2.2 Homeet ja niiden aiheuttamat infektiot

Infektioita aiheuttavat homesienilajit ovat opportunistisia taudinaiheuttajia eli ne kykene-
vat aiheuttamaan infektion, kun olosuhteet ympérilla muuttuvat niille suotuisiksi. Mikali
immuunipuolustusjarjestelma toimii normaalisti, homeet ovat suhteellisen harmittomia,
mutta saattavat aiheuttaa allergiaoireita ja astman pahenemista. Immuunipuutteisille po-
tilaille ndma opportunistiset taudinaiheuttajat voivat kuitenkin aiheuttaa vakavia infekti-
oita. Tyypillisimmaét infektiopaikat ovat keuhkot, nen ja limakalvot, joihin itiot padsevat

hengitysilman mukana. (Hedman ym. 2010, 315.)

2.2.1 Aspergillus

Aspergillus-sukuun kuuluu 250 lajia, joista yleisimmat taudin aiheuttajat ovat Aspergillus
fumigatus, flavus, terreus, ja niger. Aspergilluslajien aiheuttamia infektiotauteja kutsu-
taan aspergilloosiksi. Tauti voi olla invasiivinen infektio, kolonisaatio, myrkytys tai al-
lergia. Aspergilluksen itigita tavataan normaalisti kaikkialla ymparistossé, sekd maape-
rassa ettéd ilmassa. Aspergillukset ovat myos yleisid kontaminantteja laboratorio-olosuh-
teissa. (Ellis & Kidd. Aspergillus; Kauffman ym. 2007, 145; Larone 2011, 281; Hedman
ym. 2010, 315; De Hoog ym. 2000, 442.)

Aspergilluksen pesakkeet ovat ensin valkoisia, sitten niihin alkaa lajista riippuen kehittyé
eri vihredn sévyja, keltaista, oranssia, ruskeaa tai mustaa. Pesdkkeet ovat samettimaisia

tai pumpulimaisia (Kuva 17). Agarin alapuolta tarkasteltaessa pesakkeet ovat variltdén
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valkoisia, kultaisia tai ruskeita. Mikroskooppisesti tarkasteltuna Aspergilluksen rihmat
ovat erillisi& ja halkaisijaltaan 2,5-8 pum kokoisia. Haarautumaton konidiofori kasvaa eri-
koistuneesta jalkasolusta (Kuva 18, A, B). Konidioforin pddhan muodostuu turvonnut ve-
sikkeli (Kuva 18, C), joka on kokonaan tai osittain pullonmuotoisten ulokkeiden peitossa
(Kuva 18, D). Ulokkeet tuottavat konidiaketjuja (Kuva 18, E). Konidiat ovat joko pyoreité
tai karkeanmuotoisia. Kuvissa 19 ja 20 ndkyy selkeasti Aspergillus-lajeille tyypilliset jal-
kasolut sek& konidiaketjut. (Larone 2011, 281.)

Kuva 17. A. flavuksen kasvu maljalla
(Kuva: Ellis & Kidd)

A B

Kuva 18. Aspergilluksen rakenne Kuva19. A.flavus mikroskoopissa
(Kuva: Ellis & Kidd) (Kuva: Ellis & Kidd)
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Kuva 20. A. fumigatuksen aspergilluksille tyypilliset rakenteet jalkasolut sekéd konidia-
ketjut (Kuva: Ellis & Kidd)

2.2.2 Scopulariopsis

Suurin osa Scopulariopsis-sukuun kuuluvista sienilajeista on l&ht6éisin maaperasta. Ne
ovat myos yleisia kontaminantteja laboratorio-olosuhteissa. Monet lajit aiheuttavat kyn-
sisilsaa etenkin varpaiden kynsissd. Scopulariopsis-suvun lajit harvoin aiheuttavat sub-
kutaanisia tai invasiivisia infektioita. Yleisimmat kliinisesti merkittavat lajit ovat S. bre-

vicaulis, S. gracilis ja S. bumptii. (Ellis & Kidd. Scopulariopsis; Larone 2011, 297.)

Scopulariopsiksen pesékkeet ovat ensin sileita ja valkoisia, kunnes ne yleensa muuttuvat
puuterimaisiksi vaaleanruskeiksi keltaruskeareunaisiksi pesakkeiksi. Agarin alapuolta
tarkasteltaessa peséake on vériltadn keltaruskea ja keskeltd hieman tummemman ruskea.
Mikroskooppisesti tarkasteltuna ndhdaan erilldén olevia rihmoja, joista lahtee konidiofo-
reja, joiden pééssa on annelide, solu, joka muodostaa itidita kuroutumalla. Annelidesta
muodostuu yksisoluisia rengasmaisia konidioita ketjuissa (Kuva 21). Nuorin konidia on
l&himpé&nd annelidea. Konidiat ovat pallomaisia tai p&darynan muotoisia. (Larone 2011.
297; Ellis & Kidd. Scopulariopsis; Tieteen termipankki 2014.)
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Kuva 21. S. brevicauliksen konidiaketjut (Kuva: Ellis & Kidd)

2.2.3 Fusarium

Kuten Scopulariopsis-suvussa, myos suurin osa Fusarium-sukuun kuuluvista sienilajeista
on lahtdisin maaperasta ja ne ovat myos yleisia kontaminantteja laboratorio-olosuhteissa.
Yleisimmin Fusarium-suvun sienet aiheuttavat infektioita silmien sarveiskalvolla. Toisi-
naan ne aiheuttavat myds muita infektioita, kuten mysetoomaa (krooninen subkutaaninen
infektio), poskiontelotulehdusta, septista niveltulehdusta tai kynsien infektioita. Kliini-
sesti merkittdvimmat taudinaiheuttajat ovat Fusarium solani, F. oxysporum, F. incar-

natum-equiseti sekd F. chlamydosporum. (Ellis & Kidd. Fusarium; Larone, 2011, 305.)

Fusariumin pesékkeet ovat ensin valkoisia ja pumpulimaisia. Pesdkkeen kasvaessa, sen
vari muuttuu pinkiksi tai violetiksi. Pesdkkeen keskusta on variltdan tummempi, kuin sen
reunat. Joidenkin lajien pesakkeet pysyvat valkoisina tai muuttuvat vaalean oranssiksi. F.
solani on pesakemorfologialtaan ainutlaatuinen, sill& se saa sinivihredn tai siniruskean
varin. Agarin alapuolelta Fusariumin pesékkeet ovat vériltdan vaaleita. Mikroskooppi-
sesti tarkasteltuna Fusarium tuottaa sek& mikro- ettd makrokonidioita siroista vesikkelin
ulokkeista (Kuva 22). Makrokonidiat ovat kaksi- tai useampisoluisia, sukkulamaisia tai
sirpinmuotoisia (Kuva 23). Mikrokonidiat ovat yksi- tai kaksisoluisia, pdarynén-, ovaa-
lin- tai sukkulanmuotoisia, suoria tai kaarevia. Fusariumissa saattaa olla myods klamy-
dosporeja. (Larone. 2011, 305; Ellis & Kidd. Fusarium.)
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Kuva 22. F. oxysporumin lyhyita vesikkelin ulokkeita ja mikrokonidioita (Kuva: Ellis &
Kidd)

Kuva 23. F. oxysporumin makrokonidioita (Kuva: Ellis & Kidd)

2.2.4 Scedosporium

Scedosporium-suvussa on kolme lajia, jotka ovat opportunistisia taudinaiheuttajia. Nama
lajit ovat Scedosporium apiospermum, S. boydii ja S. aurantiacum. Scedosporiumia Kui-
tenkin harvoin 16ytyy kliinisen laboratorion tutkimuksissa. Infektioita Scedosporium ai-
heuttaa tavallisimmin keuhkoissa, mutta myos silmissd, korvissa, keskushermostossa ja

siséelimissa. (Ellis & Kidd. Scedosporium.)

Scedosporiumin pesékkeet ovat untuvaisen mokkaisia ja vériltaan harmaanruskeita. Aga-
rin alapuolelta pesakkeiden véri on mustanharmaa. Scedosporiumin konidiat ovat yksiso-
luisia ovaalin tai pullonmuotoisia ja varitykseltddn haalean ruskeita (Kuva 24). Konidiat
muodostuvat yksittain tai pienissa ryhmissa konidiforeista tai rihmastosta sivusuuntai-
sesti. Konidioiden muodostuminen on samankaltaista, kuin annelidien kondioiden tuotto,

mutta Scedosporiumin annelidemuodostumia on erittdin vaikea havaita mikroskooppi-
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sesti. Scedosporiumin tunnistaminen morfologisesti on melko epéluotettavaa ja tunnista-
miseen suositellaan kdytettdvdn molekulaarisia tunnistusmenetelmid. (De Hoog ym.
2000, 899; Ellis & Kidd. Scedosporium.)

4 | _,_,a\ .‘—; 7 ‘t‘;
5 Pp— / @
Ve ] - /’0 [
.\‘5' 4 ‘ ® /
”,/ i‘ (=3 e J
o~ P

Kuva 24. S. apiospermumin mikrokonidioita (Kuva: Ellis & Kidd)

2.2.5 Homeiden aiheuttamat infektiot

Homeiden itidt padsevat elimistoon yleisimmin hengitysteiden kautta sisaanhengitysil-
man vélitykselld, mutta suotuisissa olosuhteissa infektioporttina voi olla rikkoontunut
ruumiinpeite, kuten iho tai limakalvot. Yleisimmin esiintyvé infektio on aspergilloosi,
joka on Aspergillus-sukuun kuuluvien lajien aiheuttama infektio. Elimistd puolustautuu
Aspergillusitiditd vastaan makrofagien fagosytoinnin ja neutrofiilien avulla. Immuuni-
puutteisilla tima elimiston ensimmaisen asteen puolustusmekanismi ei toimi ja itiot ky-
kenevat aiheuttamaan infektion. Immuunipuutos voi olla synnynnéinen tila tai se voi olla
esimerkiksi jonkin viruksen, kantasolusiirron, la&kehoidon tai leukemian aiheuttama.
Inaktiiviset konodiat kulkeutuvat keuhkoihin, joissa ne juuttuvat alempiin hengitysteihin.
Konidiat alkavat turvota, makrofagit saartavat ne ja estavat niita turpoamasta, jolloin ko-
nidiat alkavat kasvattaa rihmoja. Rihmat tunkeutuvat kudoksiin, joiden kautta ne invasoi-
tuvat verisuoniin ja levidvat muualle kehoon. Normaalisti joko makrofagit tuhoavat ko-
nidiat fagosytoosin avulla tai neutrofiilit estdvat rihmojen kasvun ja levidmisen oksidatii-
visten sekd nonoksidatiivisten mikrobien tuhoamiseen tarkoitettujen mekanismien avulla.
(Kauffman ym. 2007, 145,155; Immuunipuutospotilaiden yhdistys; CDC 2017.)

Homeet voivat aiheuttaa infektioita myds dermatofyyttien tapaan sormien ja varpaiden
kynsissé seka iholla. Yleisimmét taudinaiheuttajat ovat S. brevicaulis sekd Fusarium- ja

Aspergillus-suvun lajit. Oireet ovat samankaltaisia kuin tinea unguiumissa ja pediksessa
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infektiopaikasta riippuen. Homeen aiheuttamat kynsi-infektiot ovat vaikeahoitoisia. Hoi-
tona voidaan kayttad suun kautta nautittavia ja paikallisia sienilédékkeilld, kuten itrakonat-
soli ja terbinafiini tai poistamalla infektoitunut kynsi. (Oakley 2003.)

2.2.5.1. Allerginen bronkopulmonaalinen aspergilloosi

Allerginen bronkopulmonaalinen aspergilloosi (ABPA) on hengitysteiden tulehdus, joka
hiljalleen vahingoittaa keuhkokudosta, jonka vaurioituminen hoitamattomana voi johtaa
kudostuhon ja fibroosin muodostumiseen. ABPA:ta tavataan yleisimmin astmaatikoilla
jakystisté fibroosia sairastavilla. Taudin patogeneesid ei kunnolla tunneta, mutta tarkeana
ominaisuutena taudin kehittymisessé pidetddn IgE-vasta-ainevilitteista allergiaa Asper-
gillusta kohtaan, Aspergilluksen elinkykyisten itididen pitkaan pysymista hengitysteissa,
Aspergilluksen suoraa kudoksia tuhoavaa vaikutusta ja sen aikaansaamaa immunologista

reaktiota. (Hodgson 2010; Aspergillus and Aspergillosis Website 2012.)

ABPA:n oireita ovat perifeerisen veren eosinofilia, pitkdan jatkunut vaikeahoitoinen
astma, johon on kuulunut pahenemisvaiheita, hengenahdistusta, limaista ysk&a seké li-
séksi yskoksista voi 10ytya ruskeita limatulppia. Kystisté fibroosia sairastavan tila huo-
nonee ja yskd, vinkuna ja limaneritys lisdantyvat. Spirometria tutkimuksessa todetaan
keuhkoputkien ahtautumista, Aspergilluksen ihopistokokeessa valitdn positiivinen reak-
tio ja keuhkojen rontgenkuvasta nahdaan kertymét keuhkoissa. (Hodgson 2010; Asper-
gillus and Aspergillosis Website 2012.)

Ensisijaisen tarkedd ABPA:n hoidossa on saavuttaa astman tai kystisen fibroosin hyva
hoitotasapaino, jolloin keuhkojen toimintakyky pysyy mahdollisimman hyvin ylla. My0ds
infektiot tulee hoitaa mahdollisimman tehokkaasti ja limaa voidaan poistaa hengitysteista
fysikaalisesti. Ladkityksena kéytetdan keuhkoputkia avaavia ja tulehdusta lieventévia in-
haloitavia la&kkeit4. Itse ABPA:n ladkehoitona kaytetddn kortikosteroideja suun kautta
nautittuna. Kortikosteroidit hillitsevat immunologista tulehdusreaktiota laajentamalla ah-
tautuneita keuhkoputkia, vahentdmall& veren eosinofiilien ja IgE-vasta-aineiden pitoi-
suutta sek& korjaamalla kertymia keuhkoissa. (Hodgson 2010; Aspergillus and Aspergil-
losis Website 2012.)



22

2.2.5.2. Aspergillooma

Aspergillooma kehittyy jonkin taudin, kuten tuberkuloosin, keuhkosyovén tai keuhkofib-
roosin vaurioittamaan keuhkoon. Rihmasieni kasvaa keuhkossa pallomaisesti onteloon.
Aluksi infektio voi olla oireeton, mutta edetessaan se aiheuttaa yské&é, hengenahdistusta,
rintakipua, kuumetta, verista yskad, huonovointisuutta ja painonlaskua. Verinen yska ai-
heutuu sienen kasvusta verisuonten Iapi. Lapdaistessdan suuria verisuonia, sieni-infektio
voi johtaa kuolemaan. Onteloon voi muodostua myds sekundaarinen bakteeri-infektio.
Yleisimpanad taudin aiheuttajana on A. fumigatus, myods muut Aspergilluslajit, S.
apiospermum ja Mucorales-lajit voivat aiheuttaa aspergilloomaa. (Hedman ym. 2010,
315-316; CDC 2017.)

Ensisijaisesti aspergillooman hoitoon suositellaan sienirihmaontelon Kirurgista poistoa,
mikéli potilaan yleistilatila ja keuhkojen toiminta ovat sellaiset, etta leikkaus voidaan suo-
rittaa. Komplikaatiot leikkauksen jélkeen ovat kuitenkin yleisia. Mikali aspergilloomaa
ei voida kirurgisesti poistaa, ontelo jatkaa kasvuaan pahentaen oireita ja lisaten kompli-
kaation mahdollisuuksia. Aspergillooman aiheuttama verenvuoto voidaan hoitaa emboli-
saation avulla, jossa verisuoneen laitetaan katetri, mika estda veren kulun vuotavaan ve-
risuoneen. Aspergillooman hoidossa sienildékkeiden tehosta ei ole tutkittua nayttod. Mi-
kali sieniladkkeita aspergillooman hoitoon halutaan kokeilla, itrakonatsoli ja vorikonat-
soli ovat ensimmaisia vaihtoehtoja. (Hedman ym. 2010, 315-316; Medline Plus 2016.)

2.2.5.3. Invasiivinen aspergilloosi

Vahvasti immuunipuutteisilla invasiiviset Aspergillus-infektiot johtavat usein kuole-
maan, sill& ne on vaikeita diagnosoida ja hoito aloitetaankin yleensé epéilyn perusteella.
Elinodotteeseen vaikuttaa huomattavasti se, kuinka nopeasti diagnoosi saadaan tehtya.
Aspergillus invasoituu keuhkoista verisuonien kautta muihin elimiin, kuten sydameen,
ihoon, aivoihin ja munuaisiin samalla tavalla kuin aspergilloomassa ja voi aiheuttaa in-
fektiopesékkeen liséksi paikallisia kuolioita kudoksissa. Aivot ovat Aspergillukselle ylei-
nen elin, jonka se invasoi, immuunipuuteisen potilaan aivoinfarktin aiheuttajaksi voikin
I6ytya verisuonen tukkinut sienirihmasto. Invasiivisen asapergillusinfektion oireita ovat

kuume, yské, veriyské, rintakivut ja hengitysvaikeudet, joita ei saada antibiooteilla hoi-
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dettua. Hoitona invasiiviseen aspergilloosiin kéytetdan sienilddkkeitd, kuten vorico-
nazolea, caspofunginia, itraconazolea tai amphotericin B:t& infuusiona tai suun kautta

nautittuna. (Aspergillus and Aspergillosis Website 2012; Hedman ym. 2010, 317.)

2.2.5.4. Nenanielun, korvien ja silmien infektiot

Aspergilluksen aiheuttama infektio poskionteloissa voi olla allerginen poskiontelontuleh-
dus, aspergillooman kaltainen kotelomainen rakenne tai invasiivinen aspergilloosi. Aller-
gisen poskiontelotulenduksen oireena on pitkittynyt tukkoinen tai vuotava nené ja se voi
hoitamattomana johtaa polyyppeihin. Hoitona allergiseen poskiontelontulehdukseen on
paikallisesti kaytettavat sekd suun kautta nautittavat sieniladkkeet ja steroidit, poskionte-
loiden tyhjentdminen seka polyyppien poistaminen kirurgisesti. Poskionteloiden asper-
gillooman kotelomainen rakenne kehittyy samalla tavoin, kuin keuhkoissa. Normaalin
immuunipuolustuksen omaavilla henkil6ill& oireena on tukkoinen nend, krooninen paan-
sarky ja epamiellyttava tunne kasvojen alueella. Hoitona poskionteloiden aspergilloo-
maan on poskionteloiden Kirurginen tyhjennys. (Aspergillus and Aspergillosis Website
2012; Hedman ym. 2010, 316.)

Immuunipuutteisilla poskionteloiden aspergilloosi on yleensé invasiivinen infektio ja sen
oireina ovat kuume, Kipu kasvoissa, vuotava nena seké paansarky. Tauti diagnosoidaan
etsimalld taudinaiheuttajasieni nenéeritteesta tai poskionteloiden kudoksesta. Limakalvo-
jen lapi invasoitunut aspergilloosi vaatii aina kirurgisen poskionteloiden tyhjentamisen,
lisaksi kaytetddn voimakkaita sienildakkeitd, kuten vorikonatsoli ja itrakonatsoli. (Asper-
gillus and Aspergillosis Website 2012; Hedman ym. 2010, 316.)

Otomykoosia eli korvan homeinfektiota esiintyy yleisimmin lampimassé kosteassa ilmas-
tossa ja sen yleisin taudinaiheuttaja on Aspergillus niger. Otomykoosi on pinnallinen
akuutti tai krooninen opportunistinen infektio, joka kehittyy immuunisupression, bak-
teeri-infektion tai fyysisen vamman herkistdmain korvakéytévaan tai vélikorvaan. Oi-
reina ovat korvan kutina drsytys, epdmukava tunne, kipu ja vdhdinen mérkaerite. Hoitona
otomykoosiin on korvan tarkka puhdistaminen ja puhtaana pitdminen, lisdksi voidaan
kayttaa sienilddkitysté paikallisesti voiteena tai tippoina. (Hopsu, Narki6-Makeld, & Sil-
vola 2011; Chander 2012; Hedman ym. 2010, 316.)
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Aspergilloosi voi infektoida silman sidekalvon osana systeemista Aspergillus-infektiota
tai se voi invasoida silmén sarveiskalvoin sen rikkoutuneen pinnan kautta. Hoitona kay-
tetadn itrakonatsolia systeemisesti tai muita sieniladkkeita paikallisesti, tarvittaessa voi-

daan kayttaa kirurgisia menetelmié. (Hedman ym. 2010, 316.)
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3 RIHMASIENTEN TUNNISTUSMENETELMAT

3.1 Naytteenotto, sadilytys, kuljetus

Naytteenottajan tulee tarkistaa potilaalta ennen néytteenottoa, onko hén kayttanyt 1aaki-
tysta mahdolliseen sieni-infektioon. Jos infektiota on yritetty hoitaa ulkoisella sienilaak-
keelld, ndytettd ei saa ottaa ennen kuin on kulunut vahintdan kaksi viikkoa laakityksen
lopettamisesta. Jos infektiota taas on yritetty hoitaa sisdisella sieniladkkeelld, ihondytteen
voi ottaa aikaisintaan kahden kuukauden ja kynsindytteen aikaisintaan kuuden kuukauden
kuluttua laakityksen lopetuksesta. Jos kynsien ulkoisessa hoidossa on kaytetty amorolfii-
nilakkaa, naytteen saa ottaa vasta kolmen kuukauden kuluttua laékityksen lopettamisesta.
(Kaypahoito 2010.)

Pinnallisten sieni-infektioiden diagnostiikassa (Sk-SienVi) naytteenottoalue tulee puhdis-
taa kontaminoivista mikrobeista kayttamélla 80-prosenttista alkoholia. Kuivat naytteet
otetaan matalaan kierrekorkilliseen muovipurkkiin raaputtaen tylpalla steriililla veitsella
naytteenottokohtaa. Kostean alueen néytteet otetaan geeliin kostutetulla vanupuikolla ja
ne kuljetetaan geelikuljetusputkessa. Kuivat ndytteet sdilyvat hyvin huoneenlammossa,
mutta kosteat nédytteet tulee lahettdé laboratorioon kylmakuljetuksena. Pintasieninaytteet
tulee toimittaa laboratorioon kolmen vuorokauden kuluessa. (Fimlab ohjekirja 2017,
Huslab ohjekirja 2017.)

Kynnesta nayte otetaan yleensa kynsilevyn alapinnasta sairaan ja terveen alueen rajalta,
jotta ndytteessa olisi kasvukyvyllisté sientd. Kynnen karkiosa tulee leikata ja vuolla veit-
sell& terveet pintakerrokset kynnen péalta pois, kunnes vaurioitunut kerros tulee nakyviin.
Néytteeksi vuollaan vaurioituneesta kynnesta veitselld ohuita lastuja. Jos infektoitunut
kynsi on valkoinen ja vain kynnen pinnassa, talloin riittda, ettd ndyte raaputetaan suoraan

kynnen pinnasta. (Fimlab ohjekirja 2017; Huslab ohjekirja 2017.)

Myo0s ihondytteet otetaan infektoituneen ja terveen alueen rajalta raaputtaen steriililla
veitsella. Infektoitunut iho on yleensé hilseilevd, punoittava ja hieman koholla, joten tau-
din etenemisreuna on helppo erottaa. Jos ndytteenottokohdassa on rakkula, sen katto lei-
kataan néytteeksi pinsetteja ja saksia kayttéden. (Fimlab ohjekirja 2017; Huslab ohjekirja
2017.)
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Hiuspohjandytetta otettaessa on huomioitava, etté ndytteeksi otetaan sairaita hiuksia juu-
rituppineen seka runsaasti hilsettd. Sairaat hiukset ovat esimerkiksi katkenneita hiusten
tynkid. Jos niitd ei ole, pitkien hiusten latvat leikataan pois ja tyviosasta jatetaan noin 1-
2 senttimetrin pituiset osat naytteeksi. Hiuspohjan infektio voi myds markid, jolloin hius-
ten liséksi otetaan kuivalla vanutikulla mark&eritteesta ndyte, joka laitetaan geelikuljetus-
putkeen. (Fimlab ohjekirja 2017; Huslab ohjekirja 2017).

Syvaa sieni-infektiota epailtdesséd (Pu-SienVi) ndytelaatuna on kudospala-, biopsia-,
marka- ja yskosnadytteet. My0s erilaisista nesteistd, kuten likvor, BAL-, dialyysi- ja
pleuranesteet, voidaan tehda sieniviljely. Naytteet keratddn tehdaspuhtaisiin purkkeihin
tai putkiin, joihin lisatdan 0,9-prosenttista keittosuolaliuosta, jotta naytteet eivat kuivu.
Ennen kuljetusta jadkaappilampétilassa tulee sailyttdd ne naytteet, jotka on otettu sellai-
sista kehonosista, jotka eivéat ole steriileja. Naytteet tulee toimittaa laboratorioon viimeis-
tdan vuorokauden kuluttua néytteenotosta. IImassa olevat itiot sek& ndytteenottokohdan
normaaliflooran bakteerit voivat kontaminoida naytteen, mutta useammin tulos on kui-
tenkin sieniviljelyssa negatiivinen. Tdmén takia on hyva ottaa natiivindyte, jolloin voi-
daan heti mikroskooppisesti tarkistaa, onko 10ydos tyypillistd Aspergillus-sienirihmaa.
(Fimlab ohjekirja 2017; Hedman ym. 2010, 316.)

3.2 Rihmasienten laboratoriodiagnostiikka

Rihmasienidiagnostiikassa selvitetddn iho- ja kynsimuutoksia, jotka ovat pa&osin der-
matofyyttien aiheuttamia. Sienten tunnistamiseen voi mennd muutamia viikkojakin joh-
tuen niiden hitaasta kasvamisesta viljelymaljoilla. Pelké&staan viljely ei riita tunnistami-
seen, vaan kasvatetuista pesakkeista tehdaan liséksi jatkoviljelyité seka varjayksia, jotka

mikroskopoidaan. (Kaypéhoito 2010.)

3.2.1 Natiivitutkimus

Néaytteen saapuessa laboratorioon viljelyn liséksi naytteesta tehd&én natiivitutkimus, joka

siséltyy Pu-SienVi-tutkimuspyyntoon. Natiivitutkimuksessa tehd&an preparaatti, jossa on
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vain itse ndytemateriaalia. Sienilddkkeiden vaikutuksen, bakteerien ylikasvun, konta-
minanttisienten tai sienen keinotekoiselle maljalle sopeutumattomuuden vuoksi, halutun
patogeenisienen kasvu voi kokonaan estya elatusaineella. Tdman vuoksi natiivitutkimus

on usein valttdméaton normaalin viljelyn yhteydessa. (Huslab ohjekirja 2017.)

Natiivitutkimuksen tarkoituksena on siis vahvistaa tautiepdily eli 16ytd4 patogeenisieni
naytemateriaalista mikroskopoimalla ja saada alustava tulos néytteesta. Loydos vastataan
sienirihmastoksi tai sieni-itidiksi. Vastaus saadaan usein muutamassa paivassa. Vaikka
natiivitutkimus olisi negatiivinen, se ei tarkoita sitd, etteik® sieniviljely voisi olla positii-
vinen. Tutkimusta ei voida tehda tikku-, virtsa- eika ulostenaytteista. (Hedman ym. 2010,
316.)

Natiivitutkimuksessa tehdaan preparaatti naytteestd. Ndyteastiassa olevaan néytteeseen
lisatdan pieni maard kaliumhydroksiliuosta (KOH), jonka annetaan vaikuttaa vahintaén
kymmenen minuuttia. Objektilasin p&alle lisatd&n ensin KOH-liuosta sisaltavaé ndytema-
teriaalia, jonka jalkeen laitetaan fluoresoivaa Calcofluor White-vériainetta, joka sitoutuu
sienten soluseinien pinnoille. Nayte mikroskopoidaan fluoresenssimikroskoopilla, jossa
UV-valon aallonpituuden taytyy olla alle 400 nanometrid. Mikroskoopin toiminta perus-
tuu fluoresoivien vériaineiden kayttdon. Mikroskoopin voimakas viritinvalo ohjataan
naytteeseen, joka emittoi valoa takaisin mikroskoopin okulaareihin nayttden mahdollisen
sienen naytteesta fluoresoivana valona. Sienet ndyttavat mikroskoopissa kirkkaan vihre-
alta, johtuen niiden solusein&n selluloosasta tai kitiinista. VVaihtoehtoisesti myds faasimik-
roskoopilla pystytdén havaitsemaan sienirihmastoa naytteesta (Ellis & Kidd. KOH with
Calcofluor White; Huslab ohjekirja 2017.)

3.2.2  Viljelymaljat

Sienille on tarkoitettu neljé erilaista selektiivista elatusainetta sisaltavaa viljelyalustaa.
Alustat voivat olla joko petrimaljoilla tai putkissa. Karkeasti jaoteltuna DTM sopii der-
matofyyteille, maltoosia sisédltdva elatusaine homeille ja Sabouraud sopii hiivojen, der-
matofyyttien ja muiden sienten eristdmiseen. (Hirvonen 2017.) Kaikki elatusaineet sisél-
tavat agaria, joka on polysakkaridiseos. Se on eristetty valtameren punalevista ja toimii

mikrobien kasvualustana. (Lee, Costumbrado, Hsu, Kim 2012).
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DTM eli Dermatophyte Test Medium on selektiivinen elatusaine (Kuva 25), jota suosi-
tellaan patogeenisten dermatofyyttien viljelyyn ja eristdmiseen. VVaikka elatusaine on tar-
koitettu dermatofyyttien kasvuun, kasvualustalla voi kuitenkin kasvaa muitakin sieni.
Elatusaine sisaltaa soijapeptonia, joka on erinomainen ravintoldhde korkean hiilihydraat-
tipitoisuutensa vuoksi, liséksi se tuottaa typpipitoisia ja hiilipitoisia yhdisteitd, jotka ovat
valttaméattomia mikrobien kasvuun. Dekstroosi eli D-glukoosi toimii energianlahteena ai-
neenvaihdunnassa. Kloramfenikoli tai muu vastaava laaja-alainen antibiootti estdd useim-
pien grampositiivisten ja -negatiivisten bakteerien kasvun alustalla. Saprofyyttisten sien-
ten kasvun estamiseksi elatusaineessa on myos sykloheksimidia. Fenolipunainen pH-in-
dikaattori on dermatofyyttien tunnistamiseen oleellinen keino, koska ne tuottavat alkali-
sia metaboliitteja, jotka saavat aikaan sienen kasvaessa keltaisen, oranssin tai punaisen
varin kasvatusalustalla. Lopullinen pH alustalla on 5,6, jolla on 0,2 toleranssi. Happa-

muus estaa bakteerien kasvua, mutta sallii sienten kasvun. (Hardy Diagnostics. 1996.)
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Kuva 25. Dermatofyyteille selektiivinen DTM-malja (Kuva: Sillanaukee, M. 2018).

Sabouraud Dextrose Agar, jota kutsutaan SAB-maljaksi (Kuva 26), on selektiivinen hii-
vojen ja rihmasienten kasvualusta. Elatusaine sisaltdd DTM:n lailla dekstroosia ja klo-
ramfenikolia sek& Saboraudille ominaista mykologista peptonia. Peptoni muodostuu ka-
seiinin ja eldinkudosten entsymaattisessa digestiossa, jossa tuotetaan aminohappoja ja
typpipitoisia yhdisteita sienten ja hiivojen ravinteiksi. SAB-maljan elatusaineen pH on
5,6 ja toleranssi 0,2. Jalleen happamuus estad bakteerien kasvua ja mahdollistaa hiivojen

ja rihmasienten kasvun. (Microbe Online. 2015; Thermo Scientific. 2017).
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Kuva 26. Rihmasienille selektiivinen SAB-malja (Kuva: Sillanaukee. 2018).

Maltoosia siéltava elatusaine eli Sabouraud Maltose Agar (Kuva 27) eroaa Sabouraud
Dextrose Agarista ainoastaan siten, etta siihen on siséllytetty eri hiilinydraatti. Dekstroo-
sin korvaa télla elatusaineella maltoosi eli mallassokeri, joka on selektiivinen homeille ja
hiivoille. Taméankin elatusaineen pH on 5,6 ja toleranssi 0,2, kuten edellisillakin elatusai-
neilla (Thermo Scientific. 2017.)

bt

Kuva 27. Homeille ja hiivoille selektiivinen maltoosimalja (Kuva: Sillanaukee. 2018).

BHI-liemi eli Brain Heart Infusion lihaliemi on hyvin ravitseva infuusiovéliaine, joka
toimii steriilien ja niukkojen naytteiden rikastusliemend. Niukkoja néytteita kasvatetaan
ensin useampi vuorokausi BHI-liemessd, kunnes niistd saadaan tarpeeksi naytemateriaa-
lia maljoille kasvamaan. Kun agaria ja BHI-lientd on suhteessa niin, ettd litrassa BHI-
lientd on yksi gramma agaria, se soveltuu hyvin sienten eristykseen ja niiden viljelyyn.
BHI-liemi koostuu aivojen ja naudan sydadmen infuusionesteistd, proteose peptonista,
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joka sopii hyvin ravitsemuksellisesti vaativien mikrobien viljelyyn, glukoosista, natrium-
kloridista ja dinatriumfosfaatista. Muihin viljelyalustoihin verrattuna, BHI-liemi on
eméksisempi eli sen pH on 7,4 ja toleranssi 0,2. (Thermo Scientific. 2017.)

323 Viljely

Kun néytteet saapuvat laboratorioon, ne viljellaén tietyille maljoille riippuen nédytemate-
riaalista. Kynsi-, iho-, hilse- ja hiusnéytteissa voidaan olettaa, ettd epdilty taudinaiheuttaja
on dermatofyytti, silld yleensa naissa naytteissa kasvavat homeet ovat merkityksettomia
I0ydoksid. Naytetta viljelladn kahdelle DTM-maljalle ja jos ndytetta riittad, sité viljellaan
my0ds Sabouraud-maljalle. Kuivat naytteet asetellaan maljalle niin, ettei agarin pinta mene
rikki. Palaset eivat kuitenkaan saa olla irrallaan, vaan ne tulisi asetella pinsetteja apua
kayttéden niin, ettd ne tarrautuvat agarin pinnalle. Toinen maljoista jad kasvamaan huo-
neenl&mpdon ja toinen malja laitetaan 35 asteiseen lampdkaappiin. Sienid viljellaan kes-
kimaarin 2-4 viikkoa, mutta hitaasti kasvavia sienid viljelldaan vielakin pidempaan.
(Fimlab ohjekirja. 2017; Korhonen, M. 2017.)

Limakalvo- ja yskosnéytteet viljelladn Sabouraud- ja maltoosimaljoille. Marké&naytteet
viljellaan Sabouraud- ja maltoosimaljan lisdksi kromogeenimaljalle. Biopsia-, BAL-, lik-
vor- ja pleuranaytteet, seka dialyysi- ja ravintonesteet ja kudospalat viljellaan kaikki Sa-
bouraud ja maltoosimaljalle. Jos ndytettd on niukasti, se laitetaan kasvamaan muutamaksi
paivaksi ensin BHI-rikastusliemeen. BAL-, pleurandytteet, dialyysi- ja ravintonesteet tu-
lee sentrifugoida ennen viljelyd, jolloin sedimentista otetaan naytetta maljalle. Likvorista

tehdaan pyydettdessa kryptokokkiantigeenin osoitus. (Korhonen. 2017.)

Nestemadiset naytteet viljelladn maljalle ndyteputken mukana tulleen tikun avulla tai levi-
tetd&n puhtaalla pumpuli- tai puutikulla mahdollisimman tasaisesti ympéri maljaa. Tél-
I6inkin tulee valttaa rikkomasta agarin pintaa. Maljat kasvatetaan 35 asteisessa lampo-
kaapissa. Kun epaillaan Aspergillus fumigatusta, tehddén jatkoviljely uudelle maljalle ja
se laitetaan kasvamaan yli 40 asteen lampdkaappiin, talléin saadaan varmistettua epéily
kyseisesta sienestd. A. fumigatus kasvaa ainoana rihmasienenad korkeassa lampotilassa,
jopa 45 - 47 asteessa. (Korhonen. 2017.)
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3.2.4 Punakoe

Punakoetutkimus on tarkoitettu dermatofyyttien alustavaan tunnistukseen. DTM-malja
sisdltda fenolipuna pH-indikaattoria, joka muuttaa varidén happamasta keltaisesta emék-
sisen punaiseen riippuen maljalla kasvavan mikrobin pH:sta. Dermatofyytit tuottavat siis
kasvaessaan alkalisia eli emaksisia metaboliitteja. Emaksisyyden ja fenolipunan vuoksi
pesékkeen ympdrille muodostuu punainen rengas (Kuva 28), jonka tunnistamista kutsu-
taan punakokeeksi. Punakokeen tarkoituksena on saada alustava tieto siitd, kasvaako mal-
jalla dermatofyytti vai jokin muu sieni. Tulos vastataan ensimmaisen kahden viikon ai-
kana viljelyn aloittamisesta. Monet kontaminanttihomeet ja -bakteerit muuttavat helposti
fenolipunan punaiseksi, joten tulokset eivét ole erityisen luotettavia. (Hardy Diagnostics.
1996; Fimlab ohjekirja. 2017; Kéypéhoito. 2010.)
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Kuva 28 Tricophyton rubrum DTM-maljalla (Kuva: Sillanaukee Milja 2018).

3.2.5 Peruna dekstroosi agar -putki

Peruna dekstroosi agar —putki eli perunaputki on dermatofyyteille tarkoitettu kasva-
tusalusta. Se koostuu dehydroidusta perunan infuusiosta ja dekstroosista, jotka edistavat
sienen kasvua. Ravitsemuksellisesti rikas perunan infuusio edesauttaa sienen itidintia
sekd vilkastaa sienen pigmenttituotantoa. Useat standardimenetelmat kayttavét steriilia
kymmenen prosenttista viinihappoa alustan pH:n alentamiseksi, mik& estad bakteerien

kasvun. Talloin alustan pH on 3,5, jonka toleranssi on 0,1. Seokseen lis&taan antibioottia
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estamaan bakteerien lisddntyminen. Agaria annostellaan kolmasosa putkien tilavuudesta

niin, etta agar hyytyy vinottain, jolloin kasvupintaa on enemman. (Sagar Aryal. 2015.)

Perunaputkeen viljeleminen on jatkoviljely, jolla halutaan tunnistaa maljalla kasvaneen
dermatofyytin laji. Etenkin Suomessa yleisimmin esiintyva dermatofyytti Tricophyton
rubrum on helppo tunnistaa kyseisella viljelyll4, silla sen kasvaessa putkessa, véri muut-
tuu punaiseksi T. rubrumin tuottaman pigmentin ansiosta (Kuva 29 ja 30). DTM-maljalla
kasvaneesta pesakkeesta siirretddn perunaputkeen néytettd ja sitd kasvatetaan niin kauan,
kunnes varimuutos tai muu morfologinen tunnistus on havaittavissa. Tama jatkoviljely
on tarkoitettu vahentdmaan suurten naytemaérien mikroskopointia. Koska suurin osa

naytteistd on T. rubrumia, punaisen véarin esiintyminen perunaputkessa riittda vastauksen

antamiseen. (Korhonen. 2017.)

Kuva 29. Trichophyton rubrum Kuva 30. Trichophyton rubrum
viljeltynd perunaputkeen kasvaa punaisena perunaputkessa
(Kuva: Sillanaukee. 2018). (Kuva: Sillanaukee. 2018)

3.2.6 Homeiden mikroviljely

Homeille tehd&én jatkotutkimuksena mikroviljely, jos néytteen lajitunnistus on jaanyt
epéselvaksi. Kun mikroskoopilla on yritetty tunnistaa ndytteen sientd, ndkyma lasilla on
voinut olla tdynna pelkéstéén itidita, rihmastoa tai sellaisia rakenteita, jotka ovat niin eri-

laisia, ettei niitd pystytd tunnistamaan tunnetuiksi sienilajeiksi. Jos ndyte on ylikasvanut
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ennen tunnistusta, tulisi ndyte viljella uudelle maljalle tai tehdd mikroviljely, jotta itididen
tuotto olisi aktiivista ja rakenteet pystytddn kunnolla tunnistamaan. (Mould Under The
Microscope. 2017.)

Mikroviljelyssa leikataan agarpalanen, joka on noin yhden neliésenttimetrin kokoinen.
Agarnelio sijoitetaan petrimaljan pohjalla olevan objektilasin paalle, joka on laitettu esi-
merkiksi pienten lasiputkien paalle niin, ettei lasi koske maljaan. Agarnelion jokaisen si-
vun keskelle tehdaan pienet viillot, joihin ndytetta viljellaan. Agarnelion paalle laitetaan
vield toinen objektilasi, jotta mahdollinen kasvu tarttuu lasien pintaan. Petrimaljan poh-
jalle lisataan vettd tai kostea suodatinpaperi, jotta viljelmé saa tarpeeksi kosteutta. Tdman
jalkeen naytetta inkuboidaan huoneenldmmossd, kunnes kasvustoa esiintyy, kuitenkin
enintaan viisi vuorokautta. Kasvuston esiintyessa objektilaseille on tarttunut ndytemate-
riaalia, jolloin ne varjatdan ja mikroskopoidaan samanlailla kuin muutkin néytteet.
(Mould Under The Microscope. 2017.)

3.2.7 Makroskooppinen ja mikroskooppinen tunnistaminen

Rihmasienet tunnistetaan aina lajitasolle asti. Tunnistusprosessiin kuuluu makroskooppi-
nen eli silminndhtdva tunnistus, jolla pyritaan alustavasti selvittdimaén, mika sieni on ky-
seessd. Makroskooppisessa tunnistuksessa tarkastellaan agarille viljeltya pesaketta ja sen
morfologiaa. Pesdkettd tunnistaessa tulee huomioida sen ulkonakd eli onko peséke enem-
man esimerkiksi pumpulimainen vai limainen. Pesdkkeen ja kasvun taustan vari tulee
myo6s huomioida pesakemorfologiassa. Véria ja pesdkkeen muita ominaisuuksia vertail-
laan referenssielatusaineilla, jolloin saadaan luotettavammin oikea lajiepaily naytteelle.
(Kédypahoito. 2010.)

Mikroskooppisessa tutkimuksessa nédytteestd tehd&én preparaatti, josta saadaan selville
tunnistettavan naytteen sienilaji. Preparaatti tehd&an siirtdméall osa maljalla kasvanutta
pesékettd objektilasille, jonka péélle tiputetaan muutama pisara laktofenolipuuvillasini-
liuosta. Fenoli tappaa sienen ja estdd lyysauksen, laktaasi sailyttdd sienen rakenteen ja
hapan puuvillasinivéri kiinnittyy kitiiniin, jota esiintyy sienten soluseinissa. Puuvillasini
varjaa siis sienten rakenteet siniseksi, jolloin makro- ja mikrokonidiat nakyvét selkeéasti
mikroskoopissa. Talloin nahdaan lajikohtaiset rakenteet ja sienilaji pystytddn nimeamaan.
(Hardy Diagnostics. 2017.)
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3.3 VITEK MS MALDI-TOF

VITEK® MS MALDI-TOF on automatisoitu massaspektrometriaan perustuva, mikro-
bien tunnistukseen tarkoitettu systeemi. MALDI-TOF koostuu sanoista Matrix Assisted
Laser Desorption lonisation Time-of-Flight, eli matriisi avustettu desorptio ionisaatiolen-
toaika. Desorptiolla tarkoitetaan tassa yhteydessa mikrobin proteiinien vapautumista sen
sisélta. VITEK MS sisaltaé laajan bakteeri- ja sienilajien tietokannan ja se antaa vastauk-
sen mikrobin lajin tai suvun tasolla. Tutkimusvastaus saadaan nopeammin verrattaessa
nykyisiin laboratoriodiagnostiikan menetelmiin. Kun tutkimustulokset saadaan nopeam-
min, myo6s potilaan hoito saadaan optimoitua aikaisemmassa vaiheessa ja taten potilas-
hoito ja hoidon tulokset ovat paremmalla tasolla (VITEK® MS. Mass spectrometry mic-

robial identification system).

3.3.1 Tomintaperiaate

Viljelymaljalta otetaan mikrobipesakettd, jota laitetaan sahkoa johtavan metallisen nay-
televyn néayteympyralle. Jokaisessa ndytelevyssé on myods naytealue kontrollikannan
naytteelle. Kontrollikantana toimii Escherichia Coli, jonka avulla varmistetaan laitteen
luotettavuus. Mikéli kontrollikannan néaytteen analysointi ei onnistu, ei VITEK MS anna
ajaa ndytelevyn naytteitd. Naytteiden péélle laitetaan matriisiliuosta, joka koostuu orgaa-
nisesta haposta. Matriisi lyysaa eli hajottaa vegetatiivisia organismeja ja se myds ionisoi-
tuu ndytteen mukana. Vaikeammin lyysautuvat mikrobit tarvitsevat erillisen esikasitte-
lyn, jotta niiden proteiinit saadaan vapautumaan, téllaisia mikrobeja ovat muun muassa
rihmasienet ja mykobakteerit. (Dingle, T. & Butler-Wu, S. 2013. 590-591.)

Kun matriisiliuos on lisatty, laitetaan ndytelevy VITEK MS:n vakuumitilaan, jossa nayte
ionisoidaan lyhyiden laserpulssien avulla. Tdma saa aikaan ndytteen proteiinien ionisaa-
tion kaasumaiseen muotoon. lonisoituneet, eri lailla varautuneet, proteiinipartikkelit kiih-
dytetdadn lentdméan vakuumitilassa olevan sahkokentén lapi. Proteiinipartikkelin lento-
aika, eli se aika, kauanko sill& kest&é saavuttaa detektori, riippuu sen massasta ja varauk-
sesta. Lentoaika mitataan detektorilla, johon partikkelit osuvat vakuumitilassa lentami-
sensé jalkeen. Muodostuu mikrobispesifinen proteiinispektri, jota verrataan tuhansiin tie-

tokannan referenssiproteiinispektreihin ja ndin mikrobi saadaan tunnistettua. Vallitseva
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partikkeliloydos, jonka VITEK MS tunnistaa, ovat ribosomaaliset proteiinit, mutta myos
sytoplasman proteiineja havaitaan. (Dingle, T. & Butler-Wu, S. 2013. 590-591.)

3.3.2 Rihmasienten esikasittely

Rihmasienet esikésitelld&dn ennen analysointia VITEK MS-laitteella, toisin kuin bakteerit
ja hiivat, jotka ovat analysoitavaksi kelpaavaa materiaalia sellaisenaan. Rihmasienten sei-
nama on paljon paksumpi kuin bakteereilla ja hiivoilla ja ilman esikésittelya laite ei pysty
ionisoimaan niiden proteiineja. Reagenssipakkauksena Fimlab Laboratoriot Oy:ssd toimii
Biomerieuxin VITEK MS Mould Kit, joka koostuu kolmesta eri reagenssista. (Korhonen.
2017; Hirvonen. 2017.)

Ensimmaéinen kaytettdva reagenssi on 70 % etanoli, joka uuttaa rihmasienten proteiinit.
Lisaksi se inaktivoi sienet, jonka jalkeen sieni-itididen leviamisvaaraa ei pitéisi olla. Kui-
tenkin varmuuden vuoksi koko esikasittely tulee tehda vetokaapissa. Etanolia pipetoidaan
mikroputkeen, johon suspensoidaan myds viljelymaljalta keratty ndytemateriaali. Mikro-
putkessa oleva nédyte sekoitetaan vorteksoimalla ja sentrifugoidaan, jonka jalkeen mikro-
putkesta poistetaan supernatantti niin, etté jaljelle j&& pelkka sienisakka. VVorteksointi se-
koittaa nestemaisen naytteen varéhtelyn avulla luomalla siihen pydrteen. Taman jalkeen
putkeen lisdtdédn 70 % muurahaishappoa, joka hajottaa sienen seindmaa. Mikroputki se-
koitetaan vorteksoimalla, jonka jalkeen lisatdan asetonitriilid, joka kerrostaa muura-
haishappo-etanoliseoksessa olevat proteiinit kerroksiin, jolloin laite pystyy ionisoimaan
ja tunnistamaan sienen proteiinit. Ndytemateriaali sekoitetaan vorteksoimalla ja sentri-
fugoidaan, jonka jalkeen sienten proteiinit ovat supernatantissa. Naytteen esikéasittely on
valmis ja supernatanttia pipetoidaan yksi mikrolitra analysaattorin naytelevylle. Superna-
tantin annetaan kuivua naytelevyn ympyréén ja siihen lisatdén ndytematriisia, joka viela

helpottaa proteiinien ionisoitumista. (Korhonen. 2017; Hirvonen. 2017.)
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4 TAVOITE, TARKOITUS JA TEHTAVAT

Tavoitteena on tuottaa tietoa Fimlabille Biomeriéuxin Vitek MS Mould —reagenssipak-
kauksen esikasittelymenetelmén toimivuudesta, nopeuttaa hoitoketjua seka saada rea-
genssipakkauksella tehtévasté tutkimuksesta toimiva sienidiagnostiikan menetelmé. Ta-
voitteena on siis saada selville kyseisen esikasittelymenetelmén toimivuus VITEK MS
MALDI-TOF laitteella ja vertailla, nopeuttaako sen kaytto rihnmasienten tunnistusta
niin, ettd se kannattaa ottaa kayttéon uutena tutkimusmenetelmana. Tutkimukseen kay-
tettdvat naytteet koostuvat potilasnayteloydoksistd, joita esikasitelladn reagenssipak-
kauksen reagensseilla ja tunnistetaan VITEK MS-laitteella. Tavoitteena on tutkia noin
100 naytettd. Opinnaytetyon tarkoituksena on koestaa rihmasienten tunnistusreagenssi-
pakkaus Fimlab laboratoriot oy:n Tampereen mikrobiologian yksikdlle Vitek MS —lait-
teelle. Vertailua tehd&&n tdaman uuden menetelmén ja nyt kdytdssa olevan sienten labo-
ratoriodiagnostiikan valilla.

Tyon paapaino on naytteiden esikasittelyssa ja niiden tunnistuksessa Vitek MS-lait-
teella. Tamén tutkimusprosessin jokaisessa tydvaiheessa tarkkuutta vaaditaan naytteiden
kasittelyssa ja identifioinnissa. Tutkimusmenetelmén kayttominaisuuksia ja tulosten

luotettavuutta vertaillaan.

Tutkimustehtavié ovat:
1. Onko koestettava reagenssipakkaus kéayttokelpoinen rihmasienten diagnostii-
kassa?
2. Ovatko saadut tulokset luotettavia ja vertailukelpoisia?
3. Vaikuttaako rihmasienen kasvunvaihe massaspektrometrianalyysin onnistumi-

seen?
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5 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Tutkimus on kvantitatiivinen tutkimus, jossa kerataan ja analysoidaan tutkimusaineistoa.
Tutkimusotoksena on 68 potilasnaytettd, joka on tavoitetta niukempi. Tutkimuksen ana-
lysoinnissa kéytetdén apuna tilastollista tyokalua Excelid. Tutkimusaineisto koostuu po-
tilasnaytteistd saaduista analyysituloksista.

Fimlabin Tampereen yksikdn mikrobiologian laboratoriossa on sdilytetty tutkimusta var-
ten oikeita potilasnaytteitd ja lisdksi kaytdssd on tuoreita potilasnédytteitd. Kaytannon
osuus toteutuu suunnitelman mukaisesti kahtena eri kertana. Ensimmainen kerta toteute-
taan 11.-12.5.2017 vélisend aikana, jolloin tutustutaan sienilaboratorion toimintaan ja ko-
keillaan naytteiden esikasittelya sekda VITEK MS-laitteen kayttoa. Tarkoituksena on tuol-
loin saada hieman rutiinia tyon eri vaiheisiin, sill& sienten esikasittely vaatii muista mik-
robiologisista ndytteista poiketen enemman aikaa. Toisella kerralla (vk 33) on jo tiedossa
mité odottaa, joten ndytteiden késittely ja analysointi pystytaan aloittamaan nopeasti. Alla
oleva taulukko (Taulukko 1) kuvaa tutkimuksen tekoaikataulua, joka tehtiin suunnittelu-

vaiheessa.

Taulukko 1. Tydskentelyn aikataulu

Tutkimussuunnitelma valmiina, tutustuminen sienilaboratorioon,
Kevéat 2017 |kokeellisen osuuden suorituksen aloitus viikolla 19

Kokeellisen osuuden suoritus loppuun viikolla 33

Syksy 2017 |aineiston keruu, raportin Kirjoittaminen

Talvi 2017-
18 Raportin kirjoittaminen, aineiston analysointi

Kevét 2018 |Pohdinta, raportin viimeistely ja tyon palautus

Syksy 2018 [Tyon esittely
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6 RIHMASIENTEN TUNNISTUSMENETELMAN KOESTUS VITEK MS-
LAITTEELLE

6.1 Suunnitteluvaihe

Tutkimussuunnitelma tehtiin ja tarvittavat tutkimusluvat haettiin kevaalld 2017. Mikro-
biologian sienilaboratoriossa tehtaviin diagnostisiin menetelmiin tutustuttiin ja Biome-
rieuxin VITEK ® MS Mould reagenssipakkauksella tehtdvéaan esikasittelymenetelman
kayttoon perehdyttiin kahden péivéan ajan myos kevéalla 2017. Opinnéytetyon kaytannon
osuus suoritettiin Fimlab laboratoriot Oy:n mikrobiologian laboratoriossa syksylla 2018,
jolloin koestettiin uusi Biomeriéuxin VITEK ® MS Mould Kit rihmasienille tarkoitettu
esikasittelymenetelman reagenssipakkaus VITEK ® MS MALDI TOF-laitteelle.

6.2 Toteutusvaihe

Néytteet kasiteltiin reagenssipakkauksen avulla ja analysointi suoritettiin VITEK ® MS-
laitteella. Referenssimenetelménd oli laboratorioammattilaisten diagnostisessa kaytdssa
olevat tutkimusmenetelméat. VITEK ® MS-laitteella saatuja tuloksia verrattiin siis refe-
renssimenetelmilld saatuihin tuloksiin. Néailla menetelmilla saatujen tulosten yhtenevéi-

syytta tutkittiin Excel-taulukkolaskentaohjelmaa apuna kayttaen.

6.2.1 Naytteiden esikasittely

Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian sienilaboratoriossa oli varattu potilasnaytteitéd
tatd tutkimusta varten. Sienilaboratorion tydntekijat olivat viljelleet potilasndytteissa ole-
vat dermatofyytit DTM-maljoille ja homeet maltoosimaljoille. Osa saastetyista naytteista
oli ehtinyt kasvaa maljoilla 4-5 kuukautta ja osa oli kasvanut 2-4 viikkoa. Otimme tutki-
mukseen mukaan myos sen hetkisid diagnostisissa tutkimuksissa olevia potilasnéytteité,
jotka olivat kasvaneet alle 2 viikkoa. 4-5 kuukautta maljoilla olleet kasvustot olivat yli-
kasvaneita, 2-4 viikkoa kasvaneet kasvustot olivat eksponentiaalisessa kasvun vaiheessa
jaalle viikkoa kasvaneet olivat hyvin tuoreita kantoja, eivatka ne olleet viela todennakoi-

sesti saavuttaneet eksponentiaalista kasvun vaihetta.
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Maljoille viljellyt potilasndytteet esikasiteltiin pakkauksen reagenssien avulla reagenssi-
pakkauksen valmistajan ohjeiden mukaisesti. Suurimmassa osassa naytteisté kasvoi der-
matofyytti ja muutamassa kasvoi home. Ensimmaiseksi pipetoitiin 70 % etanolia 900 pl
muoviseen kartiopohjaiseen nayteputkeen, jota kutsutaan eppendorf-putkeksi. Taman jal-
keen suoritettiin ndytteen keréys. Naytetta keréattiin kertakayttdisella puutikulla (Kuva 31)
tai ionivaihdettuun veteen kostutetulla pumpulipuikolla viljelymaljalta 1-2 cm alueelta
riippuen pesakkeen koostumuksesta. Nayte liséttiin etanolia sisaltavaan eppendorf-néy-
teputkeen (Kuva 32 ja 33). Nayteputki sekoitettiin vorteksoimalla ja sentrifugoitiin 2 mi-
nuuttia 12 000 x g kierrosnopeudella, jotta ndytemateriaali saatiin putken pohjalle. VVor-
teksointi luo nestemadiseen ndytteeseen voimakkaan pyorteen, jonka avulla ndyte sekoit-

tuu.

Taman jalkeen putkesta poistettiin kertakéyttoiselld lasipipetilla supernatantti eli neste-
faasi, jolloin putken pohjalle pellettini jai ndytemateriaali. Supernatantti tuli poistaa tar-
kasti ja varoa, ettei ndytemateriaalia poista putkesta. Supernatantin poistaminen oli kui-
tenkin nopea tydvaihe, silla naytemateriaali pysyi napakasti eppendorf-putken pohjalla.
Nayteputkeen lisattiin 70 % muurahaishappoa 40 pl ja 100 % asetonitriilia 40 pl. Pipettiin
tuli vaihtaa karki jokaisen pipetoinnin vélilla kontaminaatioiden vélttdmiseksi. Putki se-
koitettiin vorteksoimalla kummankin reagenssin lisdyksen jalkeen. Nayteputkea sentri-
fugoitiin 2 minuutin ajan 12 000 x g kierrosnopeudella, jotta naytemateriaali saatiin put-
ken pohjalle. Esikésitellyt ndytteet jatettiin laminaarikaappiin sailytykseen siihen asti,
kunnes VITEK ® MS-laitteelta oli saatu tulokset (VITEK ® MS MOULD KIT. 2016. 1).

Kuva 31. Naytemateri- Kuva 32. Ndytemateri-  Kuva 33. Naytemateriaali
aalin kerays aalin sekoitus etanolin seassa

etanoliin
(Kuva 31-33: Rannikko Emmi. 2017.)
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6.2.2 Naytelevyn valmistaminen

Naytteet pipetoitiin naytelevyn nayteympyréihin (Kuva 34). Jokaisesta néytteesta laitet-
tiin 1 pl supernatanttia ndyteympyraan. Yhdesta ndytteesta laitettiin supernatanttia kah-
teen eri ndyteympyréaan, talla tavalla lisattiin todennékoisyytta VITEK ® MS-laitteen tun-
nistuksen onnistumiseen. Naytematriisi helpotti naytteen proteiinien ionisaatiota analyy-

sivaiheessa.

Néytteiden esikasittelyssa toinen suoritti laminaarikaapissa tapahtuvan tydskentelyn. Toi-
nen taas sentrifugoi ja sekoitti ndyteputket vorteksoimalla sek& avusti laminaarikaapissa
tyoskentelevdd muun muassa antamalla tyovélineitd ja laittamalla pois viljelymaljat,
joista naytteet oli kerétty. Naytelevy (Kuva 35) valmistettiin niin, etta toinen laittoi levylle
ensin puolet ndytteista ja toinen laittoi loput naytteet. Naytteita saatiin tehtya naytelevylle
15-20 naytetté paivéssa. Lisdksi edellisen péivan esikéasitellyt ndytteet, joista ei oltu saatu

tuloksia, pipetoitiin uudestaan nayteympyroéihin.

Néytteet pipetoitiin ndyteympyrdihin yksitellen niin, ettd naytemateriaalin annettiin kui-
vua ympyraan, jonka jalkeen liséttiin 1 pl matriisiliuosta ennen kuin siirryttiin seuraavaan
naytteeseen. Néaytteen tuli kuivua tdysin ennen ndytematriisin lisdystd. Tamé naytteiden
yksitellen kuivuminen oli eniten aikaa vieva tydvaihe. Naytteet levitettiin mahdollisim-
man tasaisesti ympyrdihin pipetinkérked apuna kayttden, mutta naytteiden ollessa neste-
maisid, osa niista levittyi hyvin ja osa taas jai pisaraksi ympyrééan. Kun nayte jéi pisaraksi,
sité el kannattanut yritta4 levittda turhan pitk&an, silla ndyte voi tarttua takaisin pipetin

karkeen, jolloin néyte on pipetoitava uudestaan.
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Kuva 34. Naytemateriaalin Kuva 35. VITEK ® MS-laitteen ndytelevy
pipetointi ndytelevylle (Kuva: Rannikko. 2017.)
(Kuva: Rannikko. 2017.)

6.2.3 Naytteiden ja tulosten analysointi

Néytteet esikasiteltiin ja ndytelevy valmistettiin sienilaboratorion laminaarikaapissa. V1-
TEK ® MS MALDI TOF-laite sijaitsi toisaalla mikrobiologian laboratoriossa, joten néyt-
teiden tiedot ja paikat ndytelevylla kirjattiin paperille ennen analysointia, jolloin sama
jarjestys pysyi myos kirjatessa tiedot laitteen tietokoneelle. Tietokoneelle kirjattiin siis
ndytenumerot ja niiden paikat naytelevylla aiemmin kirjatun paperin mukaan. Kontrol-
liympyréan naytelevylle laitettiin Escherichia coli-bakteeria, jolla varmistettiin VITEK
®MS MALDI TOF-laitteen luotettava toiminta. Fimlab Oy:n henkilékunta laittoi kont-
rollindytteen sille tarkoitettuun ndyteympyraan naytelevylla ja analysoi naytteet VITEK
® MS-laitteella.

Analyysien tulokset saatiin tulosteena aina seuraavana paivéana ja niista nahtiin, minka
naytteiden analyysit olivat onnistuneet. N&iden tulosten perusteella valittiin néytteet uu-
sinta-analyysiin. Naytteet, joista ei saatu tulosta massaspektrometrilla ensimmaisella ker-
ralla, analysoitiin toiseen kertaan edellisend péivéana saastetyista esikasitellyista naytema-
teriaaleista. Uusinta-analyysin avulla saatiin tulokset useammista néytteista ilman, etta

koko esikasittelyprosessi olisi taytynyt tehda alusta asti uudestaan.
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Néytteiden analysoinnin tulokset koottiin taulukkoon (Liite 1), johon néytteet kirjattiin
naytenumeron perusteella. Taulukkoon kirjattiin kdytossa olevilla diagnostisilla menetel-
mill& saadut tunnistustulokset sekd VITEK ® MS-laitteen antamat tulokset ja tunnistus-
prosentit, milla varmuudella tunnistuksen tulokseen voi luottaa. Lisaksi taulukkoon kir-
jattiin ndytteiden kasvustojen iat. Tasta keratysta informaatiosta tehtiin Excelilld tuloksia
havainnollistavat kuvaajat ndytteiden kasvuston ian vaikutuksesta tunnistuksen onnistu-
miseen sekd saatujen tulosten yhtenevéisyydesta sienilaboratoriossa kéytossa olevilla dia-

gnostisilla menetelmilla ja VITEK ® MS-laitteella.

6.3 Aseptiikka ja tyoturvallisuus

Rihmasienet, etenkin homeet, kontaminoivat ja kontaminoituvat erittdin helposti. Sienila-
boratorion laminaarikaapissa on itsendinen eristetty ilmankierto ja HEPA-suodatin (High
Efficiency Particulate Air), joka pystyy imemaan ilmassa olevia kontaminaatiopartikke-
leita naytteenkasittelyn aikana sek& tuottamaan steriilisuodatettua ilmaa tydskentelyti-
laan. Laminaarikaappi suojaa tyontekijaa, ympéristod ja ndytteita kontaminaatioilta (La-

boline, laminaarivirtauskaapit).

Néaytteiden kasittelyssa tuli olla erittdin tarkka varsinkin kontaminaatioriskin vuoksi.
Néaytemaljat oli suljettu parafilmilld, joustavalla muovikalvolla, jonka sai poistaa vasta,
kun néytettd alkoi kasitelld laminaarikaapissa. Kaikki kéytettavat maljat saivat olla yhta
aikaa laminaarikaapissa, mutta vain yksi malja kerrallaan sai olla avonaisena. Heti, kun
naytemateriaali saatiin kerattyd, maljoihin laitettiin uudestaan parafilmia. Maljoja ei saa-
nut mydskaan kuljettaa ulos sienilaboratorion tiloista. Mikali maljalla kasvava rihmasieni
kontaminoisi toisen ndytteen, aiheuttaisi tdma mahdollisesti vaaran tunnistuksen kysei-
sestd naytteestd, miké tarkoittaisi sitd, ettd potilaan sieni-infektiota alettaisiin mahdolli-

sesti hoitaa vaarin.

Sienilaboratorioon mentéessé on kaksi ovea, jotka eivat saaneet olla yhté aikaa auki, talla
ehkaistiin sieni-itididen leviamista ilman mukana muualle laboratorioon. Henkilokohtai-
sen aseptiikan toteutuminen, eli tyOvaatteiden ja suojakasineiden kaytto seka kasien pesu
jadesinfiointi, ovat oleellisia kontaminaatioiden vélttdmiseksi ja ty6turvallisuuden takaa-

miseksi.
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Ennen reagenssipakkauksen kéyttoa tuli varmistaa, etté kaikki reagenssia sisaltavat purkit
olivat ehjia ja kayttokelpoisia. Naytteiden esikasittelyyn kéytetyt etanoli ja asetonitriili
ovat erittdin helposti syttyvid, joten ne tuli pitd& poissa kuumilta alueilta ja avoliekin seka
muiden tulentekolaitteiden laheisyydestd. Seka etanoli, ettd asetonitriili voivat aiheuttaa
voimakasta arsytysta silmissd. Muurahaishappo eli metaanihappo on sy6vyttavaa ja ai-
heuttaa vakavia palovammoja joutuessaan iholle tai silmiin. Kaikkia nait4 reagensseja
kéasiteltaessa tuli olla varoivainen ja kayttaa suojakasineitad. (VITEK ® MS MOULD KIT.
2016.)



44

7 TULOKSET

7.1 Analyysitulokset ja naytteiden kasvuajan vaikutus

Potilasnaytteitd oli kokonaisuudessaan 68, joista VITEK ® MS-laite antoi joko saman tai
eri tuloksen kuin referenssimenetelma tai sitten laite ei onnistunut tunnistamaan néytettéa
ollenkaan. Jos laite ei ensimmaisell& kerralla tunnistanut naytetta, sille tehtiin uusinta-ajo
samasta esikasitellysta naytemateriaalista kuin aiemmin. Tall6in saastettiin aikaa, kun ei
tarvinnut tehda pitkaa esikésittelyd uudestaan. Ensimmaiselld analysointikerralla eli en-
simmaisessa ajossa VITEK ® MS antoi tunnistustulokset 44 naytteestd. Kokonaisuudes-
saan naytteitd oli 68, joten ensimmaisessa ajossa tulokset saatiin 65 prosentille naytteista.
15 naytteelle tehtiin uusinta-ajo, jolloin tulokset saatiin 5 naytteelle. Talldin tulokset saa-
tiin 33 prosentille uudestaan ajetuista naytteista. Yhdeksélle viimeisend péivana analy-
soidulle naytteelle ei ehditty tehdd uusinta-ajoa. Koko tutkimusaineiston 68 naytteesta

tulokset saatiin 49 naytteelle eli 72 prosentille naytteista (Taulukko 2).

Taulukko 2. Saadut analyysitulokset.

Saadut analyysitulokset
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Jotta naytteiden analysointi VITEK ® MS-laitteella olisi onnistunut, olisi ndytteissa kas-
vavien sienten tarvinnut olla eksponentiaalisessa kasvunvaiheessa eli dermatofyyttien
olisi pitdnyt saada kasvaa viljelymaljalla 2-4 viikkoa ja homeiden muutamia pdivié tai
maksimissaan viikko. Eksponentiaalista kasvunvaihetta on hankalaa méaarittaa, silla sii-
hen vaikuttavat monet tekijat, kuten esimerkiksi kasvunopeus, sienilaji ja -kanta. Voidaan
kuitenkin yleistaen ajatella, ettd eksponentiaalinen kasvunvaihe sijoittuu yleensa paivistéa
viikkojen ikaisiin kasvustoihin. Sienikasvuston ollessa liian vanha, siihen on muodostu-
nut liikaa mikrokonidioita ja sen pesdakemorfologia on alkanut muuttua rakeiseksi. Liian
tuoreista tai ylikasvaneista ndytteista analysoinnin onnistuminen ei ole niin hyvin taattu

kuin eksponentiaalisen kasvunvaiheen naytteista. (Hirvonen. 2018; Korhonen. 2018.)

Ylikasvaneita naytteitd, jotka olivat 4-5 kuukautta vanhoja, oli kahdeksan, joista vain
kahteen laite sai tunnistuksen. Alle 2 viikkoa kasvaneista naytteistd ei saatu ollenkaan
analyysituloksia, tallaisia ndytteitd tutkimuksessa oli yhdeksan kappaletta. Syyna sille,
etta tutkimustuloksia ei saatu néille yhdeksalle néytteelle, voi mahdollisesti olla my®os se,
ettd ensimmaisessa ajossa jokin muu asia vaikutti analyysin epdonnistumiseen ja niille ei
myoskaan ehditty tekeméaan uusinta-analyysia. 2-4 viikkoa kasvaneista, eli eksponenti-
aalisessa kasvunvaiheessa olevista sieninaytteista, jotka olivat kaikki dermatofyytteja, tu-
lokset saatiin 96 prosentille (Taulukko 3). Ylikasvaneet ja liian tuoreet naytteet alensivat
koko tutkimuksen onnistumisprosenttia jopa 24 prosenttiyksikkod, joten todennakoisesti
on merkittavaa, ettd analysoitavien naytteiden sienten tulee olla eksponentiaalisessa kas-

vunvaiheessa.

Taulukko 3. Kasvuvaiheen vaikutus analyysien santiin.

Kasvuvaiheen vaikutus analyysitulosten saantiin
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7.2 Analyysitulosten yhtenevaisyys referenssimenetelman kanssa

49:st& onnistuneesti ajetusta ndytteesta 42 naytteen tutkimustulokset VITEK ® MS-lait-
teella ja kaytdssa olevin sienidiagnostisin menetelmin olivat yhtenevaiset. Tulokset olivat
noin 86 prosenttisesti yhtenevaisid. Eridvid tuloksia suurimmaksi osaksi aiheuttivat
Trichophyton-suvun sienet, mutta tdéhan todennakdisesti vaikutti se, ettd suurimassa
osassa tassé tutkimuksessa mukana olleista naytteista kasvoi Trichophyton-sukuun kuu-
luva sieni. VITEK ® MS tunnisti kaytdssa olevien diagnostisten menetelmien avulla tun-
nistetun Trichophyton mentagrophyteksen aina Trichophyton interdigitalena, mutta
koska T. interdigitale kuuluu T.mentagrophyteksen yléluokkaan, voidaan ajatella, ettéd
tunnistus on tapahtunut oikein. Lisdksi Fimlabin sienilaboratoriossa T. interdigitalesta

potilasvastaus annetaan T. mentagrophyteksena (Taulukko 4).

Taulukko 4. VITEK ® MS laitteen tulosten yhtenevaisyys referenssimenetelmén kanssa

Yhteneva tulos | Eridva tulos | Ei tulosta VITEK®

Laji (kpl) (kpl) Mms:lla Yhteensa

Trichophyton rubrum 27 2 9 38
Trichophyton tonsurans - 1 2 3
Trichophyton violaceum 2 1 1 4
Trichophyton mentagrophytes 7 - 1 8
Microsporum audouinii 3 - 2 5
Epidermophyton floccosum - - 1 1
Aspergillus terreus 1 - - 1
Scopulariopsis brevicaulis - - 1 1
Fusarium oxysporum 1 - - 1
Scedosporium apiospermum - - 1 1

7.3 Esikasittelymenetelméan kayttokelpoisuus

SarjatyOskentelysséa naytteitd oli 10-20, kun taas yksittain tehtdessé koko esikasittelypro-
sessi tehtiin vain yhdelle naytteelle. Sarja- ja yksittdistyoskentelyssé vertailtiin esikasit-
telyyn kuluvaa aikaa, johon vaikutti kaikista eniten kuivumisaika eli se, annettiinko nay-
temateriaalin kuivua rauhassa ennen matriisin lisysté ja siirtymistd seuraavan naytteen
pipetointiin. Kuivumiseen meni aina noin viisi minuuttia ja nolla minuuttia tietenkin sil-

loin, kun kuivumisaikaa ei odotettu, vaan siirryttiin heti seuraavaan nédytteeseen. Sarja-
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tyoskentelyssd, kun ndytemateriaalin kuivuminen ndyteympyraan odotettiin, yhden néyt-
teen esikasittelyyn kulunut aika oli 10 minuuttia. Kun kuivumista ei odotettu, oli yhden
naytteen esikasittelyyn kulunut aika 7,5 minuuttia. Kun esikésiteltiin yksittdinen nayte,

siihen kului aikaa 15 minuuttia (Taulukko 5).

Taulukko 5. Naytteiden tekoaikojen vertailua.

kuivumisaika min/nayte
sarjassa, kuivumisen ) )
5 min 10 min
odotus
yksittéin, kuivumisen ) )
S5 min 15 min
odotus
sarjassa, ilman kuivumi- ) ]
0 min 7,5 min

sen odotusta

Yksittdin tehtdessa naytteen tekoaika oli siis selkedsti pidempi sarjatydskentelyyn verrat-
taessa. Jo pelkéstadn kolmasosa tekoajasta meni nayteympyréan kuivumiseen. Eri valinei-
den etsiminen ja putkien korkkien avaaminen ja sulkeminen vievat paljon ylimaaréista
aikaa yhté ndytettd tehtéessd, kun taas sarjatydskentelyssé niihin vieva aika ei ollut niin
suuri osa koko tekoaikaan suhteutettuna.

Sarjatyoskentelyssd, missa kuivumisaika oli viisi minuuttia, eniten aikaa vieva tydvaihe
oli jalleen kuivuminen. Téalla kertaa muista tydvaiheista oli saatu tekoaikaa lyhennettya
verrattaessa yksittéin tehtyyn naytteeseen, mutta silti kuivumiseen kulunut aika oli puolet
yhden néytteen kuivumisajasta. Tallgin pipetoitiin siis mahdollisimman monet nédytema-
teriaalit ndyteympyrdéihin, kunnes huomattiin, ettd ensimmaiset nayteympyrét alkoivat
olla kuivia. Matriisi tuli lisata kuivuneen naytemateriaalin paalle mahdollisimman nope-
asti, joten heti kun ensimméiset ympyrét alkoivat kuivua, matriisin pipetoiminen aloitet-
tiin. Kaikkia naytteita ei pystytty pipetoimaan perakkéin, koska valissa piti ehtié pipetoi-
maan matriisi paalle. Kun matriisi oli saatu pipetoitua, jatkettiin ndytemateriaalien pipe-

tointia ympyroille kuten alussakin.

Rihmasienten esikésittely on aikaa vieva prosessi, mista johtuen se ei sovellu hyvin yk-

sittaisten naytteiden kasittelyyn ja analysointiin. Sarjassa tyoskentely on huomattavasti
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nopeampaa ja esikésittelymenetelma soveltuukin paremmin useamman naytteen yhtdai-
kaiseen analysointiin. Eniten VITEK ® MS analysaattorista homeiden ja dermatofyyttien
tunnistuksessa olisi apua harvinaisempien lajien tunnistuksessa, sillé sienilaboratorion
henkilokunta tunnistaa yleisimmat sienilajit jo pesakemorfologiasta, mutta harvinaisem-

pien lajien tunnistus vaatii jatkotutkimuksia.
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8 POHDINTA

8.1 Tutkimuksen kaytannon suoritus

Rihmasienindytteiden esikasittely oli monivaiheinen prosessi ja tydskentely vaati tark-
kuutta. Sairaalamikrobiologi Jari Hirvosen hyvin laatima yksityiskohtainen tydohje hel-
potti tydn suoritusta etenkin alkuvaiheessa, kun tydskentelyssa ei ollut vield rutiinia. Tyon
suoritukseen saatiin apua Fimlabin sienilaboratorion henkilokunnalta aina, kun sita tar-

vittiin.

Néytteen kerdyksessd puutikku toimi vanutikkua paremmin, ndytemateriaalia oli hel-
pompi raaputtaa maljan pinnasta ja se myos irtosi paremmin puutikusta etanolin sekaan.
Pumpulimaisista pesakkeisté oli helpompi keraté nédytemateriaalia, kuin vahamaisista ta-
saisista pesakkeist, silla ndytemateriaali oli maljassa kiinni 16yhemmin ja irtosi helposti
raaputtamalla. Vahamaisista pesékkeisté tarvitsi saada irti pienia palasia, jotta naytema-
teriaali saatiin keréttya onnistuneesti. Keratyn ndytemateriaalin mééaralla ei huomattu ole-
van vaikutusta tulosten saatavuuteen. Tyovaiheena ndytemateriaalin kerdys oli aikaa
vievd. Naytemaljojen ymparilla oleva parafilmi tuli poistaa, nayteputket identifioida, ke-
rata nayte ja maljat sulkea jalleen parafilmilla naytteen kerayksen jalkeen. Sentrifugoinnit
ja supernatantin poistaminen ndyteputkesta olivat nopeita tyovaiheita suorittaa, vaikkakin

sentrifugi sijaitsi viereisessa huoneessa.

Néytteiden pipetointi naytelevyn ympyrdihin oli tarkkaa tyoskentelyd, silla ndyteympyrat
olivat pienié ja lahella toisiaan. Ensimmaisilla kerroilla pipetointi oli hidasta, mutta rutii-
nin loytyessa tyoskentely nopeutui. Naytemateriaalia haluttiin ohut kerros mahdollisim-
man tasaisesti koko ndyteympyran alueelle, jotta VITEK ® MS-laite pystyisi helpommin
tunnistamaan ndytteen. Naytemateriaali oli nestemadista ja se levittyi melko huonosti nay-
televyn ympyraan. Usein ndytemateriaali jai pisaraksi ndytelevyn ympyrélle. Vaikka
nayte jai pisaraksi nayteympyraén eiké levinnyt kunnolla, ei tdman kuitenkaan huomattu

vaikuttavan tuloksiin.
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8.2 Tutkimusaineisto

Reagenssipakkauksen koestuksen tulokset eivét ole yleistettavissé tutkimusaineiston jaa-
dessa vahéiseksi. Tutkimusaineiston ndytemaara oli 68 nadytettd, miké jai selkeésti va-
jaaksi tavoitellusta sadasta naytteesta. Laboratoriossa ei ollut silla hetkell& enempéaa po-
tilasnaytteita analysoitavaksi. Tutkimusta varten oli saastetty vain harvinaisempia nayt-
teitd, joita ei joka pdiva tule vastaan. Muutoin tutkimusaineisto koostui sill& hetkella sie-
nilaboratoriossa tutkimuksessa olevista nédytteistd. Rihmasienten esikasittelyyn kuluvaa
aikaa ei myoskaan osattu ennakoida etukateen, joten ei tiedetty kuinka monta néytetta

tutkimukseen varatun ajan puitteissa, eli viikon aikana ehdittaisi ké&sitell&.

Tutkimusaineiston eri sienilajien edustavuus oli todella suppea, silla analysoitavat nayt-
teet koostuivat suurimmaksi osaksi yleisimmista dermatofyyteistd, kuten Trichophyton-
suvun yleisimmista lajeista. Pelkastadn Trichophyton rubrumia kasvoi 38 naytteessa,
mika on yli puolet koko tutkimusaineiston koosta. Microsporum audouiniita kasvoi vii-
dessa naytteessa ja muiden lajien sienid oli vain yksittaisia. Luultavasti Trichophyton lajin
suuren edustavuuden vuoksi, eridvét tuloksetkin olivat Trichophyton lajeissa. Homelajeja
oli tutkimuksessa mukana nelja ja ndista kahdesta saatiin tulokset VITEK ® MS-lait-
teella, tosin epdonnistuneiden homeiden analyysit olivat sellaisten ndytteiden kohdalla,

joiden kasvustojen iké oli jo ylittanyt eksponentiaalisen kasvunvaiheen.

VITEK ® MS-laitteen analyysitulokset eivat tdmén koestuksen kohdalla kuitenkaan ole
taysin luotettavia, silla referenssimenetelmé&an verrattuna tulosten yhtenevéisyys oli noin
86 prosenttia. Absoluuttisissa maarissé puhutaan kuitenkin vain siis neljasta eridvasta tu-
loksesta tutkimusaineiston ollessa kooltaan pieni. Pieni eroavaisuus laitteen ja referens-
simenetelmén valilla on ymmarrettavéa. Koestuksessa kuitenkin huomattiin yhdessa ta-
pauksessa laitteen tunnistavan ndytteen Paecilomyces variotiiniksi eli saprofyyttiseksi
homeeksi, kun kyseessa oli referenssimenetelman mukaan Trichophyton violaceum. Tal-
laisen tapauksen kohdalla voidaan miettid, onko VITEK ® MS tunnistanut sienilajin vaa-
rin vai onko néytteessa mahdollisesti ollut kontaminaatio, jota ei silmin ole pystytty nay-

temaljalta havaitsemaan.
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8.3 Eettisyys ja luotettavuus

Tyon eettisyyden sailyttdmiseksi potilasndytteitd kasiteltiin noudattaen vaitiolovelvolli-
suutta sekd kunnioittaen néytteen ainutlaatuisuutta, potilaan yksityisyytta ja oikeuksia.
Sienindytteet ovat erityisen ainutlaatuisia, silla potilaan tulee olla pitka aika kayttamétta
sieniladkityksia ennen néytteenottoa ja lisdksi ndytteitd otetaan vain muutamissa néyt-
teenottopisteissa, joten jonot ndytteenottoon ovat pitkat. Ainutlaatuisuutta liséé vield sien-
ten pitk& kasvuaika ja osaamista vaativa laboratoriotydskentely. Tydskentelyssé oli otet-
tava huomioon ty6turvallisuus, silla kéytettavat reagenssit olivat haitallisia, syovyttavia
ja helposti syttyvid. Reagenssien kayttoturvatiedotteet luettiin etuk&teen. Lisdksi sienet
levidvat ja kontaminoivat helposti, joten tyoskentelyssa tuli olla erityisen huolellinen ja
aseptinen. Tutkimuksessa noudatettiin hyvaa tieteellista kdytantéd. Opinnadytetydssa ole-
vien kuvien kayttoon kysyttiin lupa niiden omistajilta. Opinnaytetyotutkimus on suori-
tettu ja koestus raportoitu yksityiskohtaisesti niin, ettd se on toistettavissa, mika tekee
t&sté luotettavasti ja eettisesti suoritetun tutkimuksen.

8.4 Sienilaboratorion henkilokunta

Fimlabin sienilaboratorion henkilékunta on saanut pitkan perehdytyksen sienilaborato-
rion tutkimusmenetelmiin ja kdytantdihin. He ovat tottuneet kayttamaan nykyisia tutki-
musmenetelmia ja sienilajien tunnistus sujuu nopeasti kyseisilla menetelmilla. Yksittéis-
ten ndytteiden analysointi VITEK ® MS-laitteella on suhteellisen hidasta kaikkien esiké-
sittelyvaiheiden johdosta, analyysin onnistuminen ei ole varmaa ja analysointia saatetaan
joutua tekemaan toiseen tai kolmanteenkin kertaan tulosten saamiseksi. Sienilaboratorion
henkilokunta kokee nykyisin kaytdssa olevat menetelmat toimiviksi, luotettaviksi ja no-
peiksi. Mikéli VITEK ® MS-laitteen toiminta saataisiin koestettua suuremmalla ja moni-
puolisemmalla tutkimusaineistolla, olisi massaspektrometriasta varmasti apua etenkin

harvinaisempien lajien tunnistuksessa.
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8.5 Aikaisemmat tutkimukset

Tutkimuksia dermatofyyttien ja homeiden tunnistamisesta kéayttden VITEK ® MS:n
MALDI-TOF tekniikkaa on tehty onnistuneesti. Useissa tutkimuksissa BioMeriéuxin re-
ferenssitietokantaa oli muokattu ja siihen lisatty lajeja. Kaikkien ndiden tarkasteltujen tut-

kimusten tarkoituksena on ollut nopeuttaa laboratoriodiagnostiikkaa.

McMullenin ym. vuonna 2016 julkaisemassa tutkimuksessa tutkittiin 319 Aspergillusta
kasvavaa néytettd 43:sta eri suvusta, ndistd 319 homeesta VITEK ® MS tunnisti oikein
66,8 prosenttia. Tutkimuksessa referenssitietokantana oli VITEK ® MS Knowledge base,
versio 3.0. Kun tietokannan kokoa kasvatettiin SARAMIS-tietokannan (Spectral Archive
and Microbial Identification System) avulla, tunnisti VITEK ® MS 76,8 prosenttia ho-
meista oikein. Tunnistamattomat homeet ajettiin uudestaan massaspektrometrilld, mutta
niistd ei tunnistustulosta saatu. Suurin osa ndista lajeista ei siséltynyt tietokantaan. Vain
kolme naytettd eli 0,9 prosenttia VITEK ® MS tunnisti vaarin. Kokonaisuudessaan tulos-
ten yhtenevaisyysprosentti referenssimenetelmén kanssa oli 93,6 prosenttia. Nopeasti
kasvavat lajit analysoitiin 2-3 paivan kasvatuksen jéalkeen ja hitaasti kasvavat 7-10 pdivan

kasvatuksen jalkeen.

Iriartin ym. vuonna 2012 julkaistussa tutkimuksessa tutkittiin 36 Aspergillusta kasvavaa
naytettd, joista tunnistettiin 93,2 prosenttia tutkimuksessa olleista Aspergillus-lajeista oi-
kein VITEK ® MS:lI4 kayttden MS-ID versio 1.0 tietokantaa. Tutkimuksessa ei kéytetty
esikésittelymenetelméad, vaan kasvustosta kerétty materiaali levitettiin suoraan nayteym-
pyréalle, johon liséttiin matriisiliuosta. Aspergillus-sienia oli kasvatettu kymmenen viik-
koa ennen analyysien tekoa. Naissd molemmissa homeista tehdyissa tutkimuksissa refe-
renssimenetelmand toimi ruutini laboratoriodiagnostiikan menetelmat, kuten tassékin

opinnaytetyoné tehdyssa tutkimuksessa.

L Ollivierin ym. vuonna 2013 julkaistussa tutkimuksessa tutkittiin 133 dermatofyyttia
VITEK ® MS-laitteella, joista 97,8 prosenttia tunnistettiin oikein. Kaksi ndistd dermato-
fyyteistéd eivat kuuluneet referenssitietokantaan ja yhden dermatofyytin VITEK ® MS
tunnisti vaarin. Tutkimusta varten rakennettiin referenssitietokanta 17:sta eri lajin yh-
teensd 48:sta dermatofyyttid kasvavasta nédytteestd, joiden ominaisuudet oli hyvin karak-
terisoitu. Nama samat lajit tunnistettiin VITEK ® MS:114. Referenssimenetelman ja VI-
TEK ® MS:lIa saatujen tulosten yhtenevaisyysprosentti oli 99,2 prosenttia. Tutkimuksen
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tulokset saatiin 3-6 paivassd, jo ennen kuin dermatofyyttien morfologiset ominaisuudet

nakyivat maljalla.

Theelin, Hallin, Mandrekarin ja Wengenackin vuonna 2011 tekemassa tutkimuksessa tut-
kittiin 171 dermatofyyttida VITEK ® MS-laitteella. Kéytettdessa VITEK ® MS versio 3.0-
tietokantaa, tunnistettiin 37,4 prosenttia oikein sukutasolla ja 20,5 prosenttia lajitasolla.
Kun tietokantaa kasvatettiin 20 lajilla, oikein tunnistettiin 93 prosenttia sukutasolla ja
59,6 prosenttia lajitasolla. Referenssimenetelména oli geenisekvensointi. Sienindytteita

oli kasvatettu kolme pdivaa ennen tutkimusta.

8.6 Yhteenveto

Taman opinndytetyona tehdyn tutkimuksen tarkoituksena oli saada toimiva esikasittely-
menetelma rihmasienille, jotta ne voitaisiin tunnistaa VITEK ® MS MALDI-TOF-lait-
teella, jotta tutkimusvastaukset saataisiin potilaalle nopeammin. Tutkimuksen tulokset ei-
vat ole yleistettavissa tutkimusaineiston ollessa kooltaan pieni ja yksipuolinen. Koeste-
tulla reagenssipakkauksen esikasittelymenetelmall& olisi siis vield aihetta jatkotutkimuk-
seen monipuolisemmalla ja laajemmalla tutkimusaineistolla, joka pitéisi sisallaan eri su-
kuihin kuuluvia rihmasienilajeja. Jatkotutkimuksessa voisi mahdollisesti myds miettia re-
ferenssitietokannan koon kasvattamista, kuten useissa aiemmin tehdyissé tutkimuksissa
on tehty, silla se on kasvattanut VITEK ® MS:114 tehtdvien tunnistusten onnistumispro-
senttia.

Reagenssipakkauksella tehtavéa esikasittelymenetelmaa oli mielenkiintoista koestaa.
Rihmasienten tunnistukseen ja sienilaboratorion toimintaan paastiin tutustumaan lahei-
semmin. Koulussa rinmasienten laboratoriodiagnostiikan opiskelu jd& melko véahaiseksi
ja oli hienoa paasta oppimaan syvéllisemmin rihmasienilajeista, niiden aiheuttamista in-
fektioista ja laboratoriodiagnostiikasta sek& tulevaisuuden diagnostiikan mahdollisuuk-

sista.

Fimlabin sienilaboratoriossa tydskentelee paivittdin yksi ihminen ja tilat ovat melko pie-
net, mutta kattavat. TyOpiste saatiin jarjestettyd niin, etta tyoskentely sujui ergonomisesti

ja mutkattomasti ilman turhia liikeratoja. Ainoana tydskentelyvalineena sentrifugi sijaitsi
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toisessa huoneessa. Taménkin tyévaihe saatiin optimoitua niin, ettd toinen kévi sentri-

fugoimassa néytteet ja toinen viimeisteli edellisen tyovaiheen ja valmisteli seuraavan.

Fimlabin mikrobiologian sienilaboratorion tyontekijat ovat kokeilleet uutta esikasittely-
menetelmaa kaytannossa. Osan tutkituista naytteistd VITEK ® MS tunnistaa hyvin. Yh-
dessé laaduntarkkailunaytteessa oli kuitenkin esiintynyt tunnistusvirhe, kun laite oli tun-
nistanut homenéaytteesta tehdyt ndyteympyréat toisen dermatofyytiksi ja toisen hiivaksi.
VITEK ® MS-laitteella tehtava tunnistus ei siis ole viel& sellaisella tasolla, etta tyontekija
voisi siihen taysin luottaa, joten taito tunnistaa sieni muilla kdytetyilla menetelmilld on
ensiarvoisen tarkedd. Tyontekijé luottaa talla hetkelld viela enemman omiin mikrosko-
pointitaitoihinsa kuin laitteen tunnistukseen, mutta uuden menetelmén kokeilu ja tulosten

vertailu jatkuvat.

Olisimme halunneet paésta suorittamaan reagenssipakkauksen esikésittelymenetelman
koestuksen laajemmalla monipuolisemmalla tutkimusaineistolla, jotta tdméan tutkimuksen
tulokset olisivat paremmin yleistettavissa ja olisimme nahneet kuinka hyodyllinen VI-
TEK ® MS-laite voisi olla rihmasienten tutkimuskaytdssa. Saimme kuitenkin jo kattavaa
tutkimustietoa naytteiden kasvuvaiheen vaikutuksista analyysitulosten saatavuuteen ja
siitd, kuinka esikasittelyn suorittaminen kannattaa optimoida ajan saastamiseksi.
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Liite 1. Tulostaulukko

Perinteisten menetelmien tulos Vitek MS-laitteen tulos 1. kerta

Trichophyton tonsurans
Trichophyton violaceum
Microsporum audouinii
Trichophyton rubrum
Scopulariopsis brevicaulis
Trichophyton rubrum
Trichophyton violaceum
Trichphyton mentagrophytes
Trichphyton mentagrophytes
Aspergillus terreus
Trichphyton mentagrophytes
Microsporum audouinii
Fusarium oxysporum
Trichophyton interdigitale
Trichophyton interdigitale
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton violaceum
Tunnistamaton home
Negatiivinen (Acremonium)
Trichophyton violaceum
Trichophyton mentagrophytes
Scedosporium apiospermum
Microsporum audouinii
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Microsporum audouinii
Microsporum audouinii
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Epidermophyton floccosum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsurans
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum

Trichophyton violaceum
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Trichophyton violaceum
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Aspergillus terreus
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Fusarium oxysporum
Trichophyton interdigitale
Trichophyton interdigitale
Trichophyton rubrum
Trichophyton interdigitale

Trichophyton interdigitale

Trichophyton interdigitale

Trichophyton rubrum
Microsporum audouinii
Trichophyton interdigitale
Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum
Trichophyton violaceum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
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Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
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Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
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Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum

Negatiivinen (Staphylococcus sap -

Trichpohyton rubrum

Negatiivinen (Stafylococcus saprc -

Trichophyton tonsurans
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsurans
Trichophyton mentagrophytes

Uusinta-ajo
Trichophyton Interdigitale

Trichophyton Interdigitale
Paecilomyces variotii
Trichophyton violaceum

Trichophyton rubrum

Ei uusinta-ajoa
Ei uusinta-ajoa
Ei uusinta-ajoa
Ei uusinta-ajoa
Ei uusinta-ajoa
Ei uusinta-ajoa
Ei uusinta-ajoa
Ei uusinta-ajoa
Ei uusinta-ajoa

Tunnistusprosentti
'99.9
’50.0
99,9

'99.9
'99.9
99,9
99,7
%99.9
'99.9
'97.5
'99.9
'99.9
99,9
%99.9
99,9
"99.4
'50.0
'99.9
99,9

%6a.5
%99.9
%99.9
'99.9
'99.9
99,9
'99.9
99,9
%99.9
'99.9
'99.9
99,9
'99.9
%99.9
%99.9
'99.9
'99.9
'99.4
'99.9
99,9
%99.9
%99.9
'98.9
'99.9
'99.9
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