
FLUORESENSSI IN SITU HYBRIDISAATIOON PERUSTUVAN

PIKADIAGNOSTISEN TESTIN KOKEILU

Laura Holkkola

Miia Moilanen

Sari Sivill

Opinnäytetyö
Huhtikuu 2006
Bioanalytiikan koulutusohjelma
Terveysala
Pirkanmaan ammattikorkeakoulu/
Jyväskylän ammattikorkeakoulu



TIIVISTELMÄ

Pirkanmaan ammattikorkeakoulu/ Jyväskylän ammattikorkeakoulu
Terveysala
Bioanalytiikan koulutusohjelma, K03MBIOK

HOLKKOLA, LAURA., MOILANEN, MIIA & SIVILL, SARI:

Fluoresenssi in situ hybridisaatioon perustuvan pikadiagnostisen testin kokeilu.

Opinnäytetyö 47 s.
Huhtikuu 2006

Saimme Keski-Suomen keskussairaalan mikrobiologian laboratoriosta tehtäväksi
testata fluoresenssi in situ hybridisaatioon perustuvan pikatestin toimivuutta
positiivisilla veriviljelynäytteillä. Nykykäytäntö on, että positiivisesta
veriviljelynäytteestä tehdään ensin gramvärjäys ja sen jälkeen tarvittavat viljelyt
lämpökaapissa, jotta veriviljelypositiivisuuden aiheuttajamikrobi saadaan selville.
Viljelyt ovat aikaa vieviä ja ennen viljelytuloksen valmistumista potilas saa empiiristä
lääkehoitoa. Fluoresenssi in situ hybridisaatioon perustuvalla testillä on mahdollista
gramvärjäystuloksen ohjaamana tehdä nopea ja tarkka alustava identifiointi mikrobista.

Tavoitteenamme on osoittaa, että fluoresenssi in situ hybridisaatioon perustuvaa
seaFAST® Sepsis -kittiä voidaan käyttää luotettavasti mikrobien identifiointiin.
Testissä fluoresoivalla merkkiaineella leimatut, kullekin mikrobille spesifiset DNA-
koettimet sitoutuvat mikrobien sisältämään rRNA:han ja muodostunut hybridi voidaan
havaita fluoresenssimikroskopiaa käyttäen. Hybridisaation suorittamiseen käytämme
työssämme uutta seaWAVE® -uunia.

Tutkimuksemme on kokeellinen tutkimus. seaFAST® Sepsis  -testiä  ei  ole  testattu
aiemmin Suomessa. Tutkimuksen edetessä neuvottelimme aina seuraavista vaiheista
työelämän toimeksiantajiemme mikrobiologi Antti Nissisen ja ylilääkäri Jaakko
Uksilan kanssa. Tutkimamme näytteet eivät fluoresoineet, joten tämän tutkimuksen
perusteella seaFAST® sepsis -kitti ei vielä sovellu rutiinikäyttöön Keski-Suomen
keskussairaalan mikrobiologian laboratoriossa.

Avainsanat: fluoresenssi in situ hybridisaatio (FISH), veriviljelypositiivisuus,
gramvärjäys
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The microbiology laboratory of Central Finland Central Hospital assigned us to test the
functionality of a quick diagnostic test based on fluorescence in situ hybridization with
positive blood culture samples. The current practice is that the positive blood culture
sample is first Gram stained, and after that, the required cultures are done in the
incubator, in order to identify the micro-organism causing the positivity of the blood
culture. Cultures take time, and before the culture result is completed, the patient
receives empirical medical treatment.  With the fluorescence in situ hybridization test it
is  possible,  based  on  the  result  of  Gram  staining,  to  make  a  rapid  and  accurate
preliminary identification of the micro-organism.

Our aim was to prove that the seaFAST® Sepsis  kit,  based  on  fluorescence  in  situ
hybridization, can be reliably used to identify micro-organisms. In the test, the
microbe-specific DNA probes, labelled with a fluorescent marker, attach to the rRNA
of micro-organisms, and the formed hybrid can be detected using fluorescence
microscopy. In our work we used the new seaWAVE® hybridization oven.

Our study was experimental. The seaFAST® Sepsis test has not been tested in Finland
before. As the research proceeded, we always agreed on the next phases with our
assigners, microbiologist Antti Nissinen and chief physician Jaakko Uksila. The
samples which we examined did not show fluorescence. On the grounds of this study,
the seaFAST® Sepsis kit is not yet applicable to routine use in the microbiology
laboratory of Central Finland Central Hospital.

Key words: fluorescence in situ hybridization (FISH), blood culture positivity, Gram
staining
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1 JOHDANTO

Sepsis eli verenmyrkytys tarkoittaa mikrobien aiheuttamaa vaikeaa yleisinfektiota, jossa

mikrobit ovat päässeet leviämään verenkiertoon ja sieltä edelleen eri elimiin. Sepsikseen on

perinteisesti liitetty käsite veriviljelypositiivisuus. Nykyisin Suomessa on vuosittain noin

7000 veriviljelypositiivista septistä infektiota. Kahdenkymmenen viime vuoden aikana niiden

määrä on yli kaksinkertaistunut, mutta samalla sepsiksen ennuste on myös parantunut.

Varhain aloitettu asianmukainen mikrobilääkehoito lienee tärkein syy tähän myönteiseen

kehitykseen. Maailman yleisin sepsiksen aiheuttajamikrobi on gramnegatiivinen Escherichia

coli. (Rintala & Valtonen 2003, 502–503.)

Opinnäytetyömme aiheena on fluoresenssi in situ hybridisaatioon (FISH) perustuvan

pikadiagnostisen seaFAST® -menetelmän toimivuuden testaaminen positiivisten

veriviljelynäytteiden analysoinnin nopeuttamiseksi. Lähtökohtana opinnäytetyöllemme on

diagnostiikan kehittäminen mikrobiologian laboratoriossa veriviljelynäytteiden analysoinnin

osalta. Opinnäytetyömme keskeisiä asioita ovat veriviljelypositiivisuus, fluoresenssi in situ

hybridisaatio ja gramvärjäys. Gramvärjäyksellä saadaan eroteltua mikrobit niiden soluseinän

rakenteen perusteella grampositiivisiin ja –negatiivisiin, mutta pikatyypityksellä saataisiin

samassa ajassa selville jo taudinaiheuttajamikrobin lajikin. Opinnäytetyömme

tutkimustehtäviä ovat selvittää pikadiagnostisen seaFAST®  –menetelmän toimivuus ja sen

luotettavuus. Työelämälähtöisen aiheen saimme Keski-Suomen keskussairaalan

mikrobiologian laboratoriolta. Työelämän ohjaajinamme ovat mikrobiologi Antti Nissinen ja

mikrobiologian ylilääkäri Jaakko Uksila.

Opinnäytetyömme tarkoituksena on kokeilla pikadiagnostisen seaFAST® –menetelmän

toimivuutta positiivisten veriviljelynäytteiden analysoimiseen. Tavoitteenamme on osoittaa,

että fluoresenssi in situ hybridisaatioon perustuvaa seaFAST® Sepsis -menetelmää voidaan

käyttää luotettavasti mikrobien identifiointiin niiden lajitasolle. Menetelmässä fluoresoivalla

merkkiaineella leimatut, kullekin mikrobille spesifiset DNA-koettimet sitoutuvat mikrobien

sisältämään rRNA:han ja muodostunut hybridi voidaan havaita fluoresenssimikroskopiaa

käyttäen. Pyrimme siis osoittamaan, että fluoresenssihybridisaatiomikroskopiaan perustuvalla

pikadiagnostisella seaFAST® Sepsis -menetelmällä saadaan gramvärjäystä spesifisempi

alustava veriviljelyvastaus.
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Tutkimuksemme on kokeellinen tutkimus, josta saadut tulokset analysoimme kvalitatiivista

tutkimusmenetelmää käyttäen. Päädyimme tähän, koska kvalitatiivisessa tutkimuksessa

tutkimussuunnitelma muotoutuu tutkimuksen edetessä ja tavoitteenamme kokeilussa on

analysoida eri koejärjestelyin saatuja tuloksia, joiden avulla kokeellisen tutkimuksen tavoin

pystymme mahdollisesti kehittämään mikrobiologian laboratorion käytäntöä

veriviljelydiagnostiikassa. Tutkimusaineistona käytimme positiivisia viljelmiä. Aineistoa

keräsimme päättämättä etukäteen, kuinka monta viljelmää seaFAST® –menetelmällä

analysoimme. Aineistomme oli riittävä, kun saturaatio tapahtui eli sama tulos alkoi kertautua

tutkimuksessa.

Tutkimuksemme tueksi tarkastelemme opinnäytetyössämme veriviljelypositiivisuutta,

sepsiksen primaaridiagnostiikkaa ja fluoresenssi in situ hybridisaatiota. seaFAST® Sepsis -

menetelmää ei ole aikaisemmin kokeiltu Suomessa. Taustatietoa seaFAST® –menetelmästä

olemme etsineet aikaisemmin suoritetuista, työmme kannalta merkittävistä tutkimuksista sekä

löytämistämme englanninkielisistä artikkeleista. Myös työelämän ohjaajiltamme olemme

saaneet vastauksia tutkimukseen liittyviin kysymyksiin ja arvokasta, työmme kannalta tärkeää

tietoa. Teoreettiseen taustaan olemme lisäksi keränneet ajankohtaista tietoa luotettavilta

internetsivustoilta, alan kirjallisuudesta ja julkaistuista lehtiartikkeleista.

Selvitämme tutkimuksessamme asioita pääosin teoreettisen lähestymistavan kautta, mutta

myös empiirisesti esimerkiksi seaFAST® –menetelmän luotettavuuden arvioinnin ja

menetelmän käyttämisen suhteen. Teoreettisen taustan tuella selvitämme, kuinka

tutkimuksemme eteni aiheen valinnasta tutkimuksen päätäntään. Opinnäytetyön tekemisen ja

suorittamamme tutkimuksen kautta olemme saaneet arvokasta tietoa ja kokemusta tämän

päivän mikrobiologiasta ja sen tarjoamista tulevaisuuden mahdollisuuksista.
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2 SEPSIS JA VERIVILJELYPOSITIIVISUUS

2.1 Sepsiksen ilmaantuvuus

Suomessa on vuosittain noin 7000 veriviljelypositiivista septistä infektiota. Sepsiksen syntyyn

vaikuttavat aiheuttajamikrobin virulenssi ja määrä sekä elimistön puolustustila ja

perussairaudet. (Rintala & Valtonen 2003, 502.) Yli kymmenen vuotta sitten otettiin käyttöön

sepsiksen kansainväliset diagnostiset kriteerit ja luokittelu. Niitä hyväksi käyttäen sepsiksen

ilmaantuvuudesta ja ennusteesta on alettu saamaan luotettavaa tietoa. Ensimmäinen

Yhdysvalloista saapunut tieto osoitti sepsiksen olevan erittäin tavallinen sairaalapotilaiden

kuolinsyy. Sepsikseen kuolee yhtä paljon ihmisiä kuin sydäninfarktiin ja enemmän kuin

rintasyöpään. (Pettilä & Ruokonen 2005, 127.) Suomessa vuonna 1999 valtakunnalliseen

sairaalainfektio-ohjelmaan (SIRO) osallistuneissa sairaaloissa veriviljelypositiivisten

sairaalainfektioiden ilmaantuvuus oli samaa tasoa kuin Euroopan maissa ja Yhdysvalloissa.

(Kolho, Lumio, Lyytikäinen, Ruutu & Sarkkinen 2000, 4483.)

Sepsiksen yleisyys on riippuvainen käytetyistä diagnostisista kriteereistä. Osittain

veriviljelypositiivisten septisten infektioiden kaksinkertaistuminen  kahdenkymmenen viime

vuoden aikana johtunee parantuneesta veriviljelydiagnostiikasta. Suurin osa on kuitenkin

todellista infektioiden määrän nousua kuvastaen väestön ikääntymistä ja sairaalapotilaiden

tilan yleistä vaikeutumista. Väestön ikääntyessä immuunipuutteisten ja yleensäkin

huonokuntoisten potilaiden määrä nousee vaikuttaen samalla myös suurten

vierasesineleikkausten määrän kasvuun. Suomen veriviljelypositiivisista sepsiksistä noin

puolet on avohoidosta saatuja ja toinen puoli on sairaalaperäisiä. (Rintala & Valtonen 2003,

503.) Yhdysvalloissa on myös tutkittu rodun ja sukupuolen vaikuttavan sepsiksen

ilmaantuvuuteen. Sepsiksen ilmeneminen on yleisempää miehillä kuin naisilla ja

mustaihoisilla se on lähes kaksi kertaa yleisempi kuin valkoihoisilla. (Moss 2005, 490.)

Sepsiksen ennuste on parantunut viime vuosikymmeninä. Tärkein syy myönteiseen

kehitykseen lienee varhain aloitettu asianmukainen mikrobilääkehoito. Myös tehohoidon

kehittyminen, parantunut diagnostiikka ja kehittynyt leikkaustekniikka kirurgisissa

sairauksissa ovat tärkeitä tekijöitä kehitykselle. Etenkin gramnegatiivisen sepsiksen ennuste

on kehittynyt myönteisempään suuntaan. Kehitys ei johdu ikärakenne-eroista tai perustautien

suotuisammasta jakautumasta vaan ennustetta ovat parantaneet laajakirjoiset

beetalaktaamilääkkeet, parantunut diagnostiikka ja kehittynyt tehohoito. (Rintala & Valtonen
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2003, 509.) Käypä hoito –suosituksen mukaan sepsiksen varhainen tunnistaminen ja hoito

laskisi sepsiksen kuolleisuutta merkittävästi,  45 %:sta 30 %:iin. Tehokkain tapa

kuolleisuuden vähentämiseksi olisi varhaisen tunnistamisen jälkeen aloittaa heti tehokas

neste- ja verenkierron hoito. (Terveysportti 2005.)

2.2 Oireet

Sepsiksen oireet ovat hyvin monimuotoiset ja niitä voi tulla mistä elimestä tahansa. Yleensä

sepsispotilaat ovat kuumeisia ja huonokuntoisia, mutta noin viidellä prosentilla potilaista,

etenkin vanhuksilta tai kortikosteroidia saavilta kuume voi puuttua. Suurimmalla osalla

potilaista esiintyy kuitenkin horkkamaista, useaan otteeseen vuorokauden mittaan nousevaa ja

laskevaa kuumetta. Sekavuutta esiintyy 20–30 %:lla ja ikterusta noin 20 %:lla sepsispotilaista.

(Rintala & Valtonen 2003, 504.)

Sepsispotilailla voi esiintyä myös lihas-, selkä- ja nivelvaivoja sekä ripulia. Ne ovat yleisiä

esimerkiksi stafylokokki- ja streptokokkisepsiksessä. Ripuli ei välttämättä merkitse

sepsispotilaalla suolistoperäistä sepsistä, vaan se voi olla myös bakteeritoksiinin, esimerkiksi

Staphylococcus aureuksen enterotoksiinin aiheuttama. Sepsiksen tyypillisiä iho-oireita ovat

muun muassa petekiat ja märkärakkulat. Märkäpesäkkeet eri elimissä ovat melko yleisiä

eräiden sepsisten, etenkin Staphylococcus aureus -sepsiksen, yhteydessä. Paiseet voivat sijaita

missä elimessä tahansa ja niiden koko voi vaihdella muutamasta millimetristä useisiin

sentteihin. Tavallisimpia paikkoja absessien esiintymiselle ovat ihonalainen kudos, maksa,

perna, luusto, lihaksisto, aivot ja sydämen läpät. (Rintala & Valtonen 2003, 504–505.)

2.3 Sepsiksen aiheuttajamikrobit ja diagnostiikka

Escherichia colin jälkeen tavallisimpia sepsiksen aiheuttajia ovat Staphylococcus aureus,

Streptococcus pneumoniae sekä koagulaasinegatiiviset stafylokokit, kuten Staphylococcus

epidermidis (TAULUKKO 1 / LIITE 1). Yleistymässä viime vuosina ovat olleet erilaiset

streptokokit, etenkin D-ryhmän enterokokit. Myös erilaisten hiivasienten ja aerobisten

gramnegatiivisten sauvabakteerien määrä on hieman kasvanut. Escherichia colin ja

Staphylococcus aureuksen aiheuttamia sepsiksiä esiintyy lähes yhtä usein sekä sairaala- että

avohoitoperäisinä. Avohoidossa tyypillisiä sepsiksen aiheuttajia edellisten lisäksi ovat

pneumokokki, salmonella ja meningokokki, kun taas pseudomonaksen tai kandidan
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aiheuttamia sepsiksiä esiintyy lähes yksinomaan vain sairaalapotilailla. (Rintala & Valtonen

2003, 503.)

TAULUKKO 1. Sepsiksen mikrobietiologia Suomessa eräinä vuosina.

Mikrobi v. 1986 v. 1990 v. 1996 v. 1999
Escherichia coli 879 1 145 1 582 1 592
Staphylococcus aureus 507 707 781 812
Streptococcus
pneumoniae 394 486 562 548

Koagulaasinegatiiviset
stafylokokit 300 751 1 014 794

Muut 2 215 1 813 1 985 2 776
Yhteensä 4 295 4 902 5 924 6 522

(Rintala & Valtonen 2003, Taulukko 2, 504.)

Sepsiksen diagnoosi on ensisijaisesti kliininen, mutta infektiolähde tulee diagnosoida

mahdollisimman pian. Veriviljelynäytteet suositellaan otettavaksi ennen mikrobilääkityksen

aloittamista ja myös muista mahdollisista infektiolähteistä kuten virtsasta, ysköksistä,

haavasta ja likvorista tulee ottaa näytteet.  Infektioparametreista leukosyyttien määrä ja CRP-

pitoisuus suositellaan tutkittavaksi. (Käypä hoito 2005a.)

Perifeerisestä laskimosta otetaan punktoimalla yleensä kaksi näytettä noin puolen tunnin

välein sekä aerobiseen että anaerobiseen veriviljelypulloon. Positiivisen veriviljelyn ja eri

infektiopesäkkeistä otettujen bakteeri- tai sieniviljelynäytteiden avulla sepsis pyritään

todentamaan. Diagnoosia voivat tukea voimakkaasti koholla oleva CRP-arvo, leukopenia sekä

voimakas leukosytoosi vasemmalle siirtymisineen. CRP:n merkittävään nousuun oireiden

alusta kuluu kuitenkin vähintään 12 tuntia, joten liian varhaisessa vaiheessa mitattu arvo

saattaa olla virheellisen matala eikä näin sulje pois septistä infektiota. (Rintala & Valtonen

2003, 506.)

2.4 Hoito

Varhain aloitettu asianmukainen mikrobilääkehoito muodostaa sepsiksen hoidon perustan.

Sepsiksen mikrobilääkehoito jaetaan empiiriseen aloitushoitoon ja tarkennettuun

jatkohoitoon.  Vahvassa sepsisepäilyssä mikrobilääkehoito pitää aloittaa jo ennen

laboratoriokokeiden ja veriviljelyjen valmistumista. Sepsiksen hoidosta tärkeän osan
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muodostaa tukihoito, jonka perusperiaatteena on pyrkiä korjaamaan kudosperfuusion ja –

hapetuksen häiriö. Sepsiksen tukihoitoon kuuluvat infektiopesäkkeen mahdollinen kirurginen

hoito, respiraattorihoito, nestehoito sekä sydäntä ja verenkiertoa tukeva lääkehoito. (Rintala &

Valtonen 2003, 506–508.)

Empiirinen hoito tarkoittaa alkuvaiheen mikrobilääkehoitoa kun epäillään septistä infektiota,

mutta sen aiheuttaja ja tämän herkkyys ei ole tiedossa. Yleensä empiirinen hoito on yhden

laajakirjoisen tai kahden lääkkeen kombinaatiohoito, jonka tarkoituksena on kattaa

yleisimmät mikrobit. Mikrobietiologian selvittyä mikrobilääkehoitoa voidaan tarkentaa

herkkyysmäärityksen perusteella. Tarkennettu jatkohoito tarkoittaa, että käytetään yhtä tai

useampaa lääkettä, joilla tiedetään olevan hyviä kliinisiä hoitotuloksia kyseisten mikrobien

aiheuttamissa sepsiksissä. Tarkennetussa jatkohoidossa sepsiksen taudinaiheuttaja on siis jo

selvillä. (Rintala & Valtonen 2003, 506–507.)

Eri patogeneettisiin tekijöihin kohdistuvan sepsiksen spesifisen hoidon kohteena voivat olla

tulehduksen keskeisimmät vaikuttajat. Näitä vaikuttajia ovat bakteerien rakenneosat tai

toksiinit, tulehduksen välittäjäaineet, verisolut sekä verisuonen endoteeli. Gramnegatiivisten

bakteerien kohdalla endotoksiinin sitominen vasta-aineella ei ole osoittautunut ennusteen

kannalta hyödylliseksi. Vastaavasti grampositiivisten bakteerien superantigeenien sitomisesta

esimerkiksi immunoglobuliinilla on yksittäisiä rohkaisevia havaintoja julkaistu. Mutta

sepsiksen spesifinen hoito on vielä vakiintumaton. (Rintala & Valtonen 2003, 508.)

2.5 Septinen sokki

Septinen sokki määritellään infektiosokiksi, joka voi aiheutua mikrobien erittämistä

endotoksiineista tai antibioottihoidon nopeasti hajottamien mikrobien endotoksiineista

(Huovinen, Meri, Peltola, Vaara, Vaheri & Valtonen 2003, 969). Septinen sokki on

yleisnimitys sepsiksen yhteydessä esiintyvälle sokkitilalle. Kyseessä on endotoksiinisokki,

mikäli sen aiheuttaja on gramnegatiivinen bakteeri. Grampositiiviset bakteerit, erityisesti

Staphylococcus aureus ja A-ryhmän streptokokki voivat aiheuttaa niin sanotun toksisen

sokkioireyhtymän erittämiensä toksiinien välityksellä. Näiden bakteerien erittämät toksiinit

kuuluvat superantigeenien perheeseen ja muista antigeeneista poiketen superantigeenit

pystyvät aktivoimaan samalla kertaa jopa satoja T-solulinjoja. (Rintala & Valtonen 2003,

505.) Sepsiksen yhteydessä septistä sokkia sairastavien potilaiden kuolleisuus lienee suurempi

kuin niillä, joilla septistä sokkia ei ole (Käypä hoito 2005b).



7

Septisen sokin määritelmään kuuluvat yleensä systolisen verenpaineen lasku alle 90 mmHg,

kliininen epäily tai osoitus infektiosta ja muun sokin poissulku. Määritelmään lisätään myös

usein se, että sokki ei reagoi kohtuulliseen nestetäyttöön. Septinen sokki voi myös olla osa

kliinistä sepsisoireyhtymää, ja siihen liittyvää verenkiertokollapsia. Verenkiertokollapsilla

tarkoitetaan eri elinjärjestelmien toiminta- ja perfuusiohäiriöitä, joiden laboratoriolöydöksinä

tai kliinisenä ilmentymänä voi olla oliguriaa, munuaisen tai hengityksen vajaatoimintaa,

tajunnan heikkenemistä, metabolista asidoosia, ikterusta tai suoliston lamaantumista.

Monielinvauriosta puhutaan, mikäli potilaalla on kolmen tai useamman elimen tai elinryhmän

toimintahäiriö. Hyvässäkin tehohoidossa monielinvaurioon liittyvä kuolleisuus voi olla 60–

80%. (Rintala & Valtonen 2003, 505.)

Infektion hoidon lisäksi septisen sokin hoidossa on olennaista antaa potilaalle riittävästi

nestettä ja huolehtia tarvittaessa hengityksen vajaatoiminnasta. Nesteytykseen käytetään

kristalloideja ja kolloideja ja hengityksen vajaatoimintaa hoidetaan tarvittaessa intubaation ja

respiraattorihoidon avulla. Mikäli verenpainetta ei saada nesteytyksellä nousemaan riittävästi,

voidaan käyttää vasoaktiivisia lääkeaineita, kuten dopamiinia. Dialyyseillä voidaan joutua

hoitamaan munuaisten vajaatoimintaa. (Rintala & Valtonen 2003, 506.)



8

3 SEPSIKSEN PRIMAARIDIAGNOSTIIKKA

3.1 Bakteerisolun rakenne ja toiminta

Bakteerisolut luokitellaan yksisoluisiin organismeihin, prokaryootteihin, joilla on kyky

lisääntyä nopeasti kahtia jakautumalla. Toisin kuin virukset, bakteerit kykenevät lisääntymään

itsenäisesti ilman isäntäsolua niille soveltuvissa olotiloissa. Mikrobiologisissa tutkimuksissa

hyödynnetään mikrobien kykyä lisääntyä itsenäisesti, sen tähden on tärkeää oppia tuntemaan

niiden rakennetta ja toimintaa. Laboratoriossa bakteereita kasvatetaan yleensä tarjoamalla

niille sopivat kasvuympäristöt ravinnolla, lämmöllä ja kosteudella. Nämä olosuhteet

saavutetaan yleensä ravinteikkaalla kasvualustalla, esimerkiksi maljalla lämpökaapissa.

(Heikkilä 2005, 31.)

Rakenne bakteereilla on suhteellisen yksinkertainen, ne ovat tumattomia eliöitä. (KUVIO 1)

Genomi muodostuu yhdestä ja joillakin bakteereilla kahdesta pitkästä, usein rengasmaisesta

DNA-molekyylistä. Bakteerin perintöaines sijaitsee siis kromosomistossa joka on vapaana

solulimassa. Kromosomin ohella bakteerissa saattaa olla vielä erillisiä geneettisiä elementtejä,

plasmideja. Solulimassa tapahtuu lähes kaikki bakteerille olennaiset kasvu- aineenvaihdunta-

ja replikaatioreaktiot. (Vaara, Skurnik & Sarvas 2003, 55.)

KUVIO 1. Bakteerisolun rakenne (Karhumäki, Jonsson & Saros 2005, 22)



9

Mikrobien jakautumiseen ei kuulu mitoosia tai meioosia, ne lisääntyvä suvuttomasti.

Kromosomistossa kahdentuneet DNA-jaksot kulkeutuvat bakteerissa päitä kohden ja joutuvat

näin bakteerisolun jakautumisvaiheessa eri tytärsoluihin. Transkriptiossa bakteerigenomi-

RNA kopioidaan DNA:n mallin mukaisesti. Tapahtuma alkaa promoottorista ja syntyvä RNA

on heti valmis toimimaan lähetti-RNA:na. Toisin kuin eukaryooteilla, siihen on kopioitunut

monen peräkkäisen geenin koodi. Tutkittaessa bakteereita mikrobiologisin menetelmin näihin

lähetti-RNA-jaksoihin voidaan liittää muun muassa fluoresoiva merkkiaine, ja täten havaita

ne mikroskopian avulla. (Vaara ym. 2003, 55–56.)

Bakteerit ovat selviytyäkseen kehitelleet itselleen erilaisia virulenssitekijöitä eli

taudinaiheuttamiskykyjä, kuten tunnistus- ja tarttumiskyvyn isäntäsoluun. Näitä tekijöitä,

kuten myös erilaisia bakteereitakin, on hyvin paljon, mutta kaikilla on sama päämäärä: väistää

elimistön puolustusmekanismeja, tunkeutua kudoksiin ja aiheuttaa infektio. (Rhen, Kuusela &

Vaara 2003, 27–28.)

Bakteerien soluseinälle ominainen rakenne on peptidoglykaanikerros. Tämä rakenne toimii

bakteerilla hyvänä mekaanisena suojana, antaen solun seinälle jäykkyyden ja muodon. (Vaara

ym. 2003, 62) Bakteereiden vaihtelevan muodon ansiosta ne voidaan luokitella

pallobakteereihin eli kokkeihin, sauvamaisiin eli basilleihin, käyriin eli vibrioihin ja

kierteisiin bakteereihin eli spirilleihin. Ne voivat esiintyä yksittäin, pareittain, ryhminä tai

ketjuina. Bakteerit voidaan jaotella myös happitarpeen mukaisesti anaerobisiin ja aerobisiin

bakteereihin. Toiset bakteerit vaativat happea reaktioihinsa (aerobi), toiset eivät menesty

muuten kuin hapettomissa oloissa (anaerobi). Nämä bakteereiden kasvuolosuhteet otetaan

huomioon laboratoriodiagnostiikassa siten, että bakteereilla olisi mahdollisimman suotuisat

olotilat kasvaa. (Heikkilä 2005, 32 - 35; Karhumäki 2005, 23.)

Myös soluseinän kemiallisten koostumuserojen (KUVIO 2) perusteella voidaan bakteereita

erotella toisistaan. Nämä eroavaisuudet saadaan näkyviin helpoiten gramvärjäysmenetelmällä,

bakteereiden värjäytyessä sinivioleteiksi niitä kutsutaan grampositiivisiksi, jos bakteerit

värjäytyvät punaisiksi niitä kutsutaan gramnegatiivisiksi bakteereiksi. Tämä värjäytyvyysero

johtuu lähinnä grampositiivisten bakteerien soluseinän paksuudesta verrattuna

gramnegatiivisiin. (Karhumäki 2005, 22.)
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KUVIO 2. Grampositiivisen ja gramnegatiivisen soluseinän kemialliset eroavaisuudet

(Heikkilä 2005, 34)

Veriviljelystä saattaa löytyä bakteerin sijasta myös hiivasoluja, siksi niiden läsnäolo on

tutkimuksia tehtäessä hyvä pitää mielessä. Hiivasolut luokitellaan kuuluviksi sieniin, jotka

muodostuvat yksittäisistä pyöreistä, soikeista ja pitkänomaisista venyneistä soluista.

Silmukoituminen on hiivasoluille tyypillinen lisääntymismuoto, tällöin emosolusta kuroutuu

samanlainen tytärsolu joka voi jatkaa lisääntymissykliä kuromalla itsestään uuden tytärsolun.

Tällä tavalla hiivasolut muodostavat soluketjuja joka voidaan havaita myös niille tyypillisenä

solurihmana. (Heikkilä 2005, 74.)

Viljelyalustalta hiivat voidaan tunnistaa niille ominaisista kermanvaaleista pesäkkeistä. Hiivat

kasvavat hyvin veriviljelypulloissa sekä agarmaljoilla eikä niiden diagnostiikkaan välttämättä

tarvita erillisiä hiivoille tarkoitettuja kasvualustoja. Kliinisistä näytteistä hiiva voidaan

tunnistaa myös mikroskopian avulla natiivivalmisteista. (Anttila, Kokki & Richardson 2003,

298.)

3.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli eli paremmin E. coli lyhenteellä tunnettu bakteeri kuuluu

Enterobacteriaceae-heimoon, joka on gramnegatiivinen sauvabakteeri. E. coli kuuluu ihmisen

suoliston normaaliflooraan ja myös siksi on yleisin virtsatieinfektioiden aiheuttajabakteeri. Se

on suolistossa isännälleen hyödyllinen, koska se pystyy estämään muita patogeenisempiä

mikrobeita kolonisoimasta suolta. E. coli on erittäin tunnettu ja tutkittu bakteeri koska sitä on

helppo käsitellä, kasvattaa ja manipuloida. (Siitonen & Vaara 2003, 176–177.)

E. coli on yleinen ja kliinisesti tärkeä, fysiologialtaan ja solurakenteeltaan tarkkaan tunnettu

bakteeri. Niillä on monia virulenssitekijöitä, taudinaiheuttamiskykyjä, joiden avulla ne
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pystyvät kiinnittymään erilaisiin pintoihin ja kudoksiin aiheuttaen infektion. Vastustuskyvyn

heikentyminen tai vamma voi olla portteja E. colin taudinaiheuttamiselle. Muita E. colin

aiheuttamia infektioita saattavat virtsatieinfektioiden rinnalla olla esimerkiksi sepsis ja ripulit.

Laboratoriodiagnostiikassa hyödynnetään muun muassa E. coli:n kykyä fermentoida sokereita

(käymisreaktio). Kolibakteerit käyttävät yleensä laktoosia eli ovat laktoosipositiivisia. E. coli

on yleensä luonnostaan herkkä antibiooteille ja siksi myös suhteellisen helposti hoidettavissa.

(Siitonen & Vaara 2003, 177–178.)

3.1.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus eli S. aureus on tyypiltään grampositiivinen normaaliflooran

kokkibakteeri, joka on tavallisin ihmisen märkäbakteeri ja yleinen taudinaiheuttaja. S. aureus

kykenee aiheuttamaan infektion niin vastustuskyvyltään heikentyneelle kuin täysin terveelle

ihmiselle. Bakteeri kykenee leviämään ihmisestä toiseen esimerkiksi kosketus- tai

aerosolitartuntana ja se kestää myös helposti kuljetusta ja jopa kuivumista. (Vuopio-Varkila,

Kuusela & Kotilainen 2003, 98–99.)

Laboratoriodiagnostiikassa S. aureus erotetaan muista stafylokokkiryhmän mikrobeista

koagulaasi- tai DNAasi-reaktion avulla. Koagulaasitestillä selvitetään S. aureuksella kykyä

hyydyttää plasmaa ja DNAasitestillä bakteerin kykyä hajottaa DNA:ta. Väriltään S. aureuksen

pesäkkeet ovat yleensä keltaisia, mutta myös muut stafylokokkiryhmän bakteerit voidaan

havaita tällaisina. Mikroskooppisesti tarkasteltuna S. aureus esiintyvät yleisimmin neljän

ryhmissä tai rykelminä. Soluseinässä aurauksella on pääkomponentteina peptidoglykaani ja

teikohappo. Nämä rakenteet suojaavat bakteereita ja antavat niille paremman mahdollisuuden

tarttua kohdesoluihinsa. S. aureuksen aiheuttama sepsis kehittyy yleensä jonkin paikallisen

infektion seurauksena. Muita infektioita S. aureus aiheuttaa esimerkiksi iholla haavoissa, luu-

ja nivelinfektioita sekä endokardiittia. (Vuopio-Varkila ym. 2003, 98–99.)

3.2 Veriviljelynäytteenotto ja inkubointi

Sepsistä tai bakteremian aiheuttamaa yleisinfektiota epäiltäessä pyydetään yleensä otettavaksi

veriviljely. Tutkimus on potilaan hoidon kannalta tärkeimpiä ja kiireellisimpiä

bakteeriviljelymenetelmiä. (Carlson 2001, 8.) Veriviljelyllä pyritään etsimään näytteestä

mahdollisia bakteereita ja hiivoja kasvattamalla näytteitä suotuisissa olosuhteissa.
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Mikrobiologinen veriviljely otetaan laskimosta sille tarkoitettuihin pulloihin. Lapsia varten on

oma erillinen pullo. Veriviljely on rikasteviljely, jossa tutkittavan verta siirretään mikrobien

kasvatusliemeen. Veriviljelypulloja otetaan perinteisesti kaksi, toinen pulloista on aerobinen

eli ilmastoitu ja toinen hapeton anaerobinen. (Koskela 2001, 34.)

Veriviljelynäytteenotto olisi hyvä ajoittaa otettavaksi ennen mikrobilääkehoidon aloittamista

tai kuumeen ollessa koholla. Lääkehoito ei kuitenkaan ole este näytteen ottamiselle. Yleensä

näytteet otetaan 15–60 minuutin välein. Näytteenotossa tulisi noudattaa tarkkaa aseptiikkaa,

sillä yksikin esimerkiksi iholta veriviljelypulloon eksynyt bakteeri saattaa rikastua pullossa ja

vääristää tuloksia. Yleisin väärän positiivisen näytteen syy löytyykin näytteenotossa

tapahtuneesta kontaminaatiosta. (Heikkilä, Richardson & Ylönen 2005, 103.)

Veriviljelypulloja viljellään automaatissa 5-7 vuorokauden ajan. Jos näytteet eivät tämän ajan

sisällä ole osoittautuneet positiivisiksi, ilmoitetaan pullot negatiivisina. Inkubointilaitteen

menetelmä perustuu bakteerikasvun muuttujien mittaamiseen, kuten hiilidioksidipitoisuuden

(CO2) muutoksiin. Inkubointilaitteessa on jokaiselle pullolle yksilöllinen mittari, joka seuraa

niiden kasvutilannetta mittaamalla pullon pohjan CO2 –herkän indikaattorin värinmuutosta.

Tämä tapahtuu pullon pohjaan lähetetyn valon avulla, jonka takaisin heijastuneen valon määrä

on sitä suurempi mitä enemmän näytteessä on hiilidioksidia. Hiilidioksidipitoisuudesta

mitataan sen korkeaa lähtötasoa, kiihtyvää tai nopeaa tuottoa. (BioMérieux Suomi Oy 2005.)

Alustava vastaus veriviljelyistä saadaan gramvärjäyksen avulla sen jälkeen kun laite on

havainnut näytteen positiiviseksi. Riippuen bakteerin kasvunopeudesta, menee tähän aikaa

yleensä 1–5 työpäivään. Gramvärjäystuloksen perusteella näytteelle tehdään tarvittavat

jatkomääritykset, kuten tunnistus- ja lääkeherkkyysmääritykset. (Nissinen & Uksila 2005.)

3.3 Gramvärjäys

Gramvärjäysmenetelmän kehitteli yli sata vuotta sitten tanskalainen Hans Christian Gram.

Siitä lähtien gramvärjäys on säilyttänyt asemansa merkittävimpänä pikadiagnostisena

perusmenetelmänä mikrobiologiassa. Yksinkertaisuutensa, alhaisen kustannustensa sekä

informatiivisuutensa takia menetelmää hyödynnetään diagnostiikassa kohtalaisen paljon.

Gramvärjäyksen periaatteena on erottaa mikroskopian avulla näytteistä mikrobit niiden

ryhmän ja morfologian perusteella. Värjäysmenetelmä pystyy erottelemaan bakteerit niiden
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soluseinän rakenteen mukaan grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin. (Carlson & Koskela

2003, 20–22.)

Gramvärjäystä tehtäessä veriviljelypullosta tiputetaan pisara puhtaalle, rasvattomalle

objektilasille ja sivellään ohueksi kerrokseksi. Näytteen tulisi olla tasainen ja ohut jotta värit

pääsisivät solujen sisälle sekä värinpoisto olisi optimaalinen tehdä. Ennen näytteen

värjäämistä lasit ilmakuivataan ja näyte kiinnitetään lämpölevyllä lasiin. Lasi värjätään

gramvärjäysohjeen mukaisesti. (Katila 2004, 348.)

Gramvärjäyksessä primaarivärinä käytetty emäksinen kristallivioletti värjää lähes kaikki

kliinisesti tärkeät bakteerit. Poikkeuksena ovat kuitenkin mykoplasmat ja klamydiat, joihin

gramvärjäysmenetelmää ei käytetä. Värin tarkoituksena on tuottaa bakteereille niiden

tumman- tai punertavansininen sävy. (KUVIO 3) Värjäyksen toisessa vaiheessa väri

kiinnitetään jodi-kaliumjodiliuoksella, joka sitoo kemiallisesti kristallivioletin värin bakteerin

solun seinään. Tämän jälkeen näyte käsitellään värinpoistoliuoksella (aseton-alkoholiseos),

jonka tarkoituksena on huuhdella gramnegatiivisista bakteereista violetti väri pois. Värin olisi

kuitenkin tarkoitus säilyä grampositiivisissa bakteereissa. Lopuksi vastavärjätään vielä

gramnegatiiviset bakteerit punaisella safraniinilla. Vastavärjäyksen tarkoituksena on parantaa

bakteerien erotuskykyä. (Katila 2004, 348 - 349.)

Värien säilyminen mikrobeissa riippuu niiden soluseinämän rakenteesta. Gramnegatiivisten

bakteerien soluseinä on helpommin läpäisykykyinen kuin grampositiivisten bakteerien. Tämä

johtunee lähinnä soluseinän runsaamman lipidikoostumuksen ansiosta. Rakenne helpottaa

poistamaan väriä bakteereista värinpoistovaiheessa. Grampositiivisilla bakteereilla on

soluseinässään paksumpi peptidoglykaanikerros, jonka ansiosta bakteeri säilyttää värjäyksessä

sinisen primaarivärin, eivätkä huuhtoudu pois värinpoistovaiheessa tai muuta lopputulosta

vastavärillä käsiteltäessä. (Katila 2004, 348 - 349.)
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KUVIO 3. Gramvärjäyksen vaiheet (mukaellen: Katila 2004, 349.)

Gramvärjäykset tutkitaan mikroskopian avulla. Näytteistä todetut bakteerit ja niiden

morfologia antavat viitteellistä informaatiota taudinaiheuttajasta. Samalla voidaan arvioida

myös näytteen laadukkuutta. Sivelyn epätasaisuus, värjäyslasin ylikuumeneminen

kiinnitysvaiheessa tai väärä värinpoistokäsittely voivat heikentää tai vääristää värjäystuloksia.

Gramvärjäysnäytteitä tulkittaessa olisikin yhdistettävä mikrobien värjäytyminen sekä

morfologia, sillä esimerkiksi antibiootit saattavat muuttaa mikrobien soluseinämää ja samalla

muuttaa niiden värjäytyvyyttä. Grampositiiviset bakteerit nähdään mikroskoopissa sinisinä,

kun taas gramnegatiiviset punertavina. Bakteerit nähdään yleensä niille luonteenomaisella

tavalla, ryhminä, pareina tai vaikka ketjuina. Gramvärjäys on pikadiagnostinen menetelmä

jonka tulosten perusteella valitaan seaFAST – tutkimuksessa bakteereille käytettävät kitit

(Muranen 2005). Gramvärjätyn näytteen lukeminen vaatii siis harjaantunutta ja kokenutta

silmää (Katila 2004, 346 - 347).

3.4 Bakteeriviljely

Bakteereiden viljely on tärkeä diagnostinen menetelmä, jossa mikrobeita siirrostetaan

kasvamaan niille suotuisiin oloihin. Menetelmä on käytetty, koska se mahdollistaa myös

osaltaan monipuoliset jatkotutkimukset, kuten antibioottiherkkyysmääritykset bakteereille.

Viljelynäytteiden onnistuneen ja luotettavan tuloksen edellytyksenä on, että näytteissä on

saatu säilytetyksi mahdolliset infektiokykyiset bakteerit. Näytteenotto, säilytys ja kuljetus

luovat siis osaltaan suuren merkityksen tulosten onnistumiselle. (Heikkilä 2005, 95.)

Bakteerien viljely tehdään yleensä kiinteälle, mikrobien ravintoaineita ja agaria sisältävälle

maljalle. Kasvualustana saatetaan käyttää myös nestemäisiä elatusaineita, hyvän esimerkin
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tästä tarjoaa veriviljelynäytteiden kasvatus inkubaatiolaitteessa. Mikrobien lajitunnistus ja

lääkeherkkyysmääritysten tekeminen mahdollistuvat yleensä 1–2 vuorokauden kuluttua

inkubaation jälkeen silmin nähtävistä pesäkkeistä. Vastaukset näistä jatkotutkimuksista

saadaan yleensä 2–5 vuorokauden kuluessa. (Katila 2004, 351.) Veriviljelyssä

jatkomääritykset tehdään aerobipullosta veri- ja suklaamaljalle, anaerobipullosta näiden

lisäksi vielä FAA-maljalle, tarpeen mukaan käytetään myös muita elatusaineita. (Nissinen &

Uksila 2005.)

Viljely tulisi suorittaa hajotustekniikalla siten, että kasvualustalle saataisiin erotelluksi

mikrobin erillispesäkkeitä. Tekniikassa ensin alkuperäisestä näytteestä levitetään sauvalla

bakteerimassaa vain pienelle osalle elatusainemaljaa, ja edelleen aina asteittain koko maljan

pinnalle. Viimeisellä hajotusalueella on näin vain enää jäljellä murto-osa näytteen

alkuperäisestä bakteerimäärästä. (Carlson 2003, 23.)

Inkubointi maljoille tapahtuu yleensä 35–37 ºC:ssa. Kasvulämpötila ei mielellään saisi ylittää

37 ºC:ta, eikä myöskään laskea alle 30 ºC:een, sillä optimaalisen lämpötilan muuttumisen on

todettu hidastavan mikrobien kasvua. Ilmana käytetään joko tavallista tai CO2-rikastettua

happea, riippuen bakteerin tarvitsemista olosuhteista. (Katila 2004, 353.) Kliinisesti

patogeeniset bakteerit kasvavat parhaiten neutraalissa ja happamissa oloissa.

Mikrobiologisissa tutkimuksissa bakteereiden happivaatimukset otetaan huomioon siten, että

mikrobit kasvaisivat riittävän hyvin ja tulokset valmistuisivat mahdollisimman nopeasti.

(Heikkilä 2005, 35.)
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4 FLUORESENSSI IN SITU HYBRIDISAATIO

4.1 Hybridisaatio

Nukleiinihappo on yksi- tai kaksijuosteinen DNA tai RNA. Nukleiinihappojen hybridisaatio

tarkoittaa toisilleen komplementaaristen yksijuosteisten nukleiinihappojen liittymistä toisiinsa

emäspariutumissääntöä noudattaen. Hybridi voi syntyä DNA-DNA, DNA-RNA tai RNA-

RNA -molekyylien välille. Kun toinen hybridisaatioon osallistuvista nukleiinihapoista on

leimattu esimerkiksi fluoresoivaa valoa synnyttävällä leimalla, voidaan hybridi havaita

fluoresenssimikroskopialla. Leimattua nukleiinihapponauhaa kutsutaan koettimeksi.

Leimaukseen voidaan käyttää myös muita menetelmiä. Koetin voidaan valmistaa

synteettisesti. Se voi olla kohteelle sopiva vastinnauha geenistä tai cDNA:ta. (Ollikka &

Suominen 2004, 114 - 117.)

Hybridisaatioon vaikuttavat vallitsevat olosuhteet, kuten lämpötila, hybridisaatiopuskurin

suolapitoisuus, sekä koettimen ja tutkittavan alueen pituus. Myös koettimen ja kohteen

sytosiini- ja guaniinipitoisuudet vaikuttavat hybridisaation muodostumiseen, koska C- ja G-

emästen välille syntyy kestävämpi sidos kuin A- ja T- emästen välille. Reaktiolämpötilan

alentamiseen hybridisaatiossa voidaan käyttää formamidia. Hybridisaation jälkeisten pesujen

lämpötilaa ja ionivahvuutta muuttamalla voidaan vaikuttaa lopputulokseen. Hybridisaatio-olot

pyritään valitsemaan niin, että koetin sitoutuisi mahdollisimman spesifisesti ja tehokkaasti

kohde nukleiinihappoon. Olosuhteita täytyy soveltaa menetelmäkohtaisesti ja yleensä oikeat

olosuhteet menetelmälle löytyvät vain kokeilemalla. (Ollikka & Suominen 2004, 114 - 117.)

Nukleiinihapot sijaitsevat täsmällisissä paikoissa soluissa ja kudoksissa. Suuri määrä

potentiaalista tietoa häviää, kun nämä molekyylit erotetaan solusta. Tästä syystä on kehitetty

tekniikoita, joissa nukleiinihappokoettimia käytetään kohdistumaan spesifisiin

nukleiinihapposekvensseihin, kun ne ovat vielä paikallaan solussa. Tämä menetelmä on

nimeltään in situ hybridisaatio. ( Alberts, Bray, Johnson, Lewis, Raff; Roberts & Walter 1997,

323 - 324.) In situ hybridisaatiomenetelmässä DNA:ta tai RNA:ta ei eristetä näytteestä, ja

siirretä esimerkiksi kalvolle elektroforeesin avulla, kuten Southern- ja Northern-

hybridisaatiossa, vaan koetin hybridisoidaan suoraan kohdepreparaattiin. Fluoresenssi in situ

hybridisaatio -menetelmää käytetään eniten molekyylisytogenetiikan tutkimuksissa, muun

muassa kromosomianalytiikassa ja syöpädiagnostiikassa. Kun FISH -menetelmää käytetään
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eri eliöille ja kudoksille, tai käytetään erilaisia koettimia ja koettimien leimoja, täytyy

menetelmää aina soveltaa, jotta se toimisi. (Kononen & Pelto-Huikko 1998, 176.)

4.2 Koettimet

Koettimen spesifisyys kohdenukleiinihapolle on avainasemassa hybridisaation onnistumiselle.

Huomioitavaa koettimen valinnassa on myös se, että muodostuva hybridi on kestävä ja koetin

(KUVIO 4) pääsee helposti solun sisään. Lyhyet koettimet tunkeutuvat soluun paremmin kuin

pitkät, mutta niiden spesifisyys ei ole yhtä hyvä. (Kononen & Pelto-Huikko 1998, 178 - 179.)

Oligonukleotidikoettimien käyttö hybridisaatiomenetelmissä on suosittua niiden helpon

saatavuuden vuoksi. Koettimia voi tilata niitä valmistavilta yrityksiltä tai yliopistojen

biotekniikan laitoksilta. Oligonukleotidikoettimien valmistukseen ei tarvita alkuperäistä

DNA:ta tai RNA:ta eikä niiden kopioita, vaan tieto niiden rakenteesta riittää. Internetissä on

useita vapaasti käytettäviä ohjelmia, joista saa tiedon haluamastaan nukleotidisekvenssistä.

(Kononen & Pelto-Huikko 1998, 178 - 179.) Oligonukleotidikoetin on lyhyt, yleensä

yksijuosteinen, synteettinen DNA-molekyyli, joka koostuu maksimissaan noin 150

nukleotidista. Oligonukleotideista käytetään myös nimityksiä oligo, aluke, koetin, primeri tai

probe. (Oligomer 2005.)

                                  A G C C G T A G T
*leima

                           KUVIO 4.  Koettimen perusrakenne

4.3 Fluoresenssimikroskopia

Fluoresenssimikroskopian avulla voidaan muodostuneet hybridit havaita FISH-menetelmässä.

Fluoresenssi syntyy kun molekyylit absorboivat valoa(1) (KUVIO 5) ja niiden elektronit

siirtyvät virittyneeseen tilaan ylemmälle kuorelle(2).  Kun elektronit palaavat omalle

elektronikuorelleen viritystila purkautuu ja aine emittoi valoa. Tätä ilmiötä kutsutaan

fluoresenssiksi (3). (Eskelinen & Vääräniemi 1998, 166.)
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                           KUVIO 5. Fluoresenssin synty.  (Nobelprize)

Fluoresenssimikroskopiassa pyritään havaitsemaan proteiineihin kiinnitetty valoa absorboiva

ja emittoiva molekyyli. Viritinvaloaallonpituuden ja emittoituvan valon aallonpituuden tulee

olla selvästi erillään toisistaan, jotta ne voidaan mikroskoopin peilien ja suodattimien avulla

erottaa toisistaan (KUVIO 6). (Eskelinen & Vääräniemi 1998, 166.)

                      KUVIO 6. Fluoresenssimikroskooppi  (Nobelprize)

Näytteen emittoidessa lähetettävä valomäärä on hyvin pieni, mikä tekee

fluoresenssimikroskopiasta tavallista valomikroskopiaa haastavampaa.

Fluoresenssimikroskopiassa huomioitavaa on myös valovalkaistuminen, jolloin mikroskoopin

lamppu polttaa nopeasti fluoresenssin loppuun. Solubiologiassa käytettäviä merkkiaineita

kutsutaan fluoroforeiksi. Ne voidaan jaotella joko käyttötarkoituksensa tai emittoimansa

aallonpituuden mukaan. (Eskelinen & Vääräniemi 1998, 166.)
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5 PIKADIAGNOSTISEN TESTIN KÄYTTÖ MIKROBIEN TUNNISTUKSESSA

5.1 seaFAST® Sepsis -kitin periaate

Useat kokeet ovat todistaneet että molekyylibiologiset menetelmät, kuten PCR ja

hybridisaatio ovat arvokkaita menetelmiä mikrobien DNA:n ja RNA:n täsmennyksessä ja

tunnistuksessa. PCR-tekniikka on kuitenkin aikaavievää ja kallista. In situ hybridisaatio

rRNA:han kohdistuvilla fluoresoivalla merkkiaineella merkatuilla oligonukleotideilla on

todettu olevan käytännöllinen ja nopea menetelmä patogeenien havaitsemiseen ja

tunnistukseen. (Kempf, Trebesius & Autenrieth 2000, 830 - 838.)

In situ hybridisaatiossa erittäin spesifiset komplementaariset nukleiinihapot sitoutuvat

tunnistamiinsa infektoiviin mikrobeihin. DNA-koettimet kohdistuvat spesifisiin rRNA-

jaksoihin ja mikäli fluoresenssi tapahtuu, voidaan patogeeni tunnistaa. rRNA -molekyylien

runsas määrä bakteerisoluissa on avain tämän menetelmän herkkyyteen.

Fluoresenssimikroskopiaa käyttämällä voidaan havaita merkattujen koettimien kiinnittyminen

rRNA -kohteeseen. (Kempf ym. 2000, 830 - 838.)

Ribosomit ovat solun proteiinin valmistajia ja niitä on sekä eukaryootti- että

prokaryoottisoluissa. Ribosomi koostuu suuresta ja pienestä alayksiköstä, jotka koostuvat

erilaisista proteiineista ja ribosomaalisesta RNA:sta. (Suominen & Ollikka 2004, 34 - 35.)

Ribosomit sijaitsevat solun sytoplasmassa yksin tai pieninä ryhminä (Ouka 2005). Bakteerien

rRNA koostuu kolmesta molekyylistä: 5S- 16S- ja 23 S-rRNA. Molekyylit on nimetty

ultrasentrifugoinnin perusteella koon mukaan. Nopeasti kasvavat bakteerit sisältävät yli

50.000 ribosomia. (seaPRO Theranostics, 2005.)

5.2 Koettimien valinta

seaFAST® Sepsis -kitin koettimet ovat tandem koettimia eli yhdessä koetinpullossa on kahden

eri bakteerin koettimet. Oligonukleotidikoettimet ovat synteettisiä ja 5` päästä leimattuja, joko

fluorokromi Cy3:lla, joka antaa punaisen signaalin tai fluoresiini-isotiosyanaatilla (FITC),

joka vastaavasti antaa vihreän signaalin. Gramvärjäyksen perusteella on mahdollista valita

koettimet jokaista eri näytettä varten. Koettimet sitoutuvat spesifisesti tunnistamansa
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patogeenin rRNA:ahan. Näin ollen bakteerit pystytään erottamaan toisistaan

fluoresenssimikroskoopilla fluoresoivan värin avulla. (Kempf ym. 1999, 830 - 838.)

Jos esimerkiksi valomikroskoopilla havaitaan gramvärjäyksessä hiivasoluja, niiden laji

pystytään selvittämään käyttämällä koettimia 10,17 ja 8, jotka ovat kitin hiiva-koettimia.

Koetinseoksessa 10 on vihreällä leimalla leimattu koetin Candida kruseille ja punainen leima

Candida albicansille. Jos kenttä, johon on lisätty tutkittavaa näytettä sekä koetin seos 10:tä,

fluoresoi hybridisaation jälkeen punaisena, on kyseessä hiiva Candida albicans.  (Muranen

2005.)

5.3 Näytteiden esikäsittely ja hybridisaatio

seaFAST® -menetelmässä käytetään vaihtoehtoisina näytemateriaaleina veriviljelmiä,

viljelmiä elatusmaljalta, ysköksiä, muita ruumiin nesteitä tai tikkunäytteitä. (LIITE 2)

Näytteet laimennetaan sopiviksi suspensioiksi tai levitetään suoraan objektilasille

materiaalista riippuen. Grampositiiviset ja gramnegatiiviset näytteet laitetaan omille

laseilleen, koska näytteitä käsitellään eri tavalla. Näytteet kuivataan lasiin lämpölevyllä tai

lämpökaapissa maksimissaan 55 oC:n lämmössä. Tämän jälkeen näytteet fiksoidaan lasille

mikroaaltouunissa. Näytteelle sopivat koettimet valitaan gramvärjäystuloksen perusteella.

Koska grampositiivisten bakteerien soluseinä on paksumpi kuin gramnegatiivisten, ne

tarvitsevat ylimääräisen käsittelyn perforaatiokemikaalilla, jotta koettimet pääsisivät

hybridisaatiossa solun sisälle. Näiden käsittelyjen jälkeen näytteet upotetaan etanoliin ja

objektilasit kuivataan lämpölevyllä. ( Kempf ym. 1999, 830 - 838; Muranen 2005.)

Kun edellä mainitut vaiheet on suoritettu, voidaan lasilla olevien näytteiden päälle lisätä

valitut koettimet. Tämän jälkeen näytteet hybridisoidaan 46 oC:ssa. (Kempf ym.1999, 830-

838; Muranen 2005.) Hybridisaation jälkeen on tärkeää suorittaa pesuvaiheet, joilla poistetaan

kiinnittymättömät koettimet näytelasilta. Jos pesuvaihe jää liian lyhyeksi tai se suoritetaan

liian matalassa lämpötilassa, on vaarana että myös näytekenttien tausta fluoresoi eikä

bakteereita voida näin ollen erottaa. Jos pesulämpötila on liian korkea ja pesuvaihe liian pitkä

saattaa fluoresenssi heikentyä tai hävitä kokonaan.  Pesun jälkeen näytelasit ilmakuivataan

nopeasti lämpölevyllä tai puhaltamalla niille lämmintä ilmaa. Kuivausvaihe on suoritettava

täydellisesti ja nopeasti jottei fluoresenssi sammu.  Kuivauksen jälkeen laseille lisätään

Citifluor päällystysainetta 5 µl:a jokaista näytekenttää kohti. (Muranen 2005.)

Päällystysaineet ehkäisevät näytteiden valovalkaistumista ja kiinnittävät peitinlasin
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objektilasiin (Eskelinen & Vääräniemi 1998, 173). Tämän jälkeen objektilasille asetetaan

nopeasti peitinlasi ja tulokset voidaan lukea fluoresenssimikroskoopilla (Peters, Savelkoul,

Simoons-Smit, Danner, Vandenbroucke-Grauls & Agtmael 2005).

5.4 Tulosten tulkinta

Näytteet analysoidaan fluoresenssimikroskoopilla sopivia aallonpituuksia (TAULUKKO 2) ja

suodattimia käyttämällä. Näytteet on hyvä lukea mahdollisimman nopeasti valolta suojattuna

ja suuria lämpötilavaihteluja välttäen. Näin toimien laseja on mahdollista säilyttää ja lukea

myöhemminkin montteerauksen jälkeen.

                                           TAULUKKO 2. Fluoresenssi aallonpituudet

            Leima Absorptio (nm)  Emissio(nm)

            FITC             494           518

             Cy3             552           570

Mikroskopoinnissa käytetään immersioöljyä ja100-kertaista suurennosta. Onnistuneen

hybridisaation jälkeen voidaan rRNA:han kiinnittyneet koettimet havaita kirkkaana

fluoresoivana valona. Koska etukäteen on tiedossa mitä koetin seosta näytekentälle on

hybridisoitu ja minkä värisenä sen tulisi fluoresoida, voidaan positiivisen fluoresenssin

perusteella mikrobi identifioida. Fluoresenssin tulee näkyä voimakkaana, jotta tulos tulkitaan

positiiviseksi. Vastaavasti heikko fluoresenssi tulkitaan negatiiviseksi tulokseksi. (Muranen

2005.)
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6 AIEMMAT TUTKIMUKSET

Suomessa on aiheeseen liittyviä tutkimuksia tehty vähän, mutta maailmalla enemmän.

Suomessa seaPRO: n hiivakitillä ja demokitillä on tehty testauksia Helsingissä, mutta tulokset

eivät ole olleet toivottuja. Oulussa KTL:ssä Leena Erkkilä on aloitellut alkuvuodesta 2006

seaPRO:n koettimilla: Chlamydia spp. (cF0312), Haemophilus influenzae (cF0325),

Pneumokokki (cF0335), Streptococcus pneumoniae (cF0342) ja Eubacteria (cF0322). Näistä

ainakin hemofilus-koetin ja eubakteerikontrolli ovat toimineet hyvin. (Muranen 2006.)

Kansainvälisiä tutkimuksia aiheeseen liittyen on tehty runsaammin. Journal of Clinical

Microbiology on julkaissut muun muassa seuraavat alan tutkimukset. Vuonna 1999

tutkimusryhmä Kempf, Trebesius & Autenrieth tekivät tutkimuksen, jossa demonstroitiin, että

FISH on nopea ja luotettava menetelmä bakteerien identifiointiin veriviljelmästä.

Tutkimusmateriaalina käytettiin 115 positiivista veriviljelmää, jotka tutkittiin sekä

perinteisillä menetelmillä että fluoresenssi in situ hybridisaatiolla. Tuloksena oli että 111

näytettä 115:sta pystyttiin tunnistamaan FISH:n avulla. E.colille ei tutkimusajankohtana ollut

vielä pystytty suunnittelemaan spesifistä koetinta, joten sitä ei ollut mukana tutkittavissa

näytteissä. Työssä käytettiin kontrollina eubakteeri koetinta ja ”yleis”-hiiva-koetinta joilla

saatiin todennettua mikroorganismit eri näytteissä. Kontrollit osoittivat mikrobit kaikissa 115

näytteessä. (Kempf ym. 1999, 830 - 838.)

Vuonna 2005 on tehty tutkimus, jonka aiheena on mikrobien nopeampi identifiointi

positiivisissa veriviljelmissä fluoresenssi in situ hybridisaation avulla. Työssä käytettiin

seaPRO:n sepsis kittiä. Tutkimuksen aineistona oli 200 positiivista veriviljelmää.

Hybridisaatioon käytettiin 48 ºC:n vesihaudetta 90 minuutin ajan. Menetelmän herkkyys

lajispesifisillä koettimilla oli 97 prosenttia ja spesifisyys 95 prosenttia. Tutkimuksen tulosten

perusteella menetelmä on toimiva. Lisäksi tutkimus todisti, että FISH:lla tulokset saadaan

huomattavasti nopeammin kuin viljelemällä. Hiivojen kohdalla identifiointi on mahdollista

saada jopa 42 tuntia nopeammin kuin perinteisillä menetelmillä. (Peters, Savelkoul, Simoons-

Smit, Danner, Vandenbroucke-Grauls & Agtmael 2006.)

Morris, Reasonover, Bruce, Bruden, McMahon, Sacco, Berg ja Parkinson ovat tutkimuksessa

todistaneet, että SeaPro:n valmistama Helicobacter pylori Combi-Kit on toimiva FISH-

menetelmä sekä Helicobacter pylorin osoittamiseen kudosleikkeestä, että claritromysiini
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resistenssin toteamiseen (Morris, Reasonover, Bruce, McMahon, Sacco, Berg & Parkinson

2005).

Poppert, Essig, Stoehr, Steingruber, Wirths, Juretschko, Reischl & Wellinghausen 2005 ovat

tutkineet bakteerimeningiitin diagnosoimista PCR-menetelmän ja fluoresenssi in situ

hybridisaation avulla. Tutkimuksessa kaikki viljelypositiiviset näytteet eivät fluoresoineet,

minkä tutkimuksessa arveltiin johtuvan bakteerien alhaisesta metaboliasta ja siitä johtuvasta

vähäisestä ribosomien määrästä. Tutkimuksen mukaan FISH olisi sopiva menetelmä

bakteerimeningiitin diagnosointiin jos rinnalla käytetään PCR:a. Vastaavasti FISH ei ole

sopiva menetelmä näytteille, joissa bakteereja on vähän. (Poppert, Essig, Stoehr, Steingruber,

Wirths, Juretschko, Reischl & Wellinghausen 2005.)
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7 TUTKIMUKSEN TARKOITUS JA TUTKIMUSTEHTÄVÄT

Tämän opinnäytetyön tarkoituksena on kokeilla pikadiagnostisen seaFAST® –menetelmän

toimivuutta positiivisten veriviljelynäytteiden analysoimisessa. Menetelmän etuna on

gramvärjäyksestä saatavan alustavan vastauksen tarkentaminen mikrobin lajitasolle saakka.

Opinnäytetyömme tarkoituksena on saada lisäselvitystä pikadiagnostisen seaFAST® –

menetelmän toimivuuteen ja sen luotettavuuteen.

Tavoitteena opinnäytetyöllemme on selvittää, pystytäänkö pikadiagnostisella seaFAST® –

menetelmällä saamaan gramvärjäystulosta spesifisempi tulos. Opinnäytetyömme hyödyttää

Keski-Suomen keskussairaalaan mikrobiologian laboratoriota. Laboratorio voi saamiemme

tulosten perusteella kehittää positiivisten veriviljelynäytteiden diagnostiikkaa. Parhaimmassa

tapauksessa potilaan hoito nopeutuu, jos menetelmä toimii ja se saadaan rutiinikäyttöön.
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8 TUTKIMUSMENETELMÄ

”Yleisesti todetaan, että kvalitatiivisessa tutkimuksessa on pyrkimyksenä pikemmin löytää tai

paljastaa tosiasioita kuin todentaa jo olemassa olevia väittämiä” (Hirsjärvi ym. 1997, 165.)

Opinnäytteemme on kokeellinen tutkimus, josta saadut tulokset analysoimme kvalitatiivista

tutkimusmenetelmää käyttäen. Kokeellisen tutkimuksen tyypillinen piirre on, että tiettyä

näytettä analysoidaan erilaisten koejärjestelyjen valossa harkitusti ja systemaattisesti

olosuhteita muunnellen. Samalla suunnitellaan, miten saataisiin muutos aikaan yhdessä tai

useammassa muuttujassa. (Hirsjärvi, Remes & Sajavaara 1997, 130.)

Olemme olleet mukana mikrobiologian laboratorion kokeilussa, jonka tarkoituksena on ollut

testata pikadiagnostisen seaFAST® –menetelmän toimivuutta ja luotettavuutta mahdolliseen

positiivisten veriviljelynäytteiden analysoimiseen. Aineistona seaFAST®  –menetelmän

toimivuuden testaamisessa käytämme positiivisia viljelmiä. Tavoitteenamme kokeilussa on

analysoida eri koejärjestelyin saatuja tuloksia. Niiden avulla kokeellisen tutkimuksen tavoin

pystymme mahdollisesti kehittämään mikrobiologian laboratorion käytäntöä

veriviljelydiagnostiikassa.

Kvalitatiivisessa eli laadullisessa tutkimuksessa tapahtumat vaikuttavat toinen toisiinsa.

Tutkimuksen luonne mahdollistaa monensuuntaisten suhteiden löytymistä. Tämän vuoksi

tutkimuskohdetta pyritään tutkimaan mahdollisimman kokonaisvaltaisesti. Kvalitatiivisessa

tutkimuksessa tutkimussuunnitelma muotoutuu tutkimuksen edetessä. Tutkija ei voi sanoutua

irti arvolähtökohdista, sillä arvot muovaavat sitä, miten ymmärrämme tutkimiamme ilmiöitä.

(Hirsjärvi ym. 1997, 161–165.) Kvalitatiivisessa tutkimuksessa tutkija voi kerätä aineistoa

päättämättä etukäteen, miten montaa tapausta hän tutkii. Aineisto on riittävä, kun samat asiat

alkavat kertautua, eli tapahtuu saturaatio. (Hirsjärvi ym. 1997, 181.)

Päädyimme käyttämään kvalitatiivista analysointimenetelmää saatujen tulosten

analysoimisessa, koska tutkimusotteemme saatuihin tuloksiin on kokonaisvaltainen.

Tutkimusaineistoa keräämme päättämättä etukäteen, kuinka monta viljelmää seaFAST® –

menetelmällä analysoimme. Aineistomme on riittävä, kun saturaatio tapahtuu.
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9 YHTEISTYÖKUMPPANIT

Saimme aiheen Keski-Suomen keskussairaalan mikrobiologian laboratoriosta tammikuussa

2005. Laboratoriossa tutkitaan Keski-Suomen alueen mikrobiologisia näytteitä. Työelämän

toimeksiantajiamme olivat ylilääkäri Jaakko Uksila ja sairaalamikrobiologi Antti Nissinen.

Aiheena oli pikadiagnostisen menetelmän testaus positiivisten veriviljelynäytteiden

analysoinnin nopeuttamiseksi. Alkuperäisenä tavoitteenamme oli testata ainakin yhden, mutta

mahdollisesti kahden pikadiagnostisen testin toimivuutta. Testauksella pyrimme osoittamaan,

että fluoresenssihybridisaatiomikroskopiaan perustuvalla pikatyypityksellä saadaan lähes yhtä

nopeasti kuin gramvärjäyksellä selville sitä spesifisempi tulos taudinaiheuttajasta.

Toisena yhteystyökumppaninamme toimi Labema Oy, josta hankittiin tutkimuksessa

tarvitsemamme testin. Labema Oy on suomalainen yritys, joka maahantuo, markkinoi ja

toimittaa testejä, reagensseja, laitteita ja tarvikkeita mikrobiologian, molekyylibiologian ja

kliinisen kemian laboratorioille. Yhteyshenkilönämme toimi tuotepäällikkö, mikrobiologi

Petri Muranen. (Labema)
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10 TUTKIMUKSEN TOTEUTTAMINEN

Kävimme yhdessä yhdyshenkilöiden Antti Nissisen ja Jaakko Uksilan kanssa keskustelua

opinnäytetyömme aiheesta, sen rajaamisesta ja erilaisista käytännön järjestelyistä. Sovimme,

että suoritamme aineistonkeruun laboratorion aukioloaikana, valitun käytännön avulla

pystyisimme tarvittaessa kysymään neuvoa laboratorion henkilökunnalta, ja keskustelemaan

jatkotoimenpiteistä sekä tulosten tulkinnasta mikrobiologi Antti Nissisen kanssa. Näin

menettelemällä tavoite oli lisätä näytteiden tulosten tulkinnan luotettavuutta.

Suunnittelupalavereissa mietimme myös näytemateriaalien käyttöä, mielestämme oli

perusteltua käyttää sekä keinotekoisia eli kontrollinäytteitä että oikeita potilasnäytteitä.

Kontrollinäytteiden avulla pystyttäisiin tarkistamaan tulosten oikeellisuus bakteerikantojen

tunnettavuuden avulla. Laboratoriossa tehtyjen potilasnäytteiden tuloksia voimme verrata

tutkimuksesta saamiimme tuloksiin.

Työhömme valitsimme kiteistä sellaiset, jotka kattaisivat yleisimmät ja tärkeimmät bakteerit.

Ennen varsinaisen työn aloittamista tutustuimme kirjallisuuden avulla menetelmän teoriaan,

suomensimme Labemalta saamiamme ohjeita tutkimuksen suorittamisesta ja perehdyimme

testin käyttöön. Saamiemme menetelmäohjeiden perusteella suoritimme työn kokeellisen

osuuden. Sovimme myös laboratoriohenkilökunnan kanssa että he jättäisivät meille maljoja,

joita oli mahdollista kokeellista osuutta tehdessä hyödyntää.

Alustavasti suunnittelimme myös opinnäytetyömme kokeellisen osuuden suorittamiselle

työvuorot. Koska tilat mikrobiologialla olivat rajoitetut, oli mielekästä että kokeellista osuutta

suorittaa laboratoriossa kerrallaan kaksi opiskelijaa. Näin pystyimme organisoimaan

resursseja, ja yksi opiskelija pystyi hankkimaan opinnäytetyöhömme aineistoa sekä

suunnittelemaan toimintaa.

Kokeellisen työn osiossa menetelmä ei toiminut odotetulla tavalla, fluoresointia ei tapahtunut.

Tämän seurauksena kävimme läpi mahdollisia muuttujia ja niiden vaikutteita tuloksiin.

Monista virhelähteiden mahdollisuuksista testasimme tärkeimmät ja tutkittavissa olevat.

Testasimme eri vahvuisten laimennosten avulla bakteereiden läsnäolon näytteistä,

lämpömittarin toiminnan osoitimme kontrolloimalla sen, vesihaudekokeilulla halusimme
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varmentaa mikron toimintaa. Tulosten muuttumattomuus virhelähteiden minimoimisesta

huolimatta johti automaattisesti testin päätäntään. (KUVIO 7)

                                     KUVIO 7. Opinnäytetyön etenemiskaavio.

10.1 Reagenssien valmistus

Menetelmän esitestauksen suorittamiseksi meidän oli valmisteltava seaFAST® Sepsis -kittiin

sisältyvät reagenssit. Tutkimuksen suorittamiseen valmistettavia reagensseja olivat kostea

hybridisaatiokammio,  perforaatiokemikaali (Component G), lyofilisoidut koettimet (DNA

Probe Mix, Component A) ja  pesupuskuri (Wash Buffer, Component D). Kostea

hybridisaatiokammio valmistettiin laittamalla käsipyyhepaperista leikattu suikale

hybridisaatiokammioon ja kostuttamalla se 2 ml:lla käyttövalmista hybridisaatiopuskuria

(Hybridisation Buffer, Component C). Kostuttamisen jälkeen kammio suljettiin huolellisesti

odottamaan sen käyttöä hybridisaation suorittamisessa. Kostea kammio tuli valmistaa

jokaiselle kitin käyttökerralle uudestaan. (Muranen 2005.)

Perforaatiokemikaalin (Component G) valmistimme lisäämällä siihen 1,1 ml steriiliä vettä.

Käyttövalmis laimennos säilyy jääkaapissa +2-8 °C:ssa. Perforaatiokemikaalia lisätään 10 µl

Aiheen valinta

Testin kokeilu

Suunnitelma

Ei fluoresointia

Lämpömittarin testaus Eri vahvuiset laimennokset

Vesihaudekokeilu

Ei fluoresointia

Testin päätäntä
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vain grampositiivisten näytteiden päälle ennen hybridisaatiovaihetta ja koettimien lisäystä.

(Muranen 2005.) Perforaatiokemikaalin sisältämät lysosyymit vaikuttavat grampositiivisten

mikrobien läpäisevyyteen. Käsittelyn jälkeen koettimet pääsevät helpommin mikrobien

sisälle. Ylimääräinen perforaatiokemikaalin lisäys tehdään vain grampositiivisille mikrobeille,

koska niiden soluseinä on gramnegatiivisia bakteereja ja hiivoja paksumpi. (Danner ym. 2006,

120.)

Käyttövalmiita lyofilisoituja koettimia käytetään hybridisaation suorittamiseen lisäämällä

niitä näytteiden päälle objektilasin näytekenttiin. Tämän jälkeen objektilasi suljetaan kosteaan

hybridisaatiokammioon. Koettimet olivat kylmäkuivattuja ennen valmistusta, joten aluksi

sentrifugoimme niitä muutaman sekunnin ajan, jotta ne saataisiin putkien pohjille.

Sentrifugoinnin jälkeen re-hydroimme koettimet lisäämällä putkiin 27 µl DNA-puskuria

(DNA Buffer, Component B) ja 243 µl huoneenlämpöistä hybridisaatiopuskuria. Koettimien

käyttövalmiit laimennokset säilyvät valolta suojattuna 6 kuukautta jääkaapissa +2-8 °C

lämpötilassa. Kiedoimme putket alumiinifolioon, jotta ne pysyisivät käyttökelpoisina koko

tutkimusprosessimme ajan. (Muranen 2005.) Työssä käytetyt valmistamamme koetinseokset

koostuvat fluoresoivalla merkkiaineella varustetuista oligonukleotideista. (Danner ym. 2006,

119.)

Käytetyn hybridisaatioajan jälkeen tarvitsimme pesupuskuria ylimääräisten koettimien

puhdistamiseksi objektilasilta. Pesupuskuri (Wash Buffer, Component D) oli 10 x

konsentroitua, joten laimensimme sen steriiliin deionisoituun veteen suhteessa 50ml

pesupuskuria ja 500ml vettä. Ennen laimentamista tarkistimme, että pesupuskuriliuos oli

täysin homogeeninen ja että siinä ei näkynyt pesupuskurin sisältämän SDS-komponentin

huoneenlämmössä aiheuttamaa valkoista saostumaa. Pesupuskurin lisäksi myös

hybridisaatiopuskuri sisältää SDS-komponenttia. Reaktiosakan muodostuminen aiheutuu

lämpötilasta ja on täysin palautuva. Havaitsimme pesupuskurissa valkoista saostumaa. Sen

poistamiseksi lämmitimme pesupuskuripulloa korkki avoimena seaWAVE®–

mikroaaltouunissa 30 sekuntia teholla 240W. (Muranen 2005.)
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10.2 seaWAVE® –mikro

seaWAVE®-mikroaaltouuni Sharp R-358M on kehitetty seaFAST®  Sepsis –kitin

hybridisaatiovaiheen suorittamista varten. Uunia ei voi käyttää normaalin mikroaaltouunin

tapaan, vaan ainoastaan hybridisaation aikaansaamiseen. Uuni suorittaa seaFAST® -

menetelmän hybridisaatiovaiheen esilämmityksen jälkeen myös niin sanotun jäähdytyssyklin,

jonka tarkoituksena on jäähdyttää uunissa sijaitsevia magnetroneja. Uunin

säätömahdollisuudet ovat uunin käyttäjälle yksinkertaiset; uunista löytyy ajansyöttö,

maksimitehon säätö sekä syklikytkin käytettävän syklivaiheen valitsemiseen. (Set Up and

User Manual, 2-3.)

Ennen seaWAVE® -uunin käyttöönottoa uuni on kalibroitu Labema Oy:ssa. Kalibroinnin

suorittamisella varmistettiin se, että uuni pysyy testiprosessin aikana tavoitelämpötilassa eli

alueella 46-48 C:ssa. Kalibroinnin lisäksi Labemassa määritettiin uunin hybridisaatioajaksi 16

minuuttia 30 sekuntia. seaFAST®  -menetelmän esitestauksessa 15.12.2005 Jyväskylän

keskussairaalan mikrobiologian laboratoriossa uunin lämmittäminen käyttölämpötilaan

tapahtui kuumentamalla hanavettä lämpösyklikammiossa styrox-levyn päällä täydellä teholla

neljä minuuttia. Kun uuni oli lämmitetty käyttölämpötilaan, ajettiin uunin magnetroneja

jäähdyttävä jäähdytyssykli, eli neljä minuuttia täydellä teholla uunin syklikytkin ON –

asennossa. Kaksi viimeisintä vaihetta, eli uunin lämmittäminen käyttölämpötilaan ja

jäähdytyssyklin ajaminen, kuuluu suorittaa jokaisella uunin käyttökerralla. (Muranen 2005.)

Hybridisaation onnistumiseksi täytyy aina ennen hybridisaatiovaihetta määrittää myös uunin

lämpövakio ( C/s). Lämpövakio kertoo, kuinka paljon lämpösyklikammiota on lämmitettävä

astian sisältämän veden lämpötilan saamiseksi hybridisaatioon tarvittavaan  46 C:een. Uuni

nostaa veden lämpötilaa 0,14 C kutakin lämmitykseen käytettyä sekuntia kohti. Uunin

lämpövakion määrityksen jälkeen ajetaan vielä jäähdytyssykli. (Muranen 2005.)

10.3 Menetelmän esitestaus

15.12.2005 tulivat Labema Oy:n edustajat Petri Muranen ja hänen assistenttinsa Kimmo

Riskala esittelemään seaWAVE® -uunia ja seaFAST® –sepsiskittejä Keski-Suomen

keskussairaalan mikrobiologian laboratorioon. Valitsimme kokeiltavaksi seaFAST® Sepsis –

kitin sen koettimien kattavuuden vuoksi. Alkuperäisestä suunnitelmasta poiketen testasimme

vain yhtä testiä resurssien riittämättömyyden vuoksi. Kokoontumisen tarkoituksena oli
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esitestata uutta menetelmää ja samalla oppia tekemään itsenäisesti tutkimusta. Esitestaus oli

siis opinnäytetyöntekijöille menetelmän opetustilanne.

Petri Murasen ohjauksella suoritimme koeajon työmme kokeelliselle osiolle työohjeiden

mukaisesti. Esitestauksessa käytimme näytemateriaalina positiivisia veriviljelypulloja.

Näytteistä valitsimme mahdollisimman kattavat otokset sekä grampositiivisista että

gramnegatiivisista bakteereista. Testattaviksi bakteereiksi valitsimme Escherichia colin,

Staphylococcus aureuksen, Enterococcus faeciumin sekä hiivoista Candida albicanssin. Näin

saisimme tuntumaa grampositiivisten ja -negatiivisten bakteerien sekä hiivan tutkimiselle,

joiden käsittelytavat ovat menetelmässä toisistaan poikkeavia.

Tutkimuksesta saamiamme tuloksia olivat tulkitsemassa mikrobiologit Antti Nissinen ja Petri

Muranen sekä ylilääkäri Jaakko Uksila. Menetelmän esitestauksessa saadut tulokset eivät

olleet odotettuja, sillä emme saaneet fluoresointia aikaiseksi.

10.4 Tutkimusaineiston keruu

Opinnäytetyömme varsinaisen aineiston keruun suoritimme 2.1–5.1.2006 välisenä aikana.

Ensimmäisellä kokoontumiskerralla osallistuimme kaikki opinnäytetyön tekijät Keski-

Suomen keskussairaalan mikrobiologian laboratoriolle testaamaan tutkimusta. Ennen työn

aloittamista kävimme työnedustajan Antti Nissisen johdolla läpi mahdollisia virhelähteitä

esitestauksen tiimoilta. Olimme alustavasti miettineet asioita, jotka voisivat vaikuttaa

tuloksiin ja tutkimuksen suoritukseen. Mietimme yhdessä myös vanhan ja uuden testin

suorituksen työohjeiden eroavaisuuksia ja niiden merkitystä tutkimukselle ja tuloksille.

Sovimme yhdessä tietyistä rutiineista ja tavoista, jotta voisimme varmistua testin mahdollisten

muuttujien vaikutuksesta tuloksiin. Käytännössä tämä tarkoitti sitä, että suoritimme testin aina

samalla tavalla työohjeiden mukaisesti. Suorittaessamme kokeellista osuutta kirjasimme ylös

tuotoksessa tapahtuneita muutoksia.

Menetelmän testausta varten olimme pyytäneet laboratoriohenkilökuntaa keräämään meille

potilasnäytteitä positiivisista veriviljelyistä. Myöhemmin käytimme kuitenkin

potilasnäytteiden sijasta tuoreita kontrollikantoja. Näin varmistimme tunnettujen

bakteerikantojen käytön työssämme sekä sen, että hybridisaatio onnistuisi paremmin tuoreista

näytteistä. Näytteen vanhetessa myös positiivisena fluoresoivat bakteerit vähenevät.
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Aloitimme testauksen aina mikron ohjeidenmukaisella käyttöönotolla. Näytteet

valmistelimme tarpeen mukaan eri laseille. Laboratoriopäiväkirjaa käytimme näytteiden

merkitsemisen apuna, jotta pysyimme selvillä mihin oli pipetoituna mitäkin näytettä. Tämä

menettelytapa lisäsi mielestämme tulosten tulkinnan luotettavuutta.

Varsinaisen tutkimuksen ohessa päätimme testata gramvärjäyksen avulla miten bakteerit

reagoisivat käsittelyyn ja miltä ne silloin näyttäisivät. Bakteereiden muoto saattaa muuttua

kun niiden kalvoa rikotaan kemiallisesti, siksi halusimme varmistua siitä, että tunnistaisimme

fluoresenssimikroskopiasta todelliset bakteerit. Tämä olisi yksi tapa minimoida virhelähteitä

ja saada varmistusta testin toimivuudelle. Testauksen tarkoituksena oli myös saada selville,

onko käyttämissämme laimennoksissa tarpeeksi paljon bakteereita.

Emme olleet täysin vakuuttuneita myöskään siitä, että ohjeistuksessa käytetty näytemäärä

(1:100) sisältäisi tarpeeksi fluoresoivia bakteereita. Tämän takia testasimme

bakteerisuspensiot laimennoksista 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 ja 1:100. Halusimme näin vertailla

bakteereiden tiheyttä näytteissä ja tehdä päätöksen siitä, mitä laimennossuhdetta työssä

kannattaisi käyttää. Jokaisesta laimennoksesta teimme myös gramvärjäyksen, jotta

hahmottaisimme miten tiheään näytteessä esiintyy bakteereita.

Kokeilimme rinnan näille gramvärjätyille laseille samanlaista käsittelyä kuten tutkimassamme

menetelmässäkin. Gramvärjätyt objektilasit eivät meinanneet sopia hybridisaatiokammioihin

ja melkein aina rikkoutuivat. Mietimme myös, pysyykö näyte lasilla käsittelyn aikana, sillä

emme aina saaneet bakteereita näkyviin mikroskoopilla. Silloin kun näytteessä oli

havaittavissa bakteereita, emme huomanneet mikrobeiden muodossa mitään eroavaisuutta

käsiteltyihin mikrobeihin verrattuna. Täten voimme todeta, että käsitellyt bakteerit eivät siis

muuttaneet muotoaan niin, että niitä ei olisi voinut tunnistaa fluoresenssimikroskopian avulla.

Käytössämme oli Nikonin fluoresenssimikroskooppi, jossa B-2A-blokki. Blokissa oli

ekskitaatiofiltteri 450- 490 nm, dikromaattinen peili 505 nm ja barrier-filtteri 520 nm.

Tutkimuksen edetessä viimeiselle kerralle olimme tulleet tulokseen, että tutkimme ainoastaan

E. colia ja siitä tehtyjä eri vahvuisia laimennoksia. Tähän johtopäätökseen päädyimme, koska

käyttämässämme fluoresenssimikroskopiassa ei ollut bakteereita punaisena fluoresoivaa

filtteriä käytössä. Menettelimme näin siksi, että E. coli on helppo tunnistaa ja koska sen

rakenteesta ja toiminnasta on paljon tutkimustietoa.
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Laskentaohjelman avulla saimme ajat lämpösyklikammion esilämmittämistä varten. Ensin

mittasimme veden alkulämpötilan ja lisäsimme sen seaWAVE calibrations Excel-taulukkoon

ja saimme ajan joka tarvitaan esilämmitystä varten. Mittasimme myös jokaisen

esilämmityksen jälkeen veden lämpötilan. Lämpötila osoittautui aina hyvin lähelle vaadittua.

Tulokset olivat 44,4 – 46.0 ºC, joten lämmitys onnistui jokaisella kerralla erittäin hienosti.

Näytteiden hybridisaation lähtöolosuhteet olivat siis joka kerralla vakioidut ja toivotut.

Laseja siirrettäessä pesuvaiheessa hybridisaatiokammiosta toiseen, mittasimme veden

lämpötilan. Ohjeistuksessa neuvotaan lämmittämään vettä muutaman sekunnin ajan, mikäli

lämpötila alittaa 46 ºC. Ohjeistusta noudattaen lämmitimme vettä tarvittavan ajan, sillä

lämpövakiomittauksen mukaisesti veden lämpötilan tulisi nousta jokaisen lämmitykseen

käytetyn sekunnin aikana 0,14 astetta. Ensimmäisellä testikerralla veden lämpötila oli 44 ºC.

Tästä johtuen lämmitimme näytettä muutaman sekunnin ajan. Mittasimme uudelleen veden

lämpötilan mutta se ei osoittanut nousua. Tämän testauksen takia kontrolloimme

tarkkuuslämpömittarilla myös lämpömittarin. Varmistimme näin sen toiminnan. Tarkennus

osoitti, että tutkimuksessa käyttämämme lämpömittari näyttää 0.5 ºC liikaa. Päättelimme, että

tällä mittausheitolla ei ole vaikutusta tuloksiin, ja näin ollen testissä käyttämämme

lämpömittari oli luotettava.

Poikkesimme seuraavilla kerroilla edellisestä ohjeistuksesta, sillä emme nähneet tarpeelliseksi

lämmittää tai tilanteesta riippuen jäähdyttää vettä vaadittuun 46 ºC lämpötilaan. Tämä sen

tähden, että lämmitysyrityksistä huolimatta veden lämpötila ei tuntunut nousevan.

Huomasimme myös, että mittaustapahtumassa veden kokonaislämpötila ehti laskemaan.

Lisäksi koimme, että vakaan 46 ºC lämpötilan saavuttaminen oli haasteellista ja hidasta

saavuttaa. Lämpötilan edestakainen lämmittäminen ja jäähdyttäminen oikean lämpötilan

saavuttamiseksi olisi ollut aikaa vievää ja hybridisaatiolle epäedullista toimintaa. Koimme

tämän vaiheen noudattamisen mahdottomana ja aikaavievänä toimintana, siksi myös

luovuimme käytännöstä.

Tuloksia tulkittaessa käytimme rinnakkaisena mikroskooppina kliinisen patologian

fluoresenssimikroskooppia, sillä halusimme varmistua siitä, että käyttämämme mikroskooppi

toimi halutulla tavalla. Patologian mikroskoopissa oli erilaiset filtterit käytössä. Kolmantena

kokeellisen osuuden suorittamispäivänä unohdimme lisätä näytteiden päälle Mounting

Mediumia, tästä johtuen tulosten tarkastelu mikroskoopilla oli haastavaa.
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Päivän päätteeksi kertasimme tapahtunutta, mietimme mahdollisia virhelähteitä omalle

työskentelylle sekä suunnittelimme jatkotoimenpiteitä seuraavalle kerralle. Menetelmän

toimimattomuus sai meidät miettimään asioita, jotka voisivat estää mikrobien fluoresoinnin.

Ensimmäisenä mieleemme tuli kaupallisten koettimien toiminta ja hybridisaatiossa käytetty

lämpötila. Mietimme myös, olisiko bakteereiden kalvoa rikottu käsittelyssä tarpeeksi niin että

koettimet pääsisivät kiinnittymään. Näihin kysymyksiin emme valitettavasti saaneet

luotettavaa ja perusteltua vastausta.

10.5 Vesihaudekokeilu

Kokeiluissamme seaFAST®–menetelmän testaus ei tuottanut toivottua tulosta. seaFAST® –

menetelmällä valmistamillamme preparaatttilaseilla olevat bakteerit eivät

fluoresenssimikroskoopilla tarkasteltaessa fluoresoineet kertaakaan. Epäilimme, olisiko syy

menetelmän hybridisaation toteuttamiseen käytettävässä seaWAVE® –mikroaaltouunissa.

Tämän vuoksi päätimme tehdä kokeilun, jossa seaWAVE®-uunin tilalla hybridisaation

toteuttamiseen käytetään 46 °C:sta vesihaudetta. Idean vesihaudekokeiluun saimme

ensimmäisestä työohjeesta, joka koski seaFAST®-menetelmää keväältä 2005. (LIITE 3)

Työohjeessa ei ollut seaWAVE®-uunia, vaan hybridisaatio toteutettiin 46 °C:n vesihauteen

avulla. Päätimme siis 01.02.2006  kokeilla, toimisiko seaFAST® -menetelmä kyseisen ohjeen

mukaisesti suoritettuna.

Testin suorittamiseen valitsimme gramnegatiivisen Escherichia coli –bakteeriviljelmän sen

yleisyyden ja vihreänä fluoresoimisen vuoksi. Viljelmän pesäkkeistä teimme suspensiot 1

ml:n PBS:ään ja edelleen 1:2 ja 1:5 laimennokset PBS:ään. Laimennosten suhteet valitsimme

siten, että voisimme olla varmoja bakteerien esiintyvyydestä laimennoksissa. Kun olimme

pipetoineet 10 µl laimennoksia preparaattilasin kenttiin, kiinnitimme bakteerisolut lasille

viemällä sitä sytyttimen sinisen tulen läpi kolme kertaa. Kiinnityksen jälkeen lasi kastettiin

ensin 50 %, sitten 80 % ja lopuksi 96 % etanolissa. (SeaPro Theranostics International 2005.)

Lasin kiinnittäminen ja sen jälkeiset etanolikastot olivat ensimmäinen vaihe, joka erosi

aiemmin kokeilemastamme työohjeesta, sillä siinä solut kiinnitettiin lasille seaWAVE®-uunin

avulla. seaWAVE®-uunin kiinnityksen jälkeen preparaattilasit upotettiin etanoliin joko 3, 10

tai 15 minuutiksi riippuen siitä, oliko kyseessä hiiva vai grampositiivinen tai –negatiivinen

bakteeri. (Muranen 2005.)
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Preparaattilasin bakteerisolujen kiinnityksen ja etanolikastojen jälkeen ryhdyimme

suorittamaan hybridisaatiota. Laimennosten päälle lisäsimme 10 µl E.coli –bakteerille

tarkoitettua hybridisaatioliuosta hybridisaation aikaansaamiseksi. Tämän jälkeen laitoimme

peitinlasin preparaattilasin päälle, jotta hybridisaatioliuos vaikuttaisi mahdollisimman hyvin.

Lasin asetimme esilämmitettyyn ja kosteaan hybridisaatiokammioon, jota inkuboimme 90

minuuttia 46 °C:ssa vesihauteessa. Käyttämämme hybridisaatiokammio oli sama kuin mitä

käytimme seaWAVE® -uunilla suoritetussa hybridisaatiossa. Inkuboinnin ajan meillä oli

digitaalinen, kalibroitu lämpömittari seuraamassa että vesihauteen lämpötila pysyy oikeana.

Inkuboinnin jälkeen poistimme peitinlasin ja upotimme preparaattilasin esilämmitettyyn

pesupuskuria sisältävään kammioon, jota inkuboimme 15 minuuttia 46 °C:ssa vesihauteessa.

Pesupuskurin tarkoituksena on pestä lasilta ylimääräinen hybridisaatioliuos pois. Pesupuskuri

oli samaa kuin mitä käytimme seaWAVE® -uunilla suoritetussa hybridisaatiossa. Lopuksi

inkuboinnin jälkeen preparaattilasi huuhdeltiin PBS:llä pesupuskurin poistamiseksi ja lasin

annettiin kuivua. (SeaPro Theranostics International 2005.)

Hybridisaatiovaiheen jälkeen lisäsimme montteerausaine Mounting Mediumia ja

päällystimme preparaattilasin peitinlasilla. Vesihaudekokeilussamme käyttämämme bakteerin

Escherichia colin tulisi testin valmistajan mukaan fluoresoida vihreänä

fluoresenssimikroskoopilla tarkasteltaessa. Näin ei kuitenkaan tapahtunut.

Mikroskopoidessamme emme havainneet lainkaan fluoresointia, vaikka bakteereita

havaitsimme lasilla olevan. Vesihaudekokeilumme ei siis tuottanut toivottua tulosta. Emme

saaneet varmaa syytä siihen, miksi seaFAST® -menetelmä ei toimi. (SeaPro Theranostics

International 2005.)

10.6 Tutkimuksen päätäntä

Kokeellinen tutkimuksemme alkoi seaFAST® Sepsis –menetelmän esitestauksella, joka ei

kuitenkaan tuottanut odotettua tulosta. Fluoresenssia ei pystytty fluoresenssimikroskoopilla

havaitsemaan. Jatkoimme kokeilujamme tehden eri laimennoksia ja värjäsimme

laimennoksista myös gramvärjäyspreparaatit, jotta pystyimme olemaan varmoja bakteerien

esiintyvyydestä laimennoksissa. Teimme seaFAST® Sepsis –menetelmälle myös

vesihaudekokeilun, jossa hybridisaation suorittamiseen käytimme seaWAVE® -mikron sijasta

vesihaudetta.
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Kokeilimme seaFAST® Sepsis –kitin toimivuutta useita kertoja eri menetelmillä, mutta

yksikään kokeiluistamme ei toiminut odotetulla tavalla. Sama lopputulos, ei fluoresenssia,

alkoi kertautua jokaisessa kokeilussamme eli kvalitatiivisen tutkimuksen tavoin tapahtui

saturaatio. Lopulta saimme kuulla, että seaFAST®-testin valmistus on myyty toiselle

yritykselle Keski-Eurooppaan. Oikeudellisista syistä Labeman edustaja Petri Muranen ei enää

saanut testiin liittyviä tietoja, ja hän kehottikin meitä pidättäytymään uusista kokeiluista

seaFAST® Sepsis -tutkimuksen kanssa. Samaa mieltä tutkimuksen lopettamisesta olivat myös

työelämän toimeksiantajamme ylilääkäri Jaakko Uksila ja mikrobiologi Antti Nissinen.

Lopetimme seaFAST® Sepsis –kitin toimivuuden ja luotettavuuden tutkimisen tähän

kehoitukseen.
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11 TUTKIMUSTULOKSET

11.1 Tutkimuksen luotettavuus

Tutkimus oli kokeilumuotoinen, joten sen luotettavuuteen eli reliabiliteettiin vaikuttavia

tekijöitä on runsaasti. Tutkimuksen esivalmistelut ja seaFAST® -sepsis kitin ensimmäisen

kokeilun ja reagenssien valmistuksen teimme Petri Murasen, Antti Nissisen ja Jaakko Uksilan

ohjauksessa ja työohjeita tarkoin noudattaen. Tilat, joissa työtä teimme, eivät olleet erityisesti

molekyylibiologiseen työhön suunnitellut, joten näytteiden kontaminaatioriski oli olemassa.

Reagenssien valmistusvaiheessa teimme työvaiheet niin tarkasti kuin pystyimme ja niin

aseptisesti kuin oli mahdollista. Käsittelimme ja säilytimme reagensseja ohjeiden mukaan.

Työhön käyttämämme pipetit olivat luotettavia ja kalibroituja. Käyttämämme pipetin kärjet

olivat myös steriilejä. Menetelmä ei kuitenkaan toiminut odotetulla tavalla, eli fluoresenssia ei

pystytty fluoresenssimikroskoopilla havaitsemaan. Myöskään eu-bakteerikontrolli ei

fluoresoinut kokeilussamme. Ensimmäisenä mieleemme tuli ajatus ettei

hybridisaatiolämpötila ole oikea. Tarkastimme työssä käyttämämme lämpömittarin

tarkkuuslämpömittarilla ja havaitsimme, että mittari on tarkka.

Seuraavana heräsi epäilys, että näytteessä ei ole tarpeeksi bakteereita fluoresenssin

muodostumiseen. Teimme Antti Nissisen kanssa eri laimennoksia ja värjäsimme

laimennoksista gramvärjäyspreparaatit. Kyseisillä preparaateilla mikrobeja oli havaittavissa,

joten mikrobien vähäisyys ei ollut syynä fluoresenssin puuttumiseen. Työhön käyttämämme

seaWAVE® -mikroaaltouuni oli ohjelmoitu ja kalibroitu Labeman toimipisteessä.

Käyttämämme työohje muuttui useasti opinnäyteprosessin aikana. Osasyynä työohjeiden

muutoksiin saattoi olla, että alkuperäisessä ohjeessa käytettiin vesihaudetta ja varsinaisessa

työssämme käytimme seaWAVE® -uunia. Kokeilimme menetelmää myös vesihauteella,

koska vesihauteella suoritetuista vastaavanlaisista menetelmistä löytyi myös runsaasti

kirjallista tietoa. Valitettavasti vesihaudekokeilukaan ei antanut toivottua tulosta.  seaFAST®

työohjeessa hybridisaatiokammiot neuvottiin pesemään vain hanavedellä ja huuhtomaan

tislatulla vedellä, minkä jälkeen kammiot ilmakuivataan. Aiempien kokemustemme mukaan

molekyylibiologisissa töissä on aseptiikka erittäin tärkeää ja käytettävien välineiden on oltava

steriilejä.
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Käytimme työssämme testin kokeiluun eniten Esherichia coli-bakteeria, tämän yleisyyden

vuoksi. Toinen syy E.colin valintaan oli se, että sen koetin oli leimattu vihreänä fluoresoivalla

FITC- merkkiaineella, johon sopiva fluoresenssimikroskoopin suodatin meillä oli käytössä.

Esherichia coli ei ollut kenties paras mahdollinen mikrobi kokeiluun sillä, E. colille

spesifinen koetin on eräissä aiemmissa tutkimuksissa ollut epäspesifinen.  Tutkimuksemme

kokonaisotos oli 21 osoitusta. Luotettavuutta ajatellen määrä on suhteellisen pieni, mutta

myös käyttämämme reagenssit olivat rajalliset.  Kaikissa kokeiluissa kuitenkin lopulta toistui

sama tulos, ei fluoresenssia.

Hämmennystä herätti myös hybridisaatiolämpötila. Ensimmäisessä englanninkielisessä

ohjeessa, jonka saimme keväällä 2005, oli vesihauteen lämpötilaksi annettu 48 °C. Tällöin

lämpötila hybridisaatiokammion sisällä olisi alhaisempi eli 46 °C, joka on optimaalinen

lämpötila hybridisaatiolle.  Kuitenkin seaWAVE® -uuni oli kalibroitu niin, että lämpötila

vesihauteessa mikron sisällä olisi 46 °C:tta. Tästä syystä saattoi olla, että

hybridisaatiolämpötila työssämme oli jatkuvasti liian alhainen.

Varmistusta tähän asiaan emme saaneet, koska seaFAST® Sepsis -testin valmistus myytiin

toiselle yritykselle Keski-Eurooppaan. Tietoa ostajasta emme oikeudellisista syistä johtuen

saaneet tietää. Tästä syystä ei Labeman edustaja saanut enää testiin liittyviä tietoja ja Petri

Muranen kehottikin meitä pidättäytymään uusista kokeiluista seaFAST® Sepsis - tutkimuksen

kanssa. Haastetta työhömme toi myös se, että aiheesta ei löytynyt suomenkielistä kirjallisuutta

juuri lainkaan, ja englanninkielisiä artikkeleita oli vaikea löytää.

11.2 Menetelmän soveltuvuus

Mielestämme testi ei vielä sovellu rutiininomaiseen käyttöön mikrobiologian laboratoriossa.

Kokeilujemme aikana emme saaneet toivottua fluoresenssia, vaikka käytössämme oli tunnetut

ja runsaat näytteet. Rutiinikäytössä testillä olisi tarkoitus kokeilemalla koettimilla selvittää

patogeeni, jolloin työ tulisi olemaan vielä haasteellisempaa. Aluksi seaFAST® Sepsis -testin

suoritus tuntui monimutkaiselta. Pieniä ja oleellisen tärkeitä työvaiheita on runsaasti, ja aikaa

testin suorittamiseen kului useampi tunti. Testiä toistaessa siihen alkoi pikkuhiljaa tulla

rutiini, mutta silti työ tuntui vaativalta suorittaa.

Mikroaaltouunin käyttö vaatii jatkuvasti työntekijän huomion, koska hybridisaatio- ja pesuajat

ovat lyhyet ja välittömästi edellisen vaiheen loputtua on uusi vaihe laitettava päälle. Näin
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ollen rutiinikäytössä yksi henkilö olisi seaFAST® Sepsis -kitin suorituksen aikaan täysin

sidottuna siihen.  Tulosten tulkitseminen fluoresenssimikroskoopilla tulisi myös olemaan

haasteellinen lisä tähän työhön. Mikrobiologian laboratoriossa oli filtteri vihreänä

fluoresoivalle koettimelle, mutta punaisille koettimille sopivaa filtteriä ei valitettavasti ollut.

Tulokset fluoresenssimikroskoopilla tulkitsivat mikrobiologi Antti Nissinen ja ylilääkäri

Jaakko Uksila.

Reflektoiden näihin tuloksiin voidaan todeta, ettei menetelmä ole vielä soveltuva mikrobien

tunnistamiseen veriviljelynäytteistä.  Tämän tuloksen vuoksi voimme todeta myös, että

seaFAST® Sepsis -kitti ei ole luotettava bakteerien identifiointiin.
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12 POHDINTA

Suorittamamme tutkimuksen kautta saimme arvokasta ja ajankohtaista tietoa tämän päivän

mikrobiologiasta ja sen tulevaisuuden mahdollisuuksista kehittyneempiin diagnostisiin

menetelmiin. Lisäksi tekemämme tutkimus avarsi näkökulmaamme opiskelijan ja työntekijän

roolista ja myös tutkijan rooli tuli tutuksi. Tutkimuksen aikana pääsimme kokemaan tutkijana

olemisen näkökulman. Työntekijän roolissa yleensä vain noudatetaan annettuja valmiita

työohjeita sen enempää miettimättä, miten voisi tekemäänsä työtä parantaa. Pikadiagnostista

seaFAST® -menetelmää kokeellisesti tutkiessamme meillä oli työn ohessa aikaa miettiä,

kuinka saisimme menetelmän toimimaan ja mitä mahdollisia virhelähteitä menetelmässä voisi

olla.

Tutkimuksemme eettiseksi näkökohdaksi muodostuu se, että bakteerin tunnistaminen sen

lajitasolle nopeuttaisi myös potilaan saamaa hoitoa. Mitä nopeammin potilaalla olevan

verenmyrkytyksen aiheuttajamikrobi on selvillä, sitä nopeammin spesifinen hoito voidaan

aloittaa. Ennen kaikkea olisi mahdollista välttää myös turhia antibioottihoitoja, koska hoito

saataisiin kohdistettua suoraan verenmyrkytyksen aiheuttajamikrobiin. Tämä taas saattaisi

vähentää lääkeaineille resistenssien bakteerikantojen syntymistä.

Opinnäytetyömme aiheen, fluoresenssi in situ hybridisaatioon perustuvan pikadiagnostisen

testin kokeilun, saimme Keski-Suomen mikrobiologian laboratoriolta jo tammikuussa 2005.

Tutkimus oli tarkoitus aloittaa jo samana keväänä, joten teimme nopeasti valinnan tilattavasta

seaFAST® Sepsis –kitistä. Valintamme perustui mikrobiologi Antti Nissiseltä saamaamme

tilastoon, josta kävi ilmi Keski-Suomen keskussairaalan mikrobiologian laboratoriossa

diagnosoidut veriviljelypositiivisuuden aiheuttajamikrobit. Ylilääkäri Jaakko Uksila ja

mikrobiologi Antti Nissinen vahvistivat lopulta päätöksemme seaFAST® Sepsis –kitin

hankinnasta tutkimusta varten. Kuitenkin kävi ilmi, että työssä tarvitsemamme seaWAVE® -

mikroaaltouuni ei vielä ollut keväällä tullut markkinoille, joten tutkimuksen aloittaminen

siirtyi syksyn puolelle. Todellisuudessa pääsimme aloittamaan tutkimuksemme vasta

15.12.2005. Tilaamaamme seaFAST® Sepsis –kittiä ei heti syksyllä saapunutkaan, joten

tutkimuksen aloitusajankohta siirtyi vuoden loppupuolelle. Aikaa ei enää ollut paljon

hukattavaksi.
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Ennen seaFAST® -menetelmän esitestausta 15.12.2005 meidän oli vaikea hahmottaa tulevaa

tutkimustyötä ja sen kulkua. Olimme saaneet jo helmikuussa alustavan englanninkielisen

työohjeen, mutta se koski vesihauteella suoritettavaa työtä. Menetelmän esitestaus

joulukuussa oli meille tavallaan valmennuskurssi tulevaa tutkimusta varten. Saimme

käsiimme uuden työohjeen sekä opastuksen seaWAVE® -mikroaaltouunin käyttöön. Lopulta

suoritimme yhdessä yhteistyökumppaneidemme kanssa veriviljelynäytteistä ensimmäisen

seaFAST® -menetelmän toimivuuden testauksen, joka epäonnistui.

Menetelmän toimimattomuuden vuoksi päätimme mikrobiologi Antti Nissisen opastuksella

jatkaa tutkimustamme 02.01.2006 käyttäen näytemateriaalina puhtaaksiviljeltyjä

bakteerikantoja veriviljelynäytteiden sijasta. Tutkimuksemme tarkoitus muuttui alunperin

suunnitellusta, sillä periaatteessa aloimme nyt selvittämään tutkimuksen eri muuttujia, jotka

voisivat vaikuttaa menetelmän toimimattomuuteen. Olimme odottaneet, että saamme

tutkittavaksemme toimivan, tulosta tuottavan menetelmän, jonka soveltuvuutta ja toimivuutta

mikrobiologian arkipäiväiseen työskentelyyn arvioisimme. Jatkoimme siis tutkimustamme

tarkkailemalla tutkimuksen eri muuttujien vaikutusta menetelmän toimivuuteen. Lopputulos

oli kuitenkin jokaisella tutkimuskerralla sama; fluoresenssimikroskoopilla tarkasteltaessa

tutkimamme näytteet eivät fluoresoineet.

Oman työskentelymme arviointi nousi jokaisen mieleen kun menetelmä osoitti

toimimattomuutensa kerta toisensa jälkeen. Emme kuitenkaan löytäneet epäkohtia omasta

työskentelystämme, sillä suoritimme työmme mielestämme tarkasti. Varsinkin tutkimuksen

edistyessä ja saman lopputuloksen kertautuessa yhä useammin varmasti myös oman

työskentelymme tarkastelu kasvoi. Näin saimme poissuljettua ajatuksistamme sen, että

menetelmän toimimattomuus johtuisi meistä. Mutta puolestaan työtilat ja –välineet hieman

arveluttavat meitä edelleen. Olemme saaneet koulutuksen, jossa tähdennetään steriiliyttä, ja se

ei mielestämme parhaimmalla mahdollisella tavalla tutkimuksen suorittamisessa toteutunut.

Tutkimuksessamme on kyse kuitenkin molekyylibiologian menetelmästä, fluoresenssi in situ

hybridisaatiosta, joka aiemman ymmärryksemme mukaan vaatii erityistä steriiliyttä muun

muassa työvälineiden puhdistuksessa. Tutkimuksemme ohjeistuksessa ei kuitenkaan millään

tavoin tähdennetty steriiliyttä, ei työskentelyssä eikä myöskään työvälineiden puhdistuksessa.

Pohdimme myös alkoholikylpyjen merkitystä, sillä ne kuuluivat ainoastaan

vesihaudekokeilun työohjeeseen, eivät varsinaiseen työohjeeseemme.
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Päädyimme tutkimuksen lopettamiseen, kun saimme tiedon seaFAST® -menetelmän

valmistuksen myymisestä Keski-Eurooppaan. Tiedon saatuamme emme enää saaneet

oikeudellisista syistä mitään tietoja seaFAST® -menetelmästä. Tutkimuksen

lopettamispäätöstä edisti yhteistyökumppaneidemme kannatus pidättäytyä jatkotutkimuksista.

Jatkotutkimusaiheita tutkimuksellemme olisi useita. Ensimmäisenä ja mielestämme

tärkeimpänä jatkotutkimusaiheena voisi olla eri lämpötilojen kokeileminen hybridisaation

suorittamisessa. Voisiko parin asteen lämpötilan nostolla olla merkittävä vaikutus

fluoresenssin syntymiseen?  Toisena jatkotutkimusaiheena voisi pitää tutkimuksessamme

käyttämiämme reagensseja. Oliko niiden valmistusohjeet varmasti oikein, vai oliko

käytössämme toimimaton reagenssi? Hyvä tutkimusaihe olisi myös se, että yhtä koetinta

kokeilemalla etsittäisiin sopivat koeolosuhteet menetelmälle. Kun testi toimisi, eli

fluoresenssi syntyisi, olisi mielenkiintoinen aihe tutkia myös menetelmän soveltuvuutta ja

spesifisyyttä.

Työn aihe oli mielenkiintoinen ja odotuksemme työtä aloittaessa olivat korkeat, koska

oletimme testin olevan täysin käyttövalmis. Tästä syystä alkuperäisenä tarkoituksenamme oli

testata 100 positiivista veriviljelmää. Kokeilusta huolimatta menetelmä ei toiminutkaan ja

tämä aiheutti pienen pettymyksen. Fluoresenssi in situ hybridisaatio menetelmät bakteerien

tunnistamisessa ovat suhteellisen uusia ja vielä kehitteillä olevia testejä. Toimiessaan

menetelmä olisi hyödyllinen ja luotettava tutkimus laboratoriodiagnostiikan nopeuttamiseksi.
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LIITE 2  1(6)

TYÖOHJE: seaFAST® Sepsis KIT (cF0225-25)

Testipakkaus sisältää seuraavat koettimet:

1. Staphylococcus spp. / Staphylococcus aureus cF042191 on G+
2. Streptococcus agalactiae / Streptococcus pyogenes cF042341 on G+
3. Streptococcus spp. / Enterococcus spp. cF042332  on G+
4. (Enterococcus faecalis / Enterococcus faecium cF042111 puuttuu G+)
5. Clostridium perfringens / Streptococcus pneumoniae cF042075 on G+
6. E. coli & Shigella spp. / Haemophilus influenzae cF042081 on G-
7. Bacteroides-Prevotella / Pseudomonas aeruginosa cF042005 on G-
8. Stenotrophomonas maltophilia / Klebsiella pneumoniae cF042322 on G-
9. Eubacteria / Enterobacteriaceae cF042121 puuttuu, tilalla

G-
Eubacteria / Staphylococcus aureus cF042125

10. Candida krusei / Candida albicans cF042051 on
11. Candida dubliniensis / Candida tropicalis cF042031 puuttuu
12. Candida glabrata / Candida parapsilosis cF042041 o

Valitse käytettävät koetinpanelit (G-, G+, hiiva) gramvärjäystuloksen perusteella

1 MIKROAALTOUUNIN VALMISTELU
Ennen seaWAVE-uunin käyttöönottoa uuni kalibroitiin LABEMASSA Set Up and User Manualin
mukaisesti. Kalibroinnissa varmistettiin, että uuni pysyy testiprosessin aikana tavoitelämpötilassa eli
alueella 46-48°C. Samalla hybridisaatioajaksi määritettiin 16 min 30 s.

Jyväskylän keskussairaalan mikrobiologian laboratoriossa uuni lämmitettiin käyttölämpötilaan
kuumentamalla hanavettä lämpösyklikammiossa styrox-levyn päällä täydellä teholla 4 minuuttia.
Tämän jälkeen uunin magnetroneja jäähdytettiin ajamalla ns. jäähdytyssykli: 4 minuuttia täydellä
teholla uunin syklikytkin ON-asennossa (Set Up and User Manual, sivu 8, kohta 4.3).

Seuraavaksi määritettiin uunin lämpövakio (°C/s), joka kertoo kuinka paljon lämpösyklikammiota on
lämmitettävä, että astian sisältämän veden lämpötila saadaan 46°C:een. Myös tämä vaihe Set Up and
User Manualin mukaisesti (manuaalin sivu 8, kohta 4.5). Lämpövakiomittauksen mukaan uuni nostaa
veden lämpötilaa 0,14°C kutakin lämmitykseen käytettyä sekuntia kohti. Myös tämän vaiheen jälkeen
ajettiin jäähdytyssykli.

2 REAGENSSIT
2.1 Testipakkauksen mukana toimitettavat reagenssit

§ lyofilisoituja koettimia (DNA Probe Mix, Component A)
§ DNA-puskuria (DNA Buffer, Component B)
§ hybridisaatiopuskuri (Component C)
§ pesupuskuri (Component D)
§ Mounting Medium
§ perforaatioreagenssi (Component G)
§ testiohje

2.4 Testin suorittamisessa tarvittavat laitteet, materiaalit ja reagenssit
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§ mikrosentrifuugi
§ koeputkisekoitin
§ sekuntikello
§ seaWAVE-mikroaaltouuni
§ vesihaude
§ lämpösyklikammio
§ pinsetit
§ steriilejä 1,5 ml:n Eppendorf-putkia
§ koeputkiteline Eppendorf-putkille
§ pipettejä 5ul-1000ul ja steriilejä kärkiä
§ hybridisaatiokammioita
§ lämpölevy noin 50°C tai lämpökaappi objektilasien kuivaamiseen
§ steriiliä de-ionisoitua vettä 500ml
§ 250 ml:n mittalasi
§ PBS (jos tutkitaan veriviljelypulloja)
§ etanolia 96%
§ hanavettä
§ käsipyyhkeitä
§ 8-kuoppaisia SeaPro-objektilaseja
§ peitinlaseja (50 mm)
§ immersioöljyä
§ xyleeniä tms objektiivien puhdistamiseen
§ fluoresenssimikroskooppi, jossa filtterit punaiselle ja vihreälle fluoresenssille

Värjäys Absorptio (nm) Emissio (nm)
Fluoresiini 494 518

Cy3 552 570

5.1 REAGENSSIEN VALMISTELU
Hybridisaatiopuskurissa (Hybridization Buffer, Component C) ja pesupuskurissa (Wash Buffer,
Component D) käytetty SDS-komponentti voi saostua. Tämä reaktio riippuu lämpötilasta ja on täysin
palautuva.

5.1.1. Lyofilisoidut koettimet (DNA Probe Mix, Component A)
§ Sentrifugoi kylmäkuivatut koettimet putken pohjaan pyöräyttämällä niitä sentrifugilla

muutaman sekunnin ajan.
§ Re-hydroi 27 µl:lla DNA-puskuria (DNA Buffer, Component B)
§ Lisää 243 µl huoneenlämpöistä hybridisaatiopuskuria (Hybridization Buffer,

Component C)
§ Sekoita huolellisesti ennen käyttöä, sentrifugoi rekonstituoidut koettimet putken

pohjaan ja kiedo putket alumiinifolioon. Lyofilisoidut koettimet säilyvät jääkaapissa 2
vuotta. Käyttövalmiit laimennokset säilyvät valolta suojattuna jääkaapissa +2-8°C:ssa
6 kuukautta.

5.1.2. Kostea kammio
§ Leikkaa käsipyyhepaperista kapea suikale ja laita se toiseen hybridisaatiokammioon (-

putkeen). Kostuta paperi 2 ml:lla hybridisaatiopuskuria (Hybridization Buffer,
Component C) ja sulje hybridisaatiokammio huolellisesti.

5.1.3. Pesupuskuri
§ Wash Buffer (Component D) on 10 x konsentroitua ja se on laimennettava steriiliin

deionisoituun veteen: 50 ml puskuria + 500 ml vettä. Tarkista ennen laimentamista,
että pesupuskuriliuos on täysin homogeeninen eikä siinä ole valkoista saostumaa.
Sakka aiheutuu pesupuskurin SDS:sta, joka saostuu huoneenlämmössä. Jos pullossa
on näkyvää saostumaa, lämmitä pesupuskuripulloa korkki avoimena 30 sekunnin ajan
mikroaaltouunissa teholla 240W.

5.1.4. Perforaatiokemikaali (Component G)
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§ Laimenna reagenssiputki cF05G-100 lisäämällä siihen 1,1 ml steriiliä vettä. Säilytä
jääkaapissa +2-8°C:ssa.

5.2 NÄYTTEIDEN VALMISTELU
Mitä tuoreempaa potilasnäyte, veriviljelmä tai mikrobiviljelmä on, sitä paremmin ne hybridisoituvat.
Vanhempia näytteitä voi käyttää, mutta niissä on vähemmän positiivisesti fluoresoivia soluja.

5.2.1. Positiiviset veriviljelmät
§ Ota positiivisen kasvuindeksin antaneesta veriviljelypullosta noin 0,5 ml:aa verta

Eppendorf-putkeen. Siirrä tästä 10 l:aa toiseen Eppendorf-putkeen ja lisää päälle 90
l:aa PBS:ää. Sekoita hyvin vortexoimalla.

5.2.2. Viljelmät
§ Ota pieni pesäke maljalta ja suspendoi se 1 ml:aan PBS, sekoita huolellisesti

Vorteksilla ja laimenna PBS:llä esim. 1:100. Mikäli aika sallii, siirrosta myös 1-2 ml
sopivaa ravintoliuosta ja inkuboi 1-2 tuntia log-vaiheen kasvun saamiseksi.

5.2.3. Yskösnäytteet
§ Laimenna yskösnäyte 1:10 ditiotreitoliliuoksella (DTT, 1 mg/ml PBS:ää) ja sekoita

huolellisesti Vorteksilla.

5.2.4. Muut ruumiinnesteet
§ Ota 10 µl näytettä ja lisää se suoraan lasille.

5.2.5. Tikkunäytteet
§ Näytettä voi hiertää suoraan objektilasille seuraavasti: pyyhkäise tikulla objektilasin

kuoppaa, nosta tikku ylös ja kierrä sitä ¼-kierrosta. Pyyhkäise sitten seuraavaa
kuoppaa, nosta tikku ylös ja kierrä taas ¼-kierrosta jne. Tikkuun jää vielä riittävästi
näytettä levitettäväksi petrimaljalle.

5.2.6. Preparaattilasi
§ Merkitse näytteiden sijainti laboratoriopäiväkirjaan, lyijykynällä voi tarvittaessa

kirjoittaa objektilasin hiottuun päähän ilman että kirjoitus liukenee alkoholikäsittelyssä.
Pipetoi lasille 10 µl näytettä kutakin tutkittavaa koetinta (Probe) kohti ja levitä pisara
koko kuopan alalle steriilillä pipetinkärjellä pitämällä sitä lähes vaakasuorassa.
Samalla lasilla voi olla useita eri näytteitä. On suositeltavaa käyttää SeaPron
valmistamia laseja, jotka on todettu toimiviksi FISH-töissä. SeaPron lasien 8 kuoppaa
on erotettu toisistaan Teflon-kerroksella, mikä estää reagenssien ja näytteiden
sekoittumisen.
Lisää grampositiiviset ja gramnegatiiviset organismit omille laseilleen!

§ Kuivaa lasit lämpölevyllä tai lämpökaapissa korkeintaan 55°C:ssa
§ Fiksaa näytteet lasille mikroaaltouunissa: 3 minuuttia noin 240W (tehon säätäminen: 4

painallusta näppäimestä Power Level => ruutuun lukema 30P)
§ Valitse käytettävät koetinpanelit (G-, G+, hiiva) gramvärjäystuloksen perusteella.

Koettimet grampositiivisille
Lisää 10 µl komponentti G:tä (perforaatiokemikaali, Component G) grampositiivisten
koettimilla tutkittavien näytteiden päälle. Sulje objektilasi hybridisaatiokammioon ja
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pidä sitä 37-48°C:ssa (=vesihauteessa) 10 minuuttia. Korkeampi lämpötila antaa
huomattavasti parempia tuloksia.
Huuhtele upottamalla etanoliin 3:ksi minuutiksi  (etanoli voi olla valmiina toisessa
hybridisaatio-kammiossa).
Kuivaa lasi korkeintaan 55°C:ssa ja anna alkoholin haihtua.

Koettimet gramnegatiivisille
Upota objektilasi etanoliin 10:ksi minuutiksi (etanoli voi olla valmiina
hybridisaatiokammiossa).
Kuivaa lasi korkeintaan 55°C:ssa ja anna alkoholin haihtua.
Koettimet hiivoille
Upota objektilasi etanoliin 15:ksi minuutiksi  (etanoli voi olla valmiina
hybridisaatiokammiossa).
Kuivaa lasi korkeintaan 55°C:ssa ja anna alkoholin haihtua.

5.3 HYBRIDISAATIO
§ Lisää 10 µl rekonstituoitua probe-mixiä (DNA Probe Mix, Component A, kuvattu

kohdassa 5.1) kuhunkin testikuoppaan.
§ Laita objektilasi edellä valmisteltuun kosteaan hybridisaatiokammioon ja sulje kammio

tiukasti. Hybridisaatiokammion sisälle mahdollisesti pääsevä vesi tuhoaa
hybridisaatio-olosuhteet.

5.3.1 seaWAVE-uunin käyttäminen
§ Ota toinen hybridisaatiokammio ja lisää siihen 30 ml laimennettua pesupuskuria.
§ Lisää lämpösyklikammioon 220 ml tavallista hanavettä (250 ml – 30 ml).
§ Laita molemmat hybridisaatiokammiot lämpösyklikammioon ja mittaa veden lämpötila.
§ Lisää lämpötilalukema taulukkoon ”seaWAVE calibrations2.xls” ja lue

esilämmitykseen tarvittava lämmitysaika.
§ Varmista että seaWAVE-uunin syklikytkin on OFF-asennossa, aseta lämmitysaika ja

käynnistä uuni painamalla kytkintä START/AUTOMINUTE.

§ Pysäytä uuni niin, että taulukon ”seaWAVE calibrations2.xls” antama sekuntimäärä
jää uunin näyttöön. Pidä uuni suljettuna, nollaa aikalaskuri, käännä seaWAVE-uunin
syklikytkin ON-asentoon, aseta hybridisaatioajaksi uunin kalibroinnissa saatu 16 min
30 s (tehty etukäteen LABEMASSA) ja käynnistä uuni (START/AUTOMINUTE).

§ Hybridisaatioajan kuluttua käännä seaWAVE-uunin syklikytkin OFF-asentoon, avaa
uuni ja ota lämpösyklikammio ulos uunista. Siirrä objektilasi pinseteillä nopeasti
hybridisaatiokammiostaan toiseen hybridisaatiokammioon, jossa on 30 ml
laimennettua pesupuskuria. Sulje molemmat hybridisaatiokammiot huolellisesti, laita
ne takaisin lämpösyklikammioon ja mittaa veden lämpötila. Jos se on yli 46°C, anna
jäähtyä, mutta päinvastaisessa tapauksessa lämmitä muutama sekunti.

§ Laita tämän jälkeen lämpösyklikammio takaisin seaWAVE-uuniin, käännä seaWAVE-
uunin syklikytkin ON-asentoon, aseta pesuajaksi 15min ja käynnistä uuni
(START/AUTOMINUTE).

5.3.2 Objektilasin valmistelu
§ Käännä fluoresenssimikroskooppi päälle ja anna sen lämmetä kunnolla.
§ Poista objektilasille jäänyt pesupuskuri kastamalla lasi etanoliin.
§ Kuivaa lasi mahdollisimman nopeasti kuumalevyllä tai puhaltamalla lasille lämmintä

ilmaa. Nopea ja täydellinen kuivausvaihe on tärkeää, koska silloin voi välttyä
fluoresenssin sammumiselta.

§ Lisää 5 µl Mounting Mediumia jokaiseen näytekuoppaan ja peitä objektilasi
peitinlasilla. Jos Mounting Mediumia lisätään liian paljon, voi se nostaa peitinlasia
liikaa, mikä pilaa lukemisen.
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§ Tutki preparaattia standardifilttereillä (punainen ja vihreä fluoresenssi). ”Dual Filter” on
avuksi punaisen ja vihreän fluoresenssin yhtäaikaiseen toteamiseen.

§ Fluoresenssi on parasta lukea mahdollisimman nopeasti, mutta laseja on mahdollista
säilyttää ja lukea huomattavan paljon myöhemmin. Tällöin on yritettävä välttää suuria
lämpötilavaihteluja ”mountingin” ja lukemisen välillä.

6 TULOSTEN TULKITSEMINEN
Tarkista käytettyjen koettimien tuotenumerot ja etsi oheisesta taulukosta positiivisia reaktioita
tarkoittavat värit. Nämä näkyvät vahvoina valosignaaleina. Punaista signaalia antavan koettimen
fluoresenssin ei pitäisi

olla näkyvissä vihreän signaalin filtterillä tarkasteltuna ja päinvastoin. Jos organismiin sitoutuu sekä
punaisia että vihreitä koettimia, näkyvät nämä keltaisina Dual Band –filtterillä. Tällaiset mikrobit on
merkitty taulukossa tähdellä.

Joitakin soluja voi olla näkyvissä, mutta ne tulkitaan negatiivisiksi mikäli fluoresenssi ei ole vahva.

Jotkut solut, varsinkin suuret solut kuten hiivat, voivat olla voivat näkyä fluoresenssivalossa jotkut
voivat autofluoresoida. Autofluoresenssia ei pidä sekoittaa hybridisaation avulla aikaansaatuun
fluoresenssiin. Autofluoresenssin ominaispiirteitä ovat kellertävänvihreä fluoresenssi sinisellä filtterillä,
yhtä suuri tai huomattavasti heikompi signaali vihreällä filtterillä ja oranssi väri Dual Band –filtterillä.

Solujen hybridisoituneista fluoroforeista johtuva autofluoresenssi näkyy usein fluoresoivina pisteinä
solun sisällä, mikä vastaa ribosomien sijaintia.

Mikroskopointi:
Lisää peitinlasille tippa immersioöljyä kunkin kuopan kohdalle ja aloita tarkastelu 100x öljyimmersio-
objektiivilla. Laita päälle normaalivalo, kuljeta lasia niin, että kuopan ja Teflonin raja on keskellä
näkökenttää ja fokusoi siihen hitaasti. Kun olet löytänyt mikrobeja, himmennä normaalivalo ja avaa
fluoresenssiyksikön diaphragm. Vaihtele suodattimia Cy3 ja FITC ja tee merkinnät
laboratoriopäiväkirjaan.

Koettimen
koodi

Koettimen vihreä osa Signaali Koettimen punainen
osa

Signaali

cF042005 Bacteroides + Prevotella vihreä Pseudomonas
aeruginosa

punainen

cF042031 Candida dubliniensis vihreä Candida tropicalis punainen
cF042041 Candida glabrata vihreä Candida parapsilosis punainen
cF042051 Candida krusei vihreä Candida albicans punainen
cF042075 Clostridium perfringens vihreä Streptococcus

pneumoniae
punainen

cF042081 E. coli / Shigella vihreä Haemophilus influenzae punainen
(cF042111 Enterococcus faecium vihreä Enterococcus faecalis punainen)
(cF042121

cF042125

Eubacteria
tilalla

Eubacteria

vihreä

vihreä

Enterobacteriaceae

Staphylococcus aureus

punainen) *

punainen) *
cF042191 Staphylococcus ssp. vihreä Staphylococcus aureus punainen
cF042322 Stenotrophomonas

maltophilia
vihreä Klebsiella pneumoniae punainen

cF042332 Streptococcus ssp. vihreä Enterococcus ssp punainen
cF042341 Streptococcus pyogenes vihreä Streptococcus agalactiae punainen
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Hiivakoettimen tulkinta:

Fluoresenssi Tulkinta Suhde flukonatsoliin
punainen C. albicans

C. tropicalis
C. parapsilosis

herkkä

vihreä C. krusei resistentti
keltainen C. glabrata annosriippuvainen
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