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VITEK® MS -laite on bioMérieuxin kehittdma ja valmistama, matriisiavusteiseen
laserdesorptio-ionisaatio-lentoaikamassaspektrometriaan (MALDI-TOF) perus-
tuva massaspektrometri, jolla tunnistetaan kliinisesti merkittavia mikrobeja kliini-
sen mikrobiologian laboratorioissa. Opinnaytetyon aihe saatiin Fimlab Laborato-
riot Oy:n mikrobiologian laboratoriosta.

Opinnaytetyossa tarkasteltin VITEK® MS -laitteen ja sen tietokantojen kehitty-
mista viimeisen vuosikymmenen aikana. Tyon tarkoituksena on selvittaa laitteen
tietokantojen ja mikrobien tunnistuskyvyn kehittymista systemoituna kirjallisuus-
katsauksena. Tavoitteena oli tuottaa lukijoille ajankohtaista tietoa VITEK® MS -
laitteen tunnistuskyvysta. Teoriaosassa kasiteltiin laitteen toimintamenetelmaa,
kayttda, naytteenkasittelya ja mikrobitunnistuksen taustaa. Tutkimusosassa tar-
kastellaan kirjallisuustietokantahauista valittuja 12:ta vertaisarvioitua tutkimusar-
tikkelia. Haku ja artikkelien valinta tehtiin kevaalla 2021.

VITEK® MS -laitteen tietokantoja kehitetaan jatkuvasti: niihin lisadtdan mikrobeja
ja parannetaan tietokannassa jo olevien mikrobien tunnistusta jokaisessa tieto-
kantapaivityksessa. Tulosten perusteella voidaan todeta, etta VITEK® MS on no-
pea ja luotettava mikrobien tunnistusvaline rutiinidiagnostiikan tarpeisiin. Suuri
osa tavallisista taudinaiheuttajista pystytaan tunnistamaan niin luotettavasti, etta
tulos voidaan vastata suoraan ilman varmistusta toisella menetelmalla, mika no-
peuttaa ja parantaa potilaiden hoitoa. Naytteen lapimenoajalla on kriittinen mer-
kitys esimerkiksi sepsistapauksissa. MALDI-TOF ei voi kuitenkaan syrjayttaa
taysin perinteisia menetelmia, koska menetelman rajoitteena on, etta se ei pysty
erottamaan toisistaan geneettisesti hyvin laheista sukua olevia mikrobeja.

Asiasanat: MALDI-TOF, kliininen mikrobiologia, tietokanta
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In the last decade, matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight
(MALDI-TOF) mass spectrometry has become the gold standard in identification
of clinically relevant microbes, including bacteria, yeast and fungi, in the clinical
microbiology laboratory. VITEK® MS is a MALDI-TOF mass spectrometry instru-
ment developed by bioMérieux.

The purpose of this thesis was to study the development of the VITEK® MS Sys-
tem and its ability to identify microbes. The aim was to provide current and rele-
vant information about the VITEK® MS System and its development. The theo-
retical section explores the theoretical background of MALDI-TOF mass spec-
trometry and the use of the VITEK® MS System. This thesis is a systematized
literary review of the evolution of the VITEK® MS databases.12 peer-reviewed
articles with similar research frames were selected from article searches in the
spring of 2021.

Every VITEK® MS database update included hundreds of new microbes added
to the database, and enhanced identification for some of the already existing mi-
crobes in the database. The first database version included mainly bacteria, and
more yeasts and moulds were added to the second version. The next update
added filamentous fungi as a new microbe type, and the newest database version
3.2 included emerging pathogens.

In conclusion, the VITEK® MS System provides a fast and reliable tool in identi-
fying clinically relevant microbes in routine diagnostics. The study showed that
MALDI-TOF identification is mostly accurate enough to be the sole diagnostic
method, but in some cases, it still needs traditional bacterial identification meth-
ods alongside it.

Key words: MALDI-TOF, database, clinical microbiology
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1 JOHDANTO

Opinnaytetydomme aihe on VITEK® MS -laitteen ja sen tietokantojen kehittymi-
nen. VITEK® MS -laite on bioMérieux:n kehittama ja valmistama laite mikrobien
tunnistukseen kliinisissa ja tutkimuslaboratorioissa. VITEK® on bioMérieuxin re-
kisteroima tuotemerkki, ja tassa tyossa kaytamme selvyyden vuoksi sanaa VI-
TEK ilman ®-merkkia. Laitteelle on olemassa kliinisen kayton (IVD, in vitro diag-
nostics) ja tutkimuskayton (SARAMIS/RUO, research use only) tietokannat.
Opinnaytetydssamme tarkastelemme kliiniseen kayttéon tarkoitettua 1VD-tieto-
kantaa, ja VITEK MS -laitteen tietokannalla tarkoitamme tassa tydssa juuri IVD-

tietokantaa ja sen eri versioita.

Laitteen tunnistusmenetelma perustuu MALDI-TOF -massaspektrometriaan
(Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight, matriisiavusteinen
laserdesorptio-ionisaatio-lentoaikamassaspektrometria). Kaytdmme tyossa ly-
hennettda MALDI-TOF, kun viittaamme kyseiseen menetelmaan. MALDI-TOF -
menetelma on edullisuutensa ja kayton yksinkertaisuuden takia yleistynyt mikro-
bien tunnistusmenetelmana ympari maailman, ja siksi on tarkeaa lisata tietoa ai-

heesta.

MALDI-TOF on kliinisessa kaytdéssa nopea, tarkka ja kustannustehokas mene-
telma (Munukka & Eerola 2020; Oviafno & Rodriguez-Sanchez 2021). Yksinker-
taisesti sanottuna MALDI-TOF -massaspektrometrian avulla tunnistetaan tunte-
mattoman mikrobin spektri eli ns. proteiinisormenjalki vertaamalla sita tietokan-
nassa oleviin eniten samankaltaisiin tunnettujen organismien proteiinisormenjal-
kiin (Martin 2016, 231).

Uusien lajien tunnistuksen lisdksi tehdaan tutkimusta erilaisten mikrobilaake-
resistenttien kantojen erottamiseksi ja antibioottiherkkyysmaarityksen mahdollis-
tamiseksi menetelmalla (Oviano & Rodriguez-Sanchez 2021). Yksi menetelman
kayton haaste on myos jatkuva uusien taudinaiheuttajamikrobien 16ytyminen

naytteista. Menetelmalla tunnistetaan taudinaiheuttaja lajitasolle, vanhojen me-



6

netelmien suku- tai ryhmatason tunnistamisen sijaan. Kliinikoille voi tuottaa vai-
keuksia valita oikea hoito, kun taudinaiheuttajalaji on taysin uusi. (van Belkum
ym. 2017)

Opinnaytetyon aiheen saimme Fimlabin mikrobiologian laboratoriosta mikrobio-
logi Bruno Luukiselta, joka esitti aiheeksi VITEK MS -laitteen ja sen tietokantojen
kehittymisen tutkimista. Tassa tydssa meidan on tarkoitus selvittaa VITEK MS -
laitteen tunnistuskyvyn kehittymista, ja tietokantojen laajentumista kirjallisuuskat-
sauksena. Laitteen tunnistamat mikrobityypit ovat lisaantyneet, ja sen tietokannat
laajentuneet nopeasti, ja siksi olisi hyva saada ajantasaista tietoa tamanhetki-
sesta tilanteesta ja laitteen kehittymisesta viime vuosina. Tyon teoriaosassa esit-
telemme MALDI-TOF:in toimintaperiaatteen ja VITEK MS -laitteen kayton kliini-

sen mikrobiologian laboratoriossa.



2 OPINNAYTETYON TARKOITUS

Hyva tutkimusongelman asettelu on valittuun aiheeseen nahden relevantti ja riit-
tavan tiivistetty, jotta se ei ole liilan suppea ja kirjallisuuskatsaus antaa mahdolli-
suuden vastata tutkimuskysymykseen. Liian laaja kysymyksen asettelu antaa niin
laajan aineiston, ettei sen kasittely ole mahdollista, mutta liilan suppeana aineis-

toa ei saada lainkaan. (Niela-Vilén & Hamari 2016, 24)

Opinnaytetyon aiheen aihion saimme Fimlabilta mikrobiologi Bruno Luukiselta ja

siita muotoilimme aihetta tutkimuskysymyksen muotoon seuraavasti:

Miten VITEK MS -laitteen tunnistuskyky on kehittynyt?

Tarkoituksemme on selvittad VITEK MS -laitteen tietokantojen kehittymista ja
mikrobien tunnistuskykya sen kayton alkuajoista nykyhetkeen. Keskitymme lait-
teen kliiniseen kayttdoon ja yksistaan bioMérieux:n VITEK MS -laitteeseen, koska
kyseinen laite on kaytdossa Fimlabin mikrobiologian laboratoriossa. Teemme tyon
systemoituna kirjallisuuskatsauksena, ja tyon tarkoituksena on lisata asiasta kiin-
nostuneiden tietamysta VITEK MS -laitteen tunnistuskyvysta ja toiminnasta. Tyon
menetelman valitsimme osittain vallitsevan koronatilanteen vuoksi, mutta ko-
emme myo0s, etta aiheesta saa eniten tietoa nimenomaan tutkimalla aiheesta teh-
tya tutkimusta. MALDI-TOF -menetelma on verrattain uusi etenkin kliinisessa
kaytdssa, ja siksi tietokantojen kehittymisen tunteminen on tarkeda myds bio-
analyytikon kaytannon tydssa. Tietokantojen nopean kehityksen vuoksi uusim-
pien tietokantojen tunnistuskyky ei ole valttamatta kovin hyvin tunnettua kaytan-

non tyon tekijoille.

TyoOn tavoitteena on tarjota lukijalle ajankohtaista tietoa VITEK MS -laitteen tun-
nistuskyvysta, ja teoriaosassa lukija saa kasityksen laitteen toiminnasta, kaytosta
ja tunnistuksen perusteista. Laitevalmistaja bioMérieux painottaa kaikissa laite-
ohjeissa, etta laitteen kayttajien on oltava perehtyneitd mikrobiologisten nayttei-

den kasittelyyn ja laitteen kayttoon, erityisesti tydntekijdoiden vastatessa tutkimus-
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tuloksia. Lisaksi useissa tutkimusartikkeleissa oli mainintoja riittavan ammattitai-
don merkityksesta luotettavien tulosten saamiseksi VITEK MS-laitteella tehdyissa

analyyseissa.



3 MATRIISIAVUSTEINEN LASERDESORPTIO-IONISAATIO-LENTOAIKA-
MASSASPEKTROMETRIA (MALDI-TOF MS)

Massaspektrometria on analyysimenetelma, jonka avulla voidaan maarittaa,
mitka molekyylit muodostavan naytteen. Maarittaminen tapahtuu ionien luoman
massaspektrin perusteella. Massaspektrometrit tekevat naytteelle tunnistuksen
ja kvantifioinnin molekyylien ioni-massa-varauksen suhteen perusteella. Tata
menetelmaa voidaan hyodyntaa kliinisessa ymparistossa bakteerien nopeaan
tunnistamiseen. Bakteerien tunnistus vaikuttaa potilaan hoitoon, joten on tarkeaa
tunnistaa infektion aiheuttajat nopeasti ja luotettavasti. (Hou, Chiang-Ni & Teng
2019)

Massaspektrometriaa kaytettiin jo 1970-luvulla bakteerien tunnistuksessa, mutta
vasta vuonna 1985, kun tutkijat keksivat kayttaa matriisimateriaalia makromole-
kyylien ionisoimisessa estaakseen proteiinien hajoamisen, MALDI-TOF sai al-
kunsa. 2000-luvun alussa menetelman kehitysty6ta jatkettiin ja ensimmaiset tie-
tokannat mikrobien massaspektreista kehitettiin. MALDI-TOF-menetelma ei tullut
kuitenkaan laajaan kliiniseen kayttéon kuin vasta 2010-luvulla. (Zimmermann
2015, 221-222)

MALDI-TOF on yksi kaytetyimmistd massaspektrometrivalineista, johtuen sen
nopeasta ja tarkasta tunnistuksesta, joka tapahtuu alle tunnissa. MALDI-TOF
pystyy tunnistamaan mikrobin suvun ja lajin. MALDI-TOF:in kyky tunnistaa
mikro-organismeja perustuu lajin tunnusomaisen proteiinispektrin tunnistami-
seen ja sen vertaamiseen tietokantaan. MALDI-TOF:in etuna on etta, se vaatii

vahemman naytteen esikasittelya kuin perinteiset menetelmat. (Hou ym. 2019)

MALDI-TOF -menetelmassa tuoretta bakteerikasvustoa siirrostetaan naytele-
vylle. Naytteen paalle pipetoidaan orgaanista happoa, jotka kutsutaan matriisiksi.
Matriisilla peitettya naytetta pommitetaan laserilla laitteessa, jolloin naytemateri-
aali desorboituu ja kaasuuntuu. Naytteen kaasuuntuneet ja varautuneet proteii-
nimolekyylit kiihdytetdan sahkokentassa, jolloin ne liikkuvat laitteen vakuumityh-
jiossa detektorille. Saapumisjarjestyksesta muodostetaan spektri eli naytteen ns.
proteiinisormenjalki. Laite laskee mitattujen lentoaikojen perusteella proteiineille
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massa-varaussuhteen ja kunkin erikokoisen proteiinin intensiteetin, joka heijas-
taa kyseisen proteiinin maaraa naytteessa. Spektria verrataan tietokannassa ole-
vien tunnettujen bakteerilajien spektreihin. (Gross 2017; Harju & Gronroos 2020;
Munukka & Eerola 2020)

MALDI-TOF -tietokannat ovat useilla tutkimuksilla ja erilaisilla ndytemateriaaleilla
varmistettuja, ja ne tarjoavat tehokkaan valineen rutiinidiagnostiikkaan kliinisille
laboratorioille. Tietokantoja laajennetaan ja kehitetdan jatkuvasti tunnistamaan
enemman myos taysin uusia taudinaiheuttajia. (van Belkum ym. 2017) MALDI-
TOF ei sovellu talla hetkella joidenkin hyvin laheistd sukua olevien mikrobilajien
luotettavaan erotteluun. Talloin erotteluun kaytetaan perinteisia biokemiallisia
menetelmid. Muun muassa Shigellan ja E. colin proteiinispektrit ovat lajien sa-
manlaisuuden vuoksi niin samankaltaisia, ettei niita pystyta erottamaan MALDI-
TOF -menetelmalla. (Harju & Gronroos 2020) Myds yleisesti referenssimenetel-
mana kaytetylla 16S rRNA-sekvensoinnilla on vaikea luotettavasti erottaa naita
mikrobeja toisistaan (Harju & Gronroos 2020, Girard ym. 2021). VITEK MS:n tie-
tokannan referenssimenetelmana kaytetaan 16S rRNA-sekvensointia, joka oli
myos kaytossa useissa taman opinnaytetyon tutkimusosiossa kaytetyista tutki-

musartikkeleista.
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4 VITEK MS -LAITE

41 VITEK MS -jarjestelma

VITEK MS on bioMérieux:n valmistama massaspektrometri, joka kayttda mikro-
organismien tunnistamiseen MALDI-TOF -massaspektrometriaa. VITEK MS tun-
nistaa mikro-organismit primaariviljellyistd puhtaista pesakkeista. VITEK MS
kayttaa tunnistamiseen proteiinispektria, joka muodostuu naytteen ribosomaali-
sista proteiineista. Laitteen ohjelmisto vertaa saatua dataa laiteessa olevaan tie-
tokantaan, johon on tallennettu tunnettujen taudinaiheuttajien proteiinispektreja.
Tunnistustuloksen lisaksi se ilmoittaa mahdolliset samankaltaiset proteiinispekt-

rit, seka tunnistuksen luotettavuuden prosenttiarvon. (Harju & Gronroos 2020)

Laboratorion ulkopuolella

:
VITEK® FLEXPREP NS S
§ VITEK® MS Software ° M
Q S us s
®
Verkkotietokone WNC LR o laboratorio-
tutkimustulosohjelmisto tietojérjestelma
> Reititin ja palomuuri
Laboratoriossa
\
|Valinnainen lisdjarjestelma
™ R =
Q VITEK® FLEXPREP Q
VITEK® 2 \ il VITEK® Software % P) B )
Software % % ‘
I Verkkotietokone VITEK® MS Acquisition Station
VITEK®2 tietokone laitetta ohjaava tietokone ja ohjelmisto

= W

VITEK® 2 laite

(o —
o

-
VITEK® MS laite

KUVIO 1: VITEK MS -jarjestelman eri osat, muokattu (VITEK MS Workflow User
Manual 2018)

Tarkalleen ottaen VITEK MS System ei ole laite, vaan jarjestelma, joka muodos-
tuu mekaanisesta laitteesta ja useammasta tietokoneohjelmasta (kuvio 1). Jar-
jestelmaan kuuluu erilaisia ohjelmia, joilla ohjataan mekaanista laitetta (VITEK
MS Acquisition Station), ja muodostetaan mekaanisen laitteen tuottamasta raa-
kadatasta mikrobitunnistus (VITEK MS Software). Lisaksi jarjestelmaan kuuluu
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naytteenkasittelya ohjaava ohjelma (VITEK MS FLEXPREP Software) ja ohjelma
mikrobitunnistustietojen liittamiseksi potilastietojarjestelmaan (MYLA), kun nayt-
teenkasittelyohjelman avulla on lisatty tunniste, jolla nayte yhdistetaan tiettyyn
potilasnaytteeseen. (VITEK MS Software User Manual 2018, VITEK MS Work-
flow User Manual 2018)

4.2 VITEK MS -laitteen toimintaperiaate

VITEK MS Systemin mekaaninen laite muodostuu naytekammiosta, laserista,
lentoaikaputkesta, jossa on tyhji0, seka detektorista, joka mittaa siihen lentaneet
varautuneet partikkelit (kuvio 2). Naytevalmistelu ja tunnisteet tehdaan VITEK
FLEXPREP -ohjelman avulla. Tunnistettavat mikro-organismit siirrostetaan VI-
TEK MS-DS-naytelevylle (kuva 1). Naytelevylla on 3 x 16 naytepaikkaa, jonka
ansioista naytelevy voidaan ajaa sektori, tai 1-4 naytelevya kerrallaan. Naytele-
vylla on kolme kalibrointikohtaa, joille siirrostetaan kaupallista E. coli -kalibrointi-
kantaa ennen naytteiden ajoa. Naytelevylle tulevan naytteen tulisi olla kolmen
millimetrin levyinen yksittainen pesake, mutta laite saattaa tunnistaa myos muun
kokoiset naytteet (kuva 1). Pesakkeen tulee myds olla puhdas, eli makroskoop-
pisesti tarkasteltuna yhta mikrobia sisaltava. (VITEK MS Workflow User Manual
2018)

Siirrostetun naytteen paalle pipetoidaan VITEK MS-CHCA -matriisia (kuva 1),
joka sisaltaa orgaanisia liuottimia, muun muassa hydroksikanelihappoa (Harju &
Gronroos 2020). Viiden minuutin jalkeen tarkistetaan, onko nayte kiteytynyt nay-
televylla. Naytteiden tulee kuivua taydellisesti ennen siirtamista VITEK MS -lait-
teelle analysoimista varten (kuva 1). (VITEK MS Workflow User Manual 2018)
Matriisi hajottaa mikrobin soluseinan, ja muodostaa kuivuessaan kidehilan, joka
suojaa naytteen proteiineja. llman matriisin kayttéa tutkittavat 2-20 kDa kokoiset
proteiinit hajoavat, kun ne ionisoidaan laserpulsseilla. (Martin 2016, 232; Zimmer-
mann 2015, 223)
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Poimitaan @ n. 3 mm Siirrostetaan nayte Otetaan 1,0 pl
kokoinen puhdas peséke. néytelevy”e. matriisiliuosta.

\"\‘7 ﬂ'EK Mg

Pipetoidaan matriisi ndytteen  Taysi naytelevy siirretdan Naytekelkka sy6tetaan
paalle ja annetaan kuivua. VITEK MS-laitteen kelkkaan.  analysaattoriin.

KUVA 1: Naytteen kasittely.

Naytelevyt asetetaan laitteeseen (kuva 1), jonka jalkeen laite muodostaa tyhjion.
Laitteen merkkivalot osoittavat, kun tyhjid on valmis ja naytteiden mittaaminen
alkaa. Ensimmaiseksi laite kohdistaa laserin naytteeseen ja ampuu siihen puls-
seja. Laserin energia desorboi eli hdyrystaa ja ionisoi naytteen molekyylit. Tata
voi seurata laitteessa olevan kameran kautta, jolloin nakee esimerkiksi, onko siir-
rostus onnistunut, ja onko naytetta riittdvasti tai likaa. (VITEK MS Instrument
User Manual 2015, VITEK MS Workflow User Manual 2018, Martin 2016, 232)

J Ionidetektori

ol
. Ionisoituneita
& proteiineja

"lentoaikaputkessa"

' ——= Laser

. [ Naytekammio

P~~~ A7+ Naytelevy

KUVIO 2: Kaavakuva MALDI-TOF -laitteen toimintaperiaatteesta. Kuva muokattu
artikkelista Martin 2016, s. 233.
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Naytekammiossa on voimakas sahkdkentta, joka "lennattaa” ionisoituneet partik-
kelit tyhjioputkeen (kuvio 2). Laitteessa on ionilevyja, jotka suuntaavat ionisuih-
kun kohti suoraan tyhjioputken toisessa paassa olevaa detektoria. lonisuihku kul-
kee ns. ioniportin |api, jolloin portti erottelee pienet, esimerkiksi matriisista perai-
sin olevat partikkelit pois, ja riittavan suuret partikkelit jatkavat lentoa. Pienimmat
partikkelit likkuvat nopeimmin tyhjiossa, ja saavuttavat detektorin ensimmaisena
(kuvio 2). Partikkelien iskeytyessa detektoriin syntyy sahkdinen signaali, jonka
laite rekisterdi. VITEK MS Software -ohjelma muuntaa signaalien muodosta-
masta datasta spektrin, joka kuvaa naytteen partikkelien massa-varaussuhdetta
daltoneina. (VITEK MS Instrument User Manual 2015, VITEK MS Workflow User
Manual 2018, Zimmerman 2015, 225)

MALDI-TOF -menetelman proteiinispektrin muodostuminen perustuu seuraavan-

laiseen laskentakaavaan:

massa 2 * (alkeisvaraus) = (kiihdytysjannite) = aika?

varaus lentoradan pituus?

Kaavassa oleva alkeisvaraus on luonnonvakio, kiihdytysjannite on jannite, jolla
ionit kiihdytetaan magneettikentassa, aika on ionin mitattu lentoaika ja lentoradan
pituus on laitteen tyhjioputken pituus, laserista detektoriin. (Gross 2017, 157—
158) Massaspektri muodostetaan lentoaikadatan pohjalta, eli eri kokoisten ionien
iskeytyessa detektoriin eri aikaan. Proteiinispektrin kuvaajassa (kuvio 3) esite-
taan massal/varaus -suhde daltoneina x-akselilla ja signaalin intensiteetti (eli tie-
tynlaisten ionien maara) prosentteina y-akselilla. (Martin 2016, 232, Zimmerman
2015, 225)



15

Tunnistenumero: xxx-x : Hyvaksytyt profiilit: 68

4363.728
100+ '
B
3 6253.132
€ 50
E K183.584 o 7gy S55%134
* | 3e0d612 | | % -
0- L AL A | - - . . v
5000 10000 15000

Da
KUVIO 3. Esimerkki naytteen spektrista, muokattu (VITEK MS Instrument User
Manual 2015)

4.3 VITEK MS -laitteen tietojarjestelma

VITEK MS System (kuvio 1, s. 11) muodostuu useista tietokoneohjelmista ja me-
kaanisesta laitteesta. VITEK MS Software tekee mikrobitunnistuksen laitteen
tuottamasta raakadatasta, eli massa-varaussuhteesta ja proteiinien intensitee-
tistd muodostuvasta proteiinispektrista. Ohjelma vertaa laitteen mittaamaa spekt-
ria ohjelman kirjastossa oleviin tunnettuihin spektreihin. Acquisition Station Soft-
ware on ohjelma, joka ohjaa mekaanisen laitteen toimintaa ja siirtdd saadun mit-
taustuloksen detektorista VITEK MS Software-ohjelmaan. (VITEK MS Software
User Manual 2018, VITEK MS Workflow User Manual 2018)

VITEK FLEXPREP -ohjelmalla kasitelladn naytetietoja ja tehdaan naytejono (ku-
vio 1). Ohjelman kayttgjan on valittava ensisijainen mikrobiryhma esim. bakteerit
tai sienet, jolla naytteiden ajo tehdaan, ja mahdolliseen uusinta-ajoon voidaan
valita toinen ryhma, jos aiemmasta valinnasta ei saatu tunnistustulosta. Lisaksi
kayttajan on valittava, tutkitaanko yksi nayte, vai rinnakkaiset naytteet samasta
potilasnaytteesta. Naytejonossa jokainen naytelevylle siirrostettu nayte identifioi-
daan tiettyyn potilasnaytteeseen naytetunnisteella, ja naytelevyt ovat viivakoo-
dilla merkittyja. Talla tavoin saadaan helposti kasiteltya tulokset ja jopa yhdistet-
tya VITEK MS System potilastietojarjestelmaan (LIS) MYLA®-ohjelman kautta
(kuvio 1). (VITEK MS Software User Manual 2018, VITEK MS Workflow User
Manual 2018)
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VITEK MS Software siirtaa tekemansa valmiin tunnistustiedon MYLA®-ohjel-
maan, joka on bioMérieuxin valmiiden naytevastausten ohjelma. MYLA®-ohjel-
maan voidaan VITEK MS:n lisaksi liittda esimerkiksi VITEK 2 (kuvio 1), jolloin
VITEK FLEXPREP -ohjelmaa kayttaen yhdistetdan saman tunnisteen alle seka
VITEK MS -mikrobitunnistus ettd VITEK 2 -antibioottiherkkyystulos. (VITEK MS
Software User Manual 2018, VITEK MS Workflow User Manual 2018)

VITEK MS -jarjestelmassa on erilaisia kayttajakategorioita eri kayttajaryhmille. Eri
kayttajaryhmilla (esim. peruskayttaja, vastuukayttaja, jarjestelman yllapitaja) on
erilaisia oikeuksia kayttaa jarjestelmaa ohjaavia ohjelmia. Esimerkiksi riittavilla
kayttajaoikeuksilla kayttaja voi hylata tai hyvaksya tunnistustuloksen VITEK MS
Software -ohjelmassa ennen tuloksen siirtymistd MYLA®-ohjelmaan ja siita
eteenpain potilastietojarjestelmaan. Peruskayttaja voi kayttaa VITEK FLEXPREP
-ohjelmaa ja tarkastella valmiita tuloksia MYLA®-ohjelmasta. (VITEK MS Soft-

ware User Manual 2018)

4.4 VITEK MS:n tietokanta ja tunnistuksen varmistus

Kliiniseen kayttoon myytavissa MALDI-TOF -laitteissa ja -jarjestelmissa tarkka
tunnistuksen tekeva matemaattinen laskukaava ja mikrobitietokanta ovat liikesa-
laisuuksia, joita ei julkaista. Suurin osa jarjestelmista perustuu jollain tavoin te-
hokkaaseen hakuun ja vertailuun, joka tehdaan useilla algoritmeilla laitteen tieto-
kantaan. Nain tuotetaan tulos, joka perustuu todennakdisyyteen, ja joka voidaan
ilmoittaa eri luottamustasoilla, eli kuinka varmasti ndyte vastaa jotain tiettya tieto-

kannasta I6ytyvaa mikrobilajia tai mikrobisukua. (Zimmerman 2015, 223)

Laite pommittaa laserpulsseilla naytetta niin pitkaan, kunnes se saa vahintaan 30
riittdvan samankaltaista spektria yhdesta naytteesta. Hyvalaatuiseen tunnistuk-
seen laite pyrkii saamaan sata spektria jokaisesta naytteesta. Laitteen ohjelmisto
kokoaa subspektreista lopullisen spektrin, josta VITEK MS System tekee mikro-
bitunnistuksen. (VITEK MS Instrument User Manual 2015) Tunnistustuloksessa
on aina vahvistettu luottamustaso ja -arvo (confidence level ja confidence value),

seka arvio subspektrien muodostumisesta. (Dubois ym. 2012; VITEK MS Instru-
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ment User Manual 2015) Kuviossa 3 (s. 15) on esitetty naytteesta saadun lopul-
lisen spektrin kuva, joka on muodostunut 68 riittdvan samankaltaisesta subspekt-

rista.

Martin (2016) avaa teoksessa Mass spectrometry for the clinical laboratory use-
amman kliinisessa kaytossa olevan MALDI-TOF jarjestelman tunnistuksen peri-
aatteita. VITEK MS:n tietokanta perustuu patentoituun algoritmiin. Tietokantaa
rakentaessa on saman mikrobilajin eri kannoista oltava vahintaan 10 proteiini-
spektrid, joista rakennetaan referenssispektri mikrobilajista laitteen tietokantaan.
Jokainen tunnettu proteiiniprofiili on jaettu 1300 osaan, joita valmistaja kutsuu
bineiksi. Jokaisella mikrobilla on tietyissa bineissa esiintyvat piikit ja mikrobille
ominaiset binit, joissa piikkeja ei ole koskaan. Algoritmilla painotetaan jokaiselle
mikrobille merkityksellisimmat binit, joihin tutkittavan naytteen proteiiniprofiilin
piikkeja verrataan. (Martin 2016, 234, Girard ym. 2016) Tunnistuksen luotetta-
vuustaso lasketaan sen perusteella, kuinka hyvin naytteen piikit vastaavat tieto-
kannasta I0ytyvan mikrobin proteiiniprofiilin piikkeja merkityksellisimmissa bi-
neissa. Ohjelmaan on maaritelty tarkat kynnystasot ja vain parhaat vastaavuudet
vastataan. (Dubois ym. 2012; Martin 2016, 234)

VITEK MS -jarjestelma jakaa tunnistustuloksen kolmeen luokkaan (taulukko 1):
hyva tunnistus, eli vain yksi mahdollinen taudinaiheuttaja tai -ryhma, matalan ero-
tuskyvyn tulos, jossa on kahdesta neljaan todennakoista taudinaiheuttajaa, ja vii-
meisena luokkana ei tunnistusta. Hyva tunnistus (good ID) antaa yhden vastaa-
vuuden ja todennakoisyysprosentti on 60 - 99,9, joka on bioMérieuxin mukaan
riittdva vastattavaksi. Matalan tunnistuskyvyn tuloksen (low discrimination ID)
vastaavuuksien todennakdisyyden yhteenlaskettu summa on 100 %, ja jos vas-
taavuuksien todennakoisyysprosentti jaa alle sadan, jarjestelma ilmoittaa vas-
taukseksi ei tunnistusta (no ID). (Dubois ym. 2013; Garner ym. 2013; Moon ym.
2013; Westblade ym. 2013, VITEK MS Workflow User Manual 2015, Martin 2016,
234, Mesureur ym. 2018) VITEK MS:n kayttajalle nama eri luokat on varikoodattu
kayton helpottamiseksi, ja ndytejonon tulosten tarkastelu onnistuu nopeasti (tau-
lukko 1).
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TAULUKKO 1. Tunnistuskuvakkeet (VITEK MS Software User Manual 2018,
muokattu)
KUVAKE | MAARITELMA |

Hyva tunnistus.
. Jarjestelman vahvistama tunnistus voidaan vastata sellaise-
naan.
Matalan erotuskyvyn tunnistus, 2-4 mikrobia.
Naytteesta mahdollisesti tunnistettu useampi kuin yksi merkit-
tava mikrobi tai mikrobiryhma.
Kayttajan on valittava ja vahvistettava vastaus.
Ei tunnistusta.
’ Naytteesta mahdollisesti tunnistettu useampi kuin nelja mikro-
bia tai mikrobiryhmaa, tai ei yhtaan vastaavuutta |oydetty tie-
tokannasta.
Vastausta ei voida vahvistaa. Analyysi uusittava.
Naytteesta I0ytynyt suuren riskin taudinaiheuttaja.
° Vahva tunnistus, joka tulee varmistaa toisella menetelmalla

Ei kuvaketta | Tunnistus kesken.

Uusimmilla tietokantaversioilla tehdyissa tutkimuksissa ei ole ilmoitettu todenna-
koisyysprosentteja kullekin tunnistusluokalle, eika niita 16ydy uusista VITEK MS -
ohjekirjoista. Laitteen tulosraporteissa kuitenkin jokaiselle tulokselle annetaan to-

dennakdisyysprosentti (confidence value).

4.5 Naytteenkasittely

Naytemateriaalina voidaan kayttaa agarmaljalle kasvatettua mikrobipesaketta,
tai positiivisesta veriviljelysta erotettuja mikrobeja. Myos tuberkuloosia aiheutta-
ville mykobakteereille on kehitetty esikasittelyja, joilla ne voidaan turvallisesti tun-
nistaa menetelmalld. Menetelman etuna on perinteisiin menetelmiin nahden va-
haisemman naytemaaran tarve, jolloin viljelyaika lyhenee huomattavasti. Suo-
raan potilasnaytteesta ei viela pystyta tekemaan analyysia. (van Belkum ym.
2017; Oviano & Rodriguez-Sanchez 2021)

VITEK MS -jarjestelmaa ei tule kayttda suoraan kliinisten naytteiden tunnistuk-
sen, vaan naytteet tulee ensin viljella sopivalle kasvatusalustalle (taulukko 2). So-
pivia kasvatusalustoja ovat agarmaljat seka viljelypullot. Naytetta kasvatusalus-
talta otettaessa on tarkeaa toimia aseptisesti seka varottava ottamasta mukaan

kasvatusalustan agaria, silla agar saattaa hairita tunnistusta. Tunnistettavien
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naytteiden tulee olla tuoreita. Kalibraatiokanta E. coli ATCC® 8739 ™ tulisi inku-
boida verimaljalla 18—-24 tuntia 35 lampodasteessa ennen kayttéa. (VITEK MS
Workflow User Manual 2018)

TAULUKKO 2. Naytteiden primaariviliely ennen MALDI-TOF analyysia (VITEK
MS Workflow User Manual 2018).

Useimmat bakteerit Brucellat Streptomycesit Mykobakteerit

* Inkubaatio 18-72 tuntia * Inkubaatio 48-96 tuntia # Inkubaatio 48-72 tuntia »Viljelypulloissa positiivisiksi
» +35° » +35° *35°C osoitetut ndytteet
* 5% CO,, lampokaappi tai *5% CO*-kaappi « Lampaanverimalja kasv?tetaan 24-72 tuntia ‘
anaerobikaappi * Brucella-agar malja 5% CO, * Agarilla kas_\_ratetm, popeastu
« Verimaljat, suklaamalja, S A B
Mueller-Hinton, MRSA-malja, « Agarilla kasvatetut, hitaasti
CLED ym. kasvavat lajit 7-28 p&ivaa
*35-37°
. CO,

* Middlebrook 7H11 ja 7TH10-
maljat, Coletsos-maljaja
Lowenstein-Jensen-malja

* Inkubaatio 24-72 tuntia » Inkubaatio 2-7 paivaa * Nopeasti kasvavat lajit 2-8 * Inkubaatio 18-72 tuntia
® 435 -37° *435° paivaa »+35°
*BCYE, suklaamalja, verimalja,  »5-10 % hiilidioksidikaappitai ¢ Hitaasti kasvavat lajit 5-25 *SDA-malja
SDA-malja anaerobikaappi paivaa
* Mykoplasma-malja * +20- 30°
* SDA-malja

Useimmat mikrobit eivat tarvitse erillista lisakasittelya, vaan ne voidaan siirros-
taan suoraan maljalta naytelevylle. Haitallisia naytteita kasitellessa tulee haitalli-
set taudinaiheuttajat inaktivoida. Lisaksi joidenkin mikrobien proteiinit tulee eris-
tda ennen tunnistusta. Eristamiseen on olemassa omat protokollat. Muutamalle
lisakasittelyn vaativalle mikrobille on olemassa laitevalmistajan naytekasittelykitti.
Lisakasittelya vaativat Brucellat, Streptomycesit, mykobakteerit, Nocardiat, rih-
masienet ja hiivat (taulukko 3) (VITEK MS Workflow User Manual 2018).
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TAULUKKO 3. Esikasittelyad vaativien mikrobien kasittely. (VITEK MS Workflow
User Manual 2018)

z Mykobakteerit seka
S Strep tomyces,t

sKasittelyliuos, joka sisdltaa *Ndyte kdsitellddn #Esikdsittely VITEK® MS
deionisoitua vetta, muurahaishappo- ja Mycobacterium/Nocardia
asetonitriilid seka etanoliseoksella kitilla, joka sisaltad etanolia,
trifluorietikkahappoa eKisittelyliuoksella lyysataan muurahaishappoa seka
eKasittelyliuoksella lyysataan mikrobisolut sekd eristetdan asetonitriilia
mikrobisolut sekd eristetddn proteiineja eEsikdsittely inaktivoi
proteiineja sNiyte sentrifugoidaan ja ndytteen seka eristad
sNayte sentrifugoidaan, supernatantti siirrostetaan proteiineja
pelletti suspensoidaan naytelevylle

CHCA-matriisiin, ja
siirrostetaan naytelevylle

*Esikdsittelynd naytteeseen sEsikasittely VITEK® MS eEsikisittelyna ndytteeseen
lisataan NaCl Mould —kitilld, joka sis3lt3ad lisdtddn muurahaishappoa,
*Nadyte sentrifugoidaan, etanolia, muurahaishappoa ennen CHCA-matriisin
pelletti suspensoidaan seka asetonitriilia lisddmista
CHCA-matriisiin, ja *Esikasittely inaktivoi *Muurahaishappo lyysaa
siirrostetaan naytelevylle ndytteen sekad eristaa soluja ja eristdd proteiineja
proteiineja

4.6 Laadunvarmistus

VITEK MS -laitteen kalibraationa kaytetaan E. coli ATCC® 8739 ™-kantaa, jota
siirrostetaan naytelevyn jokaiseen kalibraatiokohtaan (kuva 2). Naytelevyn kai-
kissa kolmessa sektorissa on oma kalibrointikohtansa. Kalibraatioita tehdessa on
huomioitava, ettei naytelevylla olevat naytteet sekoitu kalibraationaytteen kanssa
tai pain vastoin. Jos kalibraatiota ei ole tehty, tai se ei mene lapi, laite ei mittaa
potilasnaytteita. (VITEK MS Workflow User Manual 2018)

KUVA 2. Kalibrointikannan siirrostus naytelevylle.
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VITEK MS -jarjestelman laadunvarmistuksessa kaytetaan positiivisena kontrol-
lina tunnettuja kaupallisia kantoja (taulukko 4). Laite itse varmistaa omaa laatu-
aan mm. vertailemalla spektreja, eika se hyvaksy tuloksia, jos spektrit eroavat
likaa toisistaan tai niita ei saada riittavaa maaraa naytteesta. Kun nayte siirros-
tetaan naytelevylle, on varmistuttava siita, etta naytetta ei ole liikaa eika liian va-
han. Siirrostettavan pesakkeen on oltava puhdas, ja kontaminaatiota viereisten
naytepaikkojen tai kalibraatiokohdan kanssa ei saa tapahtua. (VITEK MS Work-
flow User Manual 2018)

TAULUKKO 4. VITEK MS:n positiiviset ja negatiiviset kontrollit eri mikrobeille (VI-
TEK MS Workflow User Manual 2018)

Useimmat bakteerit Brucellat Streptomycesit Mykobakteerit

» Kontrollikanta :Klebsiella * Kontrollikanta : Brucella s Kontrollikanta : Nocardia * Kontrollikanta:
aerogenes ATCC® 13048™ melitensis ATCC® 23456™ farcinica ATCC® 3308™ Mycobacterium smegmatis
ATCC® 19420
» Oletettu tunnistustulos : » Oletettu tunnistustulos : » Oletettu tunnistustulos:
Enterobacteraerogenes Brucellaspp Mocardia farcinica » Oletettu tunnistustulos:
Mycobacterium smegmatis
* Negatiivinen kontrolli : * Negatiivinen kontrolli : * Negatiivinen kontrolli :
VITEK® MS-CHCA -matriisi VITEK® MS-CHCA -matriisi Muurahaishaposta ja * Negatiivinen kontrolli :
asetonitriilista tehty seos, Muurahaishaposta ja
VITEK® MS-CHCA -matriisi asetonitriilista tehty seos,

VITEK® MS-CHCA -matriisi

HVRSRESEE S

* Kontrollikanta : Nocardia « Kontrollikanta : Mycoplasma * Kontrollikanta : Aspergillus » Kontrollikanta : Candida
farcinica ATCC® 3308™ hominis ATCC® 23114™ brasiliensis ATCC®16404™ glabrata ATCC® MYA-29507™

* Oletettu tunnistustulos: » Oletettu tunnistustulos: ¢ Oletettu tunnistustulos : » Oletettu tunnistustulos:
Mocardia farcinica Mycoplasma hominis Aspergillus brasiliensis Candida glabrata

* Negatiivinen kontrolli: « Negatiivinen kontrolli: 0.45 * Negatiivinen kontrolli: * Negatiivinen kontrolli:
Muurahaishapostaja % NaCl-liuos, VITEK® MS- Muurahaishapostaja VITEK® MS-FA ja VITEK® MS-
asetonitriilista tehty seos, CHCA -matriisi asetonitriilista tehty seos, CHCA -matriisi
VITEK® MS-CHCA -matriisi VITEK® MS-CHCA -matriisi

Tiettyjen mikrobien osalta positiivinen tulos tulee varmistaa VITEK MS:n lisaksi
muulla menetelmalla. Varmistettavissa tuloksissa on vaikeasti tunnistettavia la-
jeja, lajeja, joiden tunnistustulos voi olla virheellinen samankaltaisuuden takia
seka vaarallisia taudinaiheuttajia. Liitteessa 1 on lista VITEK MS v3.2 tietokannan
aina varmistuksen tarvitsevista lajeista. (VITEK MS V3.2 Knowledge Base 2018)
Tutkimustulosten varmistuksen tarve riippuu maa- ja laboratoriokohtaisista oh-
jeista, esim. tarkistetaanko kompleksitason tulos muilla menetelmilla lajitasolle.
Suomessa tartuntatautirekisterin kantakokoelmaan lahetettavia ovat mm. Myco-

bacterium tuberculosis, kotimaiset Salmonella-kannat, Vibrio cholerae, Bor-
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detella pertussis, Corynebacterium diphtheriae, metisilliini- ja oksasilliiniresisten-
tit Staphylococcus aureus -kannat ja vankomysiiniresistentit stafylokokkikannat

(THL 2019). Ajantasainen lista on saatavilla THL:n verkkosivuilla.
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5 KIRJALLISUUSKATSAUS TUTKIMUSMENETELMANA

Kirjallisuuskatsausta voidaan pitda metodina ja tutkimustekniikkana, jossa tutki-
taan aiheesta tehtya tutkimusta, eli kootaan tutkimusten tuloksia (Salminen 2011,
1). Kirjallisuuskatsauksen avulla luodaan kokonaiskuvaa aihealueesta tai asiako-
konaisuudesta; lahestymistapa voi olla tietyn tieteenalan nakdkulmasta tai se voi
olla poikkitieteellinen. Kirjallisuuskatsaukset voidaan jakaa kolmeen paatyyppiin:
kuvailevat katsaukset (narrative literature reviews), systemaattiset kirjallisuuskat-
saukset (systematic reviews) ja maaralliset tai laadulliset meta-analyysit. Kaik-
kien naiden alla on useita alatyyppeja, jotka eroavat toisistaan vain vahan. Kui-
tenkin kaikki paatyypit noudattavat samaa rakennetta ja niiden tutkimusprosessi
sisdltaa samat osat: kirjallisuushaku, aineiston arviointi, aineistosta tehty synteesi
ja aineiston analysointi. (Stolt, Axelin & Suhonen 2016, 7-8) Alla olevassa kuvi-

ossa (kuvio 4) on kuvattu tata prosessia ja sen osia.

Tutkimuskysymyksen asettaminen

Bibliografian tietokantojen ja WWWH-sivustojen valinta
Asiantuntijan
- - arvio
Hakutermien valinta =1 tietokannoista ja
hakutermeista

Kaytdnnon seulan asettaminen
Esim. sisdltd; ajanjakso; kieli

\/

Metodologisen seulan asettaminen
Esim. tutkimussuunnitelma; otanta, tiedonkeruu

\%

Katsauksen suorittaminen
Prosessin testaus ; tekijoiden koulutus; itse katsaus

Synteesin tekeminen tuloksista Laaduntarkkailu
Téamanhetkisen tiedon raportointi; tutkimustarpeen ~. Luotettavuuden
osoittaminen; |6yddsten selittiminen; tutkimuksen laadun ja tarkkuuden
kuvaus varmistaminen
Kuwvaileva katsaus Meta-analyysi

Tulosten laadullinen synteesi Tulosten tilastollinen kombinaatio

KUVIO 4. Kirjallisuuskatsaus Finkin mallia mukaillen (Salminen 2011, 11)
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Systemaattinen kirjallisuuskatsaus on sekundaaritutkimus olemassa oleviin tar-
kasti rajattuihin ja valittuihin tutkimuksiin. Systemaattiseen kirjallisuuskatsauk-
seen sisallytetaan vain aiheelle relevantit ja korkealaatuiset tutkimukset, jotka
vastaavat asetettuun tarkoitukseen, ja jotka lapaisevat valinta-, analysointi-, ja
syntetisointiprosessin Kkirjallisuuskatsausta tehdessa. (Johansson 2007, 4-5)
Systemaattisen kirjallisuuskatsauksen tiedonhaussa kaytetaan kaikkia oleellisia
tietokantoja, internetsivustoja ja manuaalista hakua opinnaytteista ja julkaisemat-
tomista lahteista. Tiedonhaun oleellinen osa on useamman tutkijan tekema itse-
nainen aineiston valinta, joita tutkijat vertailevat ja neuvottelevat lopullisesta kay-

tettavasta aineistosta. (Johansson & Lehti6 2016, 35)

Systemoitu katsaus (systematized reviews) on systemaattisen kirjallisuuskat-
sauksen alatyyppi, jossa sen kaikissa vaiheissa ei ole kahta tai useampaa tutkijaa
tekemassa itsenaisesti aineiston mukaanottoa ja analyysia. Aineiston haku suo-
ritetaan samoin kuin systemaattisessa kirjallisuuskatsauksessa, mutta se toteu-
tetaan joskus vain yhteen tietokantaan eika aineiston arviointi, analyysi ja syn-
teesi ole yhta jarjestelmallista. (Stolt, Axelin & Suhonen 2016, 14) Opinnaytetyds-
samme pyrimme mahdollisimman systemaattiseen lahestymiseen ja pyrimme
noudattamaan tydssamme systemaattiselle kirjallisuuskatsaukselle annettuja kri-
teereita, vaikka olemme tutkijoina aloittelevia. Opinnaytetydmme on lahinna sys-
temoitu kirjallisuuskatsaus, silla tyoskentelimme enemman ryhmana kuin itsenai-

sesti.
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6 KIRJALLISUUSKATSAUKSEN TOTEUTUS

6.1 Tiedonhaun tekeminen

Tiedonhaku on pitka prosessi ja ensimmaiset hakukokeilut harvoin sisaltavat lop-
puun asti hiottuja hakulausekkeita. Hakua on kokeiltava ja hakusanoja hiottava
sopiviksi. Aiheen pilkkominen hakusanoiksi ja hakulausekkeiksi kannattaa tehda
pohtien millaista tietoa halutaan 16ytaa. Tulee miettid mitka kasitteet ovat valtta-
mattomia haun kannalta, ja hyva nyrkkisaanto on, ettei hakulausekkeessa olisi

enempaa kuin kolme aihekokonaisuutta. (Lehtié & Johansson 2016, 36)

Hoitotieteessa voi kayttda PICO-periaatetta (patient, intervention, comparison,
outcome) apuna aiheen jasentamiseen. Sen avulla voidaan tunnistaa tutkimus-
kysymykseen liittyvat osat: potilasryhma, mielenkiinnon kohde (esim. oire, sai-
raus), vertailu/konteksti ja lopputulos -muuttujat. Ihan aina PICO ei taivu hakuko-
konaisuuksien tunnistamiseen. (Lehtidé & Johansson 2016, 36) PICO ei suoraan
sopinut meidankaan hakulausekkeemme muodostamiseen, mutta kaytimme sa-
man tyyppista ajatushahmotelmaa. Koimme opinnaytetydomme Iahtokohdaksi ni-

menomaan bioanalyytikon tyon nakdkulman.

Tutkimuskysymyksestamme "Miten VITEK MS -laitteen tunnistuskyky on kehitty-

nyt?” teimme kasitekartalla hakusanat (kuvio 5).

Laitteen toimintaperiaate Mikrobien tunnistus Tietokanta

Ihmiselle patologisten
MALDI-TOF mikrobien tunnistus VITEK MS tietokanta
Kliininen kayttdé

KUVIO 5. Hakusanojen kasitekartta.

Seuraavaksi tutkimme erilaisia asiasanakantoja, jotta I16ysimme oikeat termit ha-
kulauseeseen. Oletuksemme oli, ettd kirjallisuushaussa englanninkieliset termit

antavat parhaan tuloksen ja Boolen operaattoreita kayttamalla saamme artikkelit,
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jotka vastaavat parhaiten tutkimuskysymykseen. Asiasanoista muodostimme

seuraavanlaiset hakulausekkeet:

MALDI-TOF AND Kiliininen mikrobiologia AND VITEK MS AND Tietokanta
MALDI-TOF AND Clinical microbiology AND VITEK MS AND Database
MALDI-TOF AND Clinical microbiology AND VITEK MS OR Database

Nykyaikainen tietotekniikka mahdollistaa vaivattoman tiedonhaun. Suurimmaksi
ongelmaksi usein muodostuukin se, kuinka osata valita oman tutkimusaiheen
kannalta keskeisimmat julkaisut valtavasta tietomaarasta. Hoitotieteellisia artik-
keleita sisaltavia tietokantoja ovat mm. kotimaiset Terveysportti, Linda ja Medic
seka kansainvaliset Cinahl, MedLine, Ebsco ja Cochrane. Naiden tietokantojen
kayton etuna on, ettd hakutuloksissa on vain tieteellisesti laadukkaita lahteita.
Kirjallisuutta voi hakea my6s Googlen hakurobotilla, mutta siind on muistettava,
ettd hakutuloksissa on myds ei-tieteellisia artikkeleita. (Kankkunen & Vehvilai-
nen-Julkunen 2017. 96-97)

Haimme kirjallisuustietokannoista vertaisarvioituja artikkeleita aikavalilla 2011-
2021. Lisaksi etsimme hauissa artikkeleita, jotka olivat vapaasti tai Tampereen
yliopistoyhteison TUNI-tunnuksilla saatavissa verkosta. Rajasimme pois myds
muut kuin suomen-, englannin- tai ruotsinkieliset artikkelit. Aikarajauksena kay-
timme 2011 eteenpain, koska VITEK MS -laite on tullut markkinoille 2011.

Teimme artikkelihaun 11.3.2021 Tampereen yliopistoyhteison TUNI-verkossa,
joka mahdollisti paasyn ilmaiseksi useampiin artikkeleihin. Hakusanojen erotte-
luun ja lajitteluun kaytimme Boolen operaattoreita. Haut tehtiin kolmessa kirjalli-
suustietokannassa; Medline Ebscossa, Medline Ovidissa ja Andorissa. Tietokan-
noissa tuli samoja tuloksia; kaikki Medline Ebscossa saadut tulokset |0ytyivat
myods Medline Ovidin tietokannasta. Teimme lisdksi manuaalisen jalkihaun
8.5.2021, jossa etsimme artikkelia, jossa olisi kaytetty VITEK MS v3.2 -tietokan-
taversiota. Kaytimme Google-hakukonetta, ja hakusanana oli "VITEK MS v3.2
identification”. Haulla I6ysimme vertaisarvioidun tieteellisen artikkelin, joka oli jul-
kaistu huhtikuussa 2021 SpingerLink -verkkojulkaisussa. Kuviossa 6 esitetaan

hakutulosten maarat eri tietokannoista.
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KUVIO 6. Hakutulosten maara.

Valmiiden aineistojen ja my0s aiemman tutkimuksen kaytossa on aina huomioi-
tava lahdekritiikki. Hirsijarvi, Remes ja Sajavaara (2014, 113—-114) luettelevat kir-
jassa Tutki ja kirjoita seuraavat kohdat, jotka tulee arvioida osana lahdekritiikkia:
kirjoittajan tunnettuus ja arvostettuus, lahteen ika ja lahdetiedon alkupera, 1ah-
teen uskottavuus ja julkaisijan arvovalta ja vastuu, seka lahteen totuudellisuus ja
puolueettomuus. Kankkunen ja Vehvilainen-Julkunen (2017, 95) tarkastelevat
kirjallisuuden valintaa hoitotieteen tutkimuksen nakdkulmasta. He lisaavat listaan
seuraavat asiat: kirjallisuuden kattavuus, monitieteellisyys, lahteiden alkuperai-
syys, objektiivisuus, otoskoot, tutkittavien valikoituminen, metodisten valintojen

soveltuvuus ja tulosten uskottavuus.

Teimme haetuille artikkeleille rajausta: ensin artikkelin kielen perusteella, ja seu-
raavaksi otsikon perusteella, seka lopulta artikkelin abstraktin perusteella. Raja-
simme pois muut kuin englanninkieliset artikkelit, eika yhtaan ruotsin- tai suomen-
kielistd artikkelia haussa saatu. Tarkea valintakriteeri oli myods tutkimuksessa
kaytetty tietokanta. Hyvaksyimme aineistoon vain kliinisen kayton IVD-tietokan-
nalla tehdyt tutkimukset. Pyrimme tarkastelemaan kriittisesti tutkimuksissa kay-
tettyjen aineistojen kokoa: jos oli tutkittu yleisia taudinaiheuttajamikrobeja, niin
naytemaaran tuli olla useita satoja, mutta harvinaisempien kohdalla hyvak-
syimme pienemmastakin aineistosta tehdyn tutkimuksen mukaan. Yleensa pie-
nemmalla naytemaaralla tehdyissa tutkimuksessa olikin potilasnaytteiden lisaksi

kaupallisia tunnettuja mikrobikantoja lisaamassa tutkimuksen luotettavuutta.
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Andorin artikkelihaussa jouduimme tekemaan eniten rajausta, koska sielta tuli
paljon tuloksia, jotka olivat elintarvike- ja ymparistdtekniikan seka elainlaaketie-
teen alalta, tai eivat olleet relevantteja kliinisen mikrobiologian nakokulmasta. Li-
saksi oli artikkeleita, joissa tutkimus oli tehty vain muutaman potilastapauksen
perusteella, emmeka hyvaksyneet niita, silla naytemaara oli niin pieni ja tutkimuk-

sen kattavuus vahainen.

Artikkelien valinnassa kaytimme rajauskriteerina myas sita, oliko VITEK MS -lait-
teen tunnistuskykya verrattu kilpailevaan samaa menetelmaa kayttavaan laittee-
seen, vai onko vertailu tehty eri menetelmaan, ja hylkasimme artikkelit, joissa
vertailtiin kahden eri laitevalmistajan MALDI-TOF-laitetta. Laitevertailujen poisjat-
tamisen syyna oli ensisijaisesti se, ettei aineisto paisu lilan suureksi. Artikkelien
valinnan teimme hyvin tiukoilla rajauksilla, koska aloittelevina tutkijoina emme
pysty kasittelemaan tassa ajassa niin suurta maaraa artikkeleita kuin niita olisi
tullut valjemmalla rajauksella. Lopulliseen tyohon valikoitui 12 tutkimusasetelmal-

taan samankaltaista vertaisarvioitua artikkelia.

6.2 Artikkelien analysointi

Artikkelien analysoinnin aloitimme taulukoimalla artikkeleita niiden julkaisuvuo-
den ja kaytetyn tietokannan perusteella, jolloin saimme muodostettua aikajanan.
Taulukkoon sijoitimme tiedot naytteiden alkuperasta, esikasittelysta, tunnistuk-
sen varmistusmenetelmasta, seka mita yleisimpia taudinaiheuttajamikrobeja oli
tunnistettu ja mista ei luotettavaa tunnistusta pystytty tekemaan. Taulukoinnissa
tulkitsimme yhtenaisena lukuna virheellista tunnistusta ja tunnistamattomuutta,
koska kliinisessa kaytossa virheellinen tunnistus tai tunnistamattomuus merkit-
see potilaan kannalta sita, etta oikea hoito viivastyy. Aineistossa virheellinen tun-

nistus oli selvasti tunnistamattomuutta harvinaisempaa.

Taulukointivaiheessa ajoittain tormasimme ongelmaan, joka oli datan laajuus,
seka tutkittujen mikrobien maaran suuruus, vaikka artikkelien rajauksessa oli kay-
tetty tiukkoja kriteereita. Alun perin tarkoituksenamme oli kasitella artikkeleita
niin, etta vertaamme eri tietokantaversioiden kykya tunnistaa jokin tietty mikrobi.

Tavoitteenamme oli triangulaatio, jossa kuvaillaan maarallisesti joidenkin tiettyjen
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taudinaiheuttajien tunnistusta eri tietokantaversioilla seka kuvaillaan laadullisesti
muuta artikkeleista saatua aineistoa. Triangulaatiossa yhdistellaan kvalitatiivisia
ja kvantitatiivisia tutkimusmenetelmia aineiston kasittelyssa tai tutkimuksessa yh-
distetaan useamman tutkijan, aineiston, teorian, analyysiyksikon, analyysimeto-
din ja tieteenalan nakokulmaa yhdessa tutkimuksessa. Triangulaation avulla saa-
daan kokonaiskuva tutkittavasta ilmiosta ja silla pyritaan lisaamaan tutkimuksen
luotettavuutta. (Kankkunen & Vehvilainen-Julkunen 2017. 75-78)

Aineiston kasittelyn aikana huomasimme aineiston kvantitatiivisen vertailun mah-
dottomaksi. Tutkijat olivat tutkineet vain mikrobeja, jotka bioMérieux ilmoitti kul-
loinkin Kkliinisessa kaytossa olleen tietokannan tunnistavan. Tutkimuksissa tarkas-
teltiin vain sen hetkista tilannetta ja tulosten vertailu mikrobitasolla osoittautui
mahdottomaksi, koska samoja mikrobeja ei tutkittu seuraavaksi julkaistulla Kliini-
sen kayton tietokannalla. Saadusta aineistosta pystyi tekemaan vain kuvailevaa

analyysia sen suhteen mita kyseisella tietokantaversiolla pystyi tunnistamaan.
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7 TUTKIMUSTULOKSET

7.1 Aineiston kuvailu

Opinnaytetyohon valituissa artikkeleissa tutkimukset oli tehty kulloiseenkin ai-
kaan kliinisessa kaytdssa olleella VITEK MS -tietokannalla. Haussa valikoitui yh-
teensa 12 tutkimusartikkelia. 1.0.0 -tietokannasta 16ysimme 2 artikkelia: Dubois
ym. 2012, Dubois ym. 2013; 2.0 -tietokannasta 5 artikkelia: Westblade ym. 2013,
Moon ym. 2013, Richter ym. 2013, Garner ym. 2013, Wang ym. 2014, ja 3.0 -
tietokannasta loytyi 4 artikkelia: Rychert ym. 2017, Body ym. 2018, Ulger Toprak
ym. 2018, Pereira & Goldani 2019. Uusimmasta 3.2 -tietokannasta I0ytyi yksi tut-
kimusartikkeli: Girard ym. 2021. Taulukossa 5 on esitetty artikkeleiden tutkimus-
tuloksia. Tutkimuksissa oli tutkittu laitevalmistajan IVD-tietokannassa olevia mik-
robeja Kliinisistd potilasnaytteistd. Muutamassa tutkimuksessa (Westblade ym.
2013, Richter ym. 2013, Garner ym. 2013 Girard ym. 2021) aineistoon oli lisatty
bioMérieuxin laitekehityksessa kayttamia mikrobikantoja, jotta aineisto kattaa

koko tietokannan.

bioMérieux julkaisee internetsivuillaan vain uusimman, tdydennetyn tietokannan
mikrobit. Julkaisuun merkitaan erikseen lisatyt mikrobit seka edellisen tietokan-
nan mikrobit, ja lisaksi mahdolliset mikrobien nimien muutokset, jos mikrobi on
esimerkiksi siirretty taksonomisesti eri sukuun (VITEK MS V3.2 Knowledge Base
2018). Dubois ym. (2012) artikkelissaan kirjoittaa VITEK MS 1.0.0 -tietokantaver-
sion sisaltavan 586 mikrobilajin proteiinispektrin, joista bakteereita oli 508 ja
muita mikrobeja 78. Seuraava 2.0 -tietokanta julkaistiin vuonna 2013 ja se sisalsi

yli 700 mikrobia. 2.0 -tietokantaan oli lisatty varsinkin hiiva- ja homelajeja.

3.0 -tietokanta julkaistiin vuonna 2016 ja se sisalsi 1046 mikrobin proteiinispekt-
rin. Tietokantaversio v3.0 sisalsi uusina mikrobeina Nocardia -lajeja, mykobak-
teereita ja rihmasienia. Uusin 2018 Euroopassa julkaistu v3.2 -tietokantaversio
sisaltaa 1316 mikrobia, ja siihen on lisatty lisdantyvassa maarin infektioita aiheut-

tavia mikrobeja, kuten Candida auris ja Elizabethkingia anophelis.



TAULUKKO 5: Tiedonhaussa valitut artikkelit taulukoituna.
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Naytteet,
Kaytetty joita ei
Julkaisu-ohjelmisto- Nayte- Tunnistettu  |Tunnistettu  |tunnistettu
Artikkeli vuosi  |versio Tutkitut mikrobit maara lajitasolle sukutasolle  [luotettavasti
Dubois ym. 5/2012 |1.0.0 Yleisia 767 665 (86.7%) |63 (8.2%) 39 (5.1%)
Performances of the Vitek MS matrix- taudinaiheuttajamikrobeja,
assisted laser desorption ionization- mm. enterobakteereja, ei-
time of flight mass spectrometry system for fermentoivia gram-
rapid identification of bacteria in negatiivisia sauvoja, muita
routine clinical microbiology gram-negatiivisia bakteereja,
stafylokokkeja seka niiden
sukulaislajeja,
anaerobilajeja, ja gram-
positiivisia sauvoja
Dubois ym. 4/2013 |1.0.0 Pneumokokkeja, muita S. 703 663 (94,3%) |ei ole ilmoitettu |40 (5,7%)
Identification of clinical Streptococcus mitis -ryhman tunnistusta
pneumoniae isolates among other alpha streptokokkeja, ei-S. mitis - sukutasolle
and nonhemolytic streptococci by use of ryhmén streptokokkeja, ja
the Vitek MS matrix-assisted laser joitain gram -positiivisia
desorption ionization- sukulaisbakteerilajeja
time of flight mass spectrometry system.
Westblade ym. 5/2013 |2.0 Kliinisesti merkittavia 508 (404= |Candida 393 |Candida 3 Candida
Multicenter study evaluating the Vitek MS Candida ja ei-Candida - Candida, |((97,3%) ei- (0.7%) ei- 8(1.9%) ei-
system for hiivoja 104= ei- Candida 99 |Candida 0 Candida 5
identification of medically important yeasts. Candida) |(95.2%) (4,8%)
Moon ym. 6/2013 |2.0 Tutkittu gram-positiivisia 424 415 (97.9%) |3 (0.7%) 6 (1.4%)
Performance of the Vitek MS matrix- kokkeja mm. stafylo-, entero-
assisted laser desorption ionization time-of- ja streptokokkeja, seka
flight mass spectrometry system for Viridans -ryhman
identification of Gram- streptokokkeja
positive cocci routinely isolated in
clinical microbiology laboratories.
Richter ym. 7/2013 |2.0 Enterobakteereja 965 809 (83.8%) |124 (12.8%) 32 (3.2%)
Identification of Enterobacteriaceae
by matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry using the VITEK
MS system.
Garner ym. 7/2013 (2.0 Gram-positiivisia ja - 651 594 (91.2%) (8 (1.3%) 49 (7.5%)
Multi-centre evaluation of negatiivisia anaerobisia
mass spectrometric identification of bakteereja
anaerobic bacteria using the VITEK
MS system.
Wang ym. 2/2014 (2.0 Enterobakteereja, ei- 1181 1130 (95.7%) |42 (3.6%) 9 (0.8%)
Performance of mass spectrometric fermentoivia gram-
identification of bacteria negativiisia sauvoja, gram-
and yeasts routinely isolated in positiivisia kokkeja,
a clinical microbiology laboratory using anaerobisia sauvoja, ja muita
MALDI-TOF MS. kliinisesti merkittavia
bakteereja, seka hiivoja
Rychert ym. 1/2018 (3.0 Homesienia 1601 1387 (91%) |27 (2%) 106 (7%)
Multicenter Evaluation of the Vitek MS v3.0
System
for the Identification of Filamentous Fungi.
Body ym. 4/2018 (3.0 Mykobakteereja seka 963 Mykobakteerit (Mykobakteerit |Mykobakteerit
Evaluation of the Vitek MS v3.0 Matrix- Nocardia-lajeja. 427 (66%) 187 (29%) 37 (6%)
Assisted Laser Desorption lonization-Time Nocardiat 236 [Nocardiat 44 |Nocardiat 32
of Flight Mass Spectrometry System for (76%) (14%) (10%)
Identification of Mycobacterium and
Nocardia Species.
Ulger Toprak ym. 5/2018 (3.0 Prevotella-lajeja 508 422 (83.1%) |37 (7,3%) 49 (9.5%)
Performance of mass spectrometric
identification of clinical Prevotella species
using the VITEK MS system: A prospective
multi-center study.
Pereira ja Goldani. 10/2019 (3.0 Gram-positiivisia ja - 524 459 (87.3%) |7 (1.3%) 58 (11%)
Integrating Bacterial Identification and negatiivisia bakteereja
Susceptibility Testing: veriviljelyista
A Simple and Rapid Approach to
Reduce the Turnaround Time
in the Management of Blood Cultures.
Girard ym. 4/2021 (3.2 Kliinisesti merkittavia gram  |1172 Gram+ ja Gram+ ja hiivat |Gram+ ja hiivat|

Multicenter evaluation of the VITEK MS
matrix-assisted laser desorption/ionization-
time of flight mass spectrometry system for
identification of bacteria, including Brucella,
and yeasts.

positiivisia ja -negatiivisia
bakteereja, mukaan lukien
Brucella, seka hiivoja

hiivat 93.3%
gram- 93.7%

6.1% gram-
4.7%

0.6% gram-
1.6%
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7.2 VITEK MS 1.0.0 -tietokannalla tehdyt tutkimukset

Tietokantaversiolla 1.0.0 tehdyissa tutkimuksissa Dubois ym. (2012, 2013) tutki-
vat yleisia taudinaiheuttajia. Vuonna 2012 tehdyssa tutkimuksessa todettiin, etta
VITEK MS -tunnistus pystytaan tekemaan rutiinidiagnostiikassa ilman bakteerien
lyysausta muurahaishapolla; seka gramnegatiivisista etta grampositiivisista bak-
teereista saatiin talla tavoin hyvat spektrit. Ne bakteerit, joista saatiin heikon ero-
tuskyvyn tulos, olivat paaasiassa sellaisia, jotka olivat samankaltaisia taudinai-
heuttamiskyvyltaan ja muilta biologisilta ominaisuuksiltaan, tai ne pystytaan tar-
vittaessa erottamaan helpolla biokemiallisella testilla. Tutkimusasetelmassa tes-
tattiin myos bakteereita, joita ei tietokantaversiossa 1.0.0 ollut, ja niiden kohdalla
VITEK MS antoi selkean "ei tunnistusta” -vastauksen. Tutkimuksen perusteella
todettiin VITEK MS:n tunnistavan hyvin tietokannassa olevat mikrobit, mutta tie-
tokannan katsottiin tarvitsevan laajentumista riittdakseen rutiinidiagnostiikan tar-

peisiin. (Dubois ym. 2012)

Dubois:n vuonna 2013 tehdyssa tutkimuksessa tutkittiin Streptococcus pneumo-
niae ja muita viridans- ja S. mitis -ryhman bakteereita tietokantaversiolla 1.0.0.
Tutkimuksessa tunnistettiin hyvin pneumokokkilajit ja viridans-ryhman streptoko-
kit. S. mitis-ryhmassa oli lajeja, joita ei tunnistettu tai tunnistettiin vain ryhmata-
solle. (Dubois ym. 2013)

7.3 VITEK MS 2.0 -tietokannalla tehdyt tutkimukset

Tietokantaversioon 2.0 oli lisatty hiivoja ja homeita. Westblade ym. (2013) tutki
kliinisesti merkittavien hiivojen tunnistusta VITEK MS -laitteella ja sen tietokanta-
versio 2.0:lla. Suurimman osan hiivainfektioista aiheuttaa nelja Candida-lajia; C.
albicans, C. glabrata, C. krusei ja C. parapsilosis, joista kaikki tunnistettiin tutki-
muksessa lahes 100-prosenttisesti, ja yli 96% kaikista naytteista tunnistettiin laji-
tasolle. Tutkijat kayttivat muurahaishappolyysausta suoraan naytteen paalle pi-
petoituna ennen matriisiliuoksen pipetointia, mika nopeutti naytekasittelya. Tama
ei ollut viela laitevalmistajan suosittama naytekasittely, vaan yleisesti erillisena

tyovaiheena hiivanayte lyysattiin ja pelletoitiin. Tutkimuksessa todettiin VITEK
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MS -tunnistuksen talla tavoin olevan tarkka, ja nopeuttavan hiivojen tunnistusta

verrattuna perinteisiin menetelmiin. (Westblade ym. 2013)

Moon ym. (2013) valitsi tutkimuskohteeksi grampositiiviset kokit, koska aiem-
missa tutkimuksissa oli keskitytty enemman VITEK MS -laitteen kykyyn tunnistaa
muita bakteereita. Tutkimuksessa tunnistettin VITEK MS v2.0 -tietokannalla
97,9% tutkituista grampositiivisista kokeista: kaikki enterokokit, 97,2% stafyloko-
keista ja 97.8% streptokokeista. Tietokanta v2.0 sisalsi koagulaasinegatiivisia
bakteereita, jotka tunnistettiin silla hyvin, ja joiden tunnistamisessa on vaikeuksia
perinteisin menetelmin, esim. VITEK 2 ei onnistunut erottamaan kaikkia lajeja.
Koagulaasinegatiivisten osalta kuitenkin toivottiin tietokantaan laajennusta, niin
etta se sisaltaisi esim. S. peftenkoferin ja S. warnerin, jotka 2.0 -tietokannasta

puuttuivat.

Richter ym. (2013) artikkeli keskittyy enterobakteerien tutkimiseen v2.0 -tietokan-
nalla. Artikkelissa todetaan, etta VITEK MS on hyvin tarkka tunnistamaan ente-
robakteereja verrattuna molekulaarisiin menetelmiin. Laajaan ja monimuotoiseen
enterobakteerien heimoon kuuluu sukuja ja lajeja, joita on vaikea tunnistaa 16S
rRNA-sekvensoinnilla. Esimerkiksi E. colia ja Shigellaa ei voida erottaa VITEK
MS:lla tai 16S rRNA-sekvensoinnilla, joten on jopa ehdotettu niiden uudelleen-
luokittelua samaksi lajiksi. Enterobakteerisuvut kuten Citrobacter, Enterobacter,
Klebsiella ja Pantoea tunnistettiin paaosin hyvin, ja niille saatiin vain muutama
vaara tunnistus. Citrobacter- ja Enterobacter-suvuissa oli lajeja, jotka tunnistettiin
vain sukutasolle. Yleisimmin vaarin tunnistettu oli Pantoea agglomerans, joka
tunnistettiin virheellisesti 13.6% naytteista Enterobacter-sukuun kuuluvaksi. Cit-
robacter-suvun lajeja tunnistettiin myds vaarin: siksi C. freundii, C. youngae, C.
braakii, C. werkmanii ja C. sedlakii tulisi kirjoittajien mukaan yhdistaa Citrobacter

freundii -kompleksiksi. (Richter ym. 2013)

Garner ym. (2013) tutki kliinisesti merkittavien anaerobisten bakteerien tunnis-
tusta v2.0 -tietokannalla. Tutkimuksessa todettiin, etta laitteen tunnistuskyvyssa
erityisesti Bacteroides ja Prevotella -lajien kohdalla on tapahtunut parannusta.
Artikkelin kirjoittajien mukaan aiemmalla tietokantaversioilla tehdyissa tutkimuk-

sissa juuri anaerobiset bakteerit tunnistettiin heikoimmin.
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Wang ym. (2014) artikkelissa arvioitiin kliinisesti merkittavien bakteerien ja hiivo-
jen tunnistusta VITEK MS -laitteen 2.0 -tietokantaversiolla. Tunnistuskyky todet-
tiin hyvaksi: kaikista naytteista 95.7% tunnistettiin lajitasolle, ja 3.6% sukutasolle.
Artikkelissa todettiin, ettd bakteerien ja hiivojen tunnistus MALDI-TOF -menetel-
malla on halvempaa ja nopeampaa kuin perinteiset menetelmat, saman tasoi-
sella tai paremmalla tarkkuudella. Kirjoittajat kehuvat erityisesti parantunutta hii-
vojen ja hiivasienien tunnistusta niiden aiheuttamien infektioiden lisdantymisen
vuoksi. Rutiinidiagnostiikan kayttoon olisi kuitenkin kehitettava tietokantoja edel-
leen. Kirjoittajien mukaan olisi erityisesti tarkeaa kehittaa luotettava tunnistus,

joka erottaisi S. typhin muista salmonellalajeista. (Wang ym. 2014)

7.4 VITEK MS 3.0 -tietokannalla tehdyt tutkimukset

Vuonna 2016 julkaistiin VITEK MS 3.0 -tietokantaversio, joka oli laajentunut hii-
vojen, homeiden ja sienten osalta. Tietokantaan oli lisatty uutena laajennuksena
79 kliinisesti merkittavaa rinmasienilajia, ja niille oli kehitetty oma esikasittelypro-
tokolla. Rychert ym. (2017) tutkimuksen mukaan VITEK MS v3.0-tietokannalla
tunnistetaan hyvin tietokannassa olevat rihmasienet: 91% lajitasolle, ja lisaksi 2%
sukutasolle. Dimorfiset rihmasienet pystyttiin tunnistamaan lajitasolle erinomai-
sesti. Joidenkin dermatofyyttien kohdalla oli vaikeuksia erottaa lajeja toisistaan,
paaosin siksi, etta erityisesti Trichophyton rubrum ja T. violaceum ovat geneetti-
sesti niin lahella toisiaan, ettei niita aina pystyta erottamaan toisistaan MALDI-
TOF -menetelmalla. VITEK MS v3.0 -tietokannan rakennuksessa oli huomioitu
rihmasienten kasvun eri vaiheiden erilainen proteiinirakenne, joka ilmenee myds
niiden MALDI-TOF tunnistuksen proteiinispektrissa. (Rychert ym. 2017)

Ulger Toprak ym. (2018) toteaa, ettéd VITEK MS 3.0 -tietokantaversio tunnistaa
verrattain hyvin kliinisesti merkittavia Prevotella-lajeja. Tassa tutkimuksessa tut-
kittiin 19 eri Prevotella-lajia. Tutkimuksessa oli mukana myds viisi tietokantaan
sisaltymatonta Prevotella-lajia: P. bergensis, P. conceptionensis, P. corporis, P.
histicola ja P. nanceiensis, joista osalle saatiin tunnistus sukutasolle. VITEK MS
tunnisti lajitasolle 83,1% ja sukutasolle 7,3% naytteista, hieman alle 10% nayt-

teista jai tunnistamatta. Tutkijat epailivat havaintojensa perusteella, etta pigment-
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tia sisaltavien Prevotella -lajien tunnistaminen on vaikeampaa, voimakkaasti pig-
mentoituneet naytteet jaivat useimmin ilman tunnistusta. Tutkijoilla ei kuitenkaan
ollut tutkimustietoa pigmentin vaikutuksesta proteiinispektrin muodostumisen.
Garner ym. (2013) artikkelissa oli tutkittu viiden yleisimman Prevotella-lajin tun-
nistusta v2.0 -tietokantaversiolla. Ulger Toprak ym. (2018) totesi, etta P. interme-
dia ja P. melaninogenica, jotka olivat Garner ym. (2013) tutkimuksen kanssa yh-
teisia lajeja, oli tunnistettu 3.0 -tietokantaversiolla paremmin kuin 2.0:lla (Ulger
Toprak ym. 2018)

Body ym. (2018) tutki artikkelissaan mykobakteerien ja Nocardia-lajien tunnis-
tusta VITEK MS 3.0 -tietokantaversiolla. Artikkelin mukaan mykobakteerien ja
Nocardia-lajien tunnistuksesta on onnistuttu tekemaan turvallista ja luotettavaa
(93%) VITEK MS -laitteella. Tutkimuksessa tutkittavat naytteet oli kasvatettu vain
kiintealla kasvatusalustalla ja esikasittelyyn oli kaytetty laitevalmistajan reagens-
sikitteja. Aineistossa ei ollut mukana viljelypulloissa kasvatettuja naytteita. (Body
ym. 2018)

Mykobakteereissa on paljon erilaisia ryhmia ja komplekseja, esim. M. tubercu-
losis ja M. abscessus -kompleksit, joiden alalajien toisistaan erotteleminen on
vaikeaa VITEK MS -laitteella. Samoin kuin mykobakteereita, Nocardia-lajeja on
viime vuosikymmenina tunnistettu lisaa. Body ym. (2018) mukaan Nocardioiden
kohdalla on merkityksellista tunnistaa ryhma- ja kompleksitason lisaksi lajitasolle,

koska usein mikrobiladkehoito eroaa eri lajien valilla. (Body ym. 2018)

Pereira ja Goldani (2019) tutkivat veriviljelynaytteita, painottaen nopeaa tunnis-
tusta suoraan positiivisesta veriviljelypullosta tai lyhyen (3-4 h) kasvatuksen jal-
keen. Tutkimuksessa kaytettiin VITEK MS 3.0 -tietokantaversiota. Nopeassa tun-
nistuksessa gramnegatiiviset bakteerit tunnistettiin paremmin kuin grampositiivi-
set, samanlainen tilanne on perinteisilla menetelmilla. Veriviljelyissa kliinisesti
merkittavinta on mikrobin nopea tunnistus. Tutkimuksessa kaytetylla kasittelyta-
valla saastetaan jopa 24 tuntia, jolloin potilaan hoito voidaan aloittaa aiemmin, ja

hoitotulokset ovat parempia. (Pereira & Goldani 2019)



36

7.5 VITEK MS 3.2 -tietokannalla tehty tutkimus

Girard ym. (2021) tutkimuksessa VITEK MS v3.2 tietokannalla tutkittujen mikro-
bien tunnistus onnistui hyvin, tunnistusprosentti vahintaan sukutasolle 98,8 %.
Elizabethkingia anophelis tunnistettiin 94-prosenttisesti ja tunnistuksessa ei tullut
virheellisia tuloksia toisiin Elizabethkingia-lajeihin. Tutkijat kokivat merkityksel-
liseksi myds Candida auriksen tunnistamisen lajitasolle, koska se aiheuttaa ene-
nevassa maarin usein laakeresistenttien kantojen aiheuttamia sairaalaepidemi-
oita. C. auriksen tunnistuksessa perinteiset biokemialliset tunnistusmenetelmat

paasevat huonosti lajitasolle.

3.2 on ensimmainen tietokantaversio, joka pystyy tunnistamaan Acinetobacter
baumannii -kompleksin bakteereita lajitasolle ilman erityista kasittelya. Brucella
spp.:n osalta paastiin 91% tunnistustasolle ilman erillistd tietokantaa. Samaan
tulokseen on paasty myos muilla menetelmilla, mutta niihin tarvitaan usein erityi-
sia tietokantoja, jotka eivat ole kaikille kayttajille saatavissa. Tutkimuksen heik-
koutena pidettiin sita, ettei kaikista tutkituista mikrobeista ollut muuta kuin tutki-
musmikrobikantoja, joista tutkijat epailivat tunnistuksen onnistuvan paremmin.
Kyseisia mikrobikantoja on kaytetty laitteen tietokannan rakentamisessa. Lisaksi
osasta mikrobeista oli alle 5 eri kantaa, ja tutkijat pitivat sitéa epavarmuustekijana.
(Girard ym. 2021)



37

8 POHDINTA

8.1 Aineiston arviointi

Kirjallisuuskatsaus tutkimusmenetelmana oli melko haastava valinta opinnayte-
tyohomme. Loysimme tutkimuskysymykseen vastaavia artikkeleita suhteellisen
hyvin, ongelmana oli mm. artikkeleissa tutkittujen mikrobilajien vahainen nayte-
maara. Kuitenkin haasteena oli, etta emme saaneet bioMérieuxilta kaikkia aiem-
pien tietokantojen ohjekirjoja, joista olisi selvinnyt kyseisten tietokantaversioiden
(1.0.0 ja 2.0) tunnistamat mikrobit. Olisimme niiden avulla voineet verrata tutki-
musartikkelien tuloksia bioMérieuxin ilmoittamaan tunnistuskykyyn. Aineiston
luotettavuutta oli siksi vaikeaa arvioida. Lisaksi haastetta lisasi se, etta meilla ei
ole syvallista mikrobiologian tuntemusta. Emme tienneet esimerkiksi, mitka lajit
ovat haastavia tunnistaa, jolloin olisimme voineet tarkastella erityisesti niiden tun-

nistuksen kehittymista.

Tyota tehdessamme mietimme, oliko tutkimusasetelma oikein valittu, vai olisiko
aihetta voinut tutkia hakemalla artikkeleita joidenkin tiettyjen mikrobien tai mikro-
biryhmien tunnistamisesta VITEK MS -laitteella ja sen eri tietokantaversioilla, ja
mahdollisesti vertailla VITEK MS -laitetta ja muiden laitevalmistajien vastaavia
laitteita. Nyt valitsemallamme aineistolla pystyi kuitenkin melko hyvin kuvaile-

maan VITEK MS -jarjestelman kehitysta.

Aineistoon tutustuessamme totesimme, etta teoriaosaa on laajennettava alkupe-
raisesta ajatuksesta VITEK MS -laitteen suorituskyvyn ja toiminnan kuvaami-
sesta myos naytteenkasittelyyn, koska silla on niin suuri merkitys laitteen tunnis-
tuskykyyn. Naytteenkasittelya ja reagensseja on kehitetty toimivimmiksi laitteen

markkinoilla olon aikana.

8.2 Eettisyys ja luotettavuus

Opinnaytetydmme eettisyytta ja luotettavuutta vahentaa se, etta teoriaosassa on

paljon laitevalmistajan materiaalia ja my0s tutkimusosan artikkeleista useimmat
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olivat ainakin osittain bioMérieuxin rahoittamia. Osassa artikkeleista oli kirjoittajia,
jotka tydskentelevat bioMérieuxilla, ja he myos tutkivat ja kehittavat uusia prote-
iinispektreja laitteen tietokantaan. Opinnaytetydmme tarkastelun kohteena oli kui-
tenkin juuri VITEK MS -laite, eika yleisesti MALDI-TOF -menetelma3, jolloin mate-
riaali on usein juuri laitevalmistajan tuottamaa. Aineistossa oli useampi tutkimus,
joilla oli haettu uudelle tietokannalle viranomaishyvaksyntaa kliiniseen kayttoon
Yhdysvalloissa. Pohdimme, olisiko saatu luotettavampaa aineistoa, jos aineis-

toksi olisi valittu laitevertailuja MALDI-TOF -menetelmaa kayttavista laitteista.

Tutkimusartikkeleiden mikrobinaytteiden kokonaismaarat olivat suuria, mutta la-
hemmin tarkasteltuna osaa lajeista ei ollut riittavasti, jotta tulokset olisivat luotet-
tavia. Yleisia taudinaiheuttajia oli usein riittava maara, mutta harvinaisempia vain
muutamia naytteita, tai joskus jopa vain yksi nayte. Tama vahentaa tutkimuksen
luotettavuutta kyseisten mikrobien kohdalla. Joissain artikkeleissa oli kaytetty
harvinaisista mikrobeista vain bioMeérieuxin antamia tietokantojen kehitykseen ja
rakentamiseen kaytettyja kantoja, jolloin laite tunnistaa ne todennakoisemmin
kuin kliiniset potilasnaytteet. Tama voi antaa vaaristyneen kuvan laitteen tunnis-

tuskyvysta.

8.3 Yhteenveto

Opinnaytetydssamme havainnoimme VITEK MS -tietokantojen laajentuneen kai-
kissa tietokantapaivityksissa ja laitteen tunnistuskyky on parantunut. Tietokannat
eivat kuitenkaan ole koskaan taysin valmiita ja kehitystd joudutaan tekemaan
koko ajan myds rutiinidiagnostiikan tarpeisiin. Suuri osa tavallisista taudinaiheut-
tajista pystytaan tunnistamaan VITEK MS -laitteella nopeasti ja luotettavasti. Lait-
teen tunnistus- ja erotuskyky on kuitenkin puutteellinen joidenkin geneettisesti
hyvin 1ahelld toisiaan olevien mikrobien kohdalla, koska niiden samankaltaisuu-

den takia niista ei saada riittdvan erilaisia proteiinispektreja laitteen vertailtavaksi.

VITEK MS -laitteen kayttajan ammattitaidolla on paljon merkitysta potilaan hoi-
dolle. Perinteisillda menetelmilld mikrobiologian laboratoriossa tyontekijalta on

vaadittu valtavasti tietoa ja ammattitaitoa mikrobien tunnistukseen erilaisista nay-
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temateriaaleista. Ammattitaidon merkitys ei ole kadonnut, vaikka VITEK MS -lait-
teen kayttd onkin verrattain helppoa. Ennen naytteen tutkimista VITEK MS -lait-
teella mikrobikasvustoa tarkastellaan makroskooppisesti, osa naytteista myos
varjataan ja mikroskopoidaan. Nain saadaan ajatus mahdollisesta taudinaiheut-

tajasta, ja VITEK MS -laitteella varmistetaan tai kumotaan visuaalinen tunnistus.

Ammattitaidon merkitys korostuu silloin, kun laite antaa heikon erotuskyvyn vas-
tauksen tai "ei tunnistusta” -vastauksen. Taudinaiheuttajien tunnistus vaatii mo-
niammatillista yhteistyota: bioanalyytikko tyoskentelee mikrobiologian laboratori-
ossa aina yhteistydossa mikrobiologien ja laakarien kanssa. Tyontekijan on tun-
nettava eri naytemateriaaleille tyypilliset patogeenit ja mahdolliset kontaminaa-
tiomikrobit, seka pystyttava kayttamaan myds molekulaarisia tai biokemiallisia
tunnistusmenetelmia silloin, kun tunnistusta ei ole saatu VITEK MS -jarjestel-

malla.

MALDI-TOF -menetelman uusia sovelluksia on jo alettu miettia, ja joitain tutki-
muksiakin on tehty esimerkiksi antibioottiresistenttien mikrobien tunnistamisesta,
mikrobikantojen tyypityksesta ja virulenssimarkkerien havaitsemisesta (Oviafio &
Rodriguez-Sanchez 2021). Tutkimuskayttoon tarkoitetulla RUO/Saramis-tieto-
kannalla tehdaan edella mainitun kaltaisia tutkimuksia. Mielestamme MALDI-
TOF -menetelman uudet, ei viela kliinisessa kaytdssa olevat sovellukset voisi olla

mielenkiintoinen aihe opinnaytetyolle.
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LITTEET

Liite 1. Lista muilla menetelmilla varmistettavista mikrobeista

VITEK MS tunnistus varmistettava aina
toisella menetelmalla

Brucella spp

Coccidioides immitis/posadasii
Blastomyces dermatitidis
Campylobacter jejuni
Cladophialophora bantiana
Corynebacterium diphtheriae
Cryptococcus gattii

Cryptococcus neoformans
Histoplasma capsulatum

Listeria monocytogenes
Mycobacterium tuberculosis complex
Neisseria gonorrhoeae

Neisseria meningitidis
Paracoccidioides brasiliensis
Salmonella enterica ssp arizonae
Salmonella enterica ssp diarizonae
Salmonella enterica ssp enterica
Vibrio cholerae

Haemophilus haemolyticus
Helicobacter pylori

Taulukko muokattu VITEK MS V3.2 Knowledge Base (2018) -ohjekirjasta.
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