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Bakteerien kvantitointi on nykyddn monessa yhteydessa tarkead, kuten hygieniamaarityksissa
ja ladkekehityksessd. Saatavilla on monia kaupallisia menetelmida, joiden ominaisuudet
vaihtelevat. Osa menetelmista kayttdd monimutkaista tai kallista teknologiaa. Toiset menetelméat
ovat teknisesti yksinkertaisia, mutta ne voivat kasittdd useampia tydvaiheita ja vieda aikaa.

Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittda yksinkertainen, nopea ja edullinen menetelmé bakteerien
kvantitoimiseen. Liséksi tavoitteena oli, ettd menetelmalla voitaisiin havaita niin elavéat kuin
kuolleetkin solut.

Menetelma perustuu fluoresenssin lahteena kaytettavan lantanidikelaatin epaspesifiseen
vuorovaikutukseen bakteerien kanssa ja aikaerotteiseen Iuminesenssiin. Menetelmassa
lantanidiin sitoutuneet ligandit viritetddn ja siirtavat aktivaatioenergiaa lantanidille, jonka
fluoresenssia mitataan. Bakteerien lukum&éran kasvu havaitaan signaalin muutoksena.
Menetelmé&n optimoinnissa havainnoitiin erilaisten olosuhteiden vaikutusta signaaliin, sen
stabiilisuuteen ja menetelman herkkyyteen. Tutkittavia olosuhteita olivat muun muassa kelaatin
koostumus ja sen pitoisuus, haihdutus, naytepuskurit sek& mediumpitoisuus.

Menetelmalla pystyttiin havaitsemaan Gram-negatiivisia ja -positiivisia bakteereita seka elavia ja
kuolleita soluja. Menetelman herkkyydeksi maaritettiin 600 — 5 000 bakteeria, naytetilavuudesta
riippuen. Menetelman herkkyys ei riita herkimpien kaupallisten kvantitointimenetelmien tasolle,
mutta se soveltuu kaytettdvaksi esimerkiksi korvaamaan absorbanssimittaukset suurien
bakteerimaéarien seuraamiseen.

ASIASANAT:
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lantanidikelaatti
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DEVELOPMENT OF METHOD FOR BACTERIAL
QUANTIFICATION

Nowadays bacterial quantification is important for several different purposes, such as hygiene
and drug development. There are several commercial quantification kits available, with varying
properties. Some of the methods utilize complex, expensive technology. Other methods are
technically simple but may consist of several assay steps and therefore be time-consuming.

The objective of the thesis was to develop a simple, quick, and inexpensive method for
guantification of bacteria. In addition, the aim was to develop a method capable of detecting
both living and dead bacterial cells.

The method is based on non-specific interaction of fluorescent lanthanide chelate with bacteria
and time-resolved luminescence. In the method, ligands bound to the lanthanide ion are excited
and transfer activation energy to the lanthanide, whose fluorescence is measured. The increase
of the number of bacteria in a sample is detected as a change in the fluorescence signal. The
method was optimized by detecting the effects of different conditions on the fluorescence signal,
its stability, and sensitivity. The observed conditions included composition of the chelate and its
concentration, evaporation of the sample, buffers, and concentration of the medium in the
sample.

Changes in the concentration of Gram-negative and Gram-positive bacteria and dead or living
cells were successfully detected by the developed method. The sensitivity of the method was
from 600 to 5 000 bacteria depending on the sample volume. The sensitivity of the method does
not reach that of the most sensitive commercial quantitation methods. Despite that it may
replace the absorbance measurement in assessing the concentration of bacterial cultures.

KEYWORDS:

time-resolved luminescence, non-specific binding, lanthanide chelate, quantitative analysis
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1 JOHDANTO

Bakteerien kvantitointi on nykypaivana tarkedd monessa yhteydessa. Bakteeri-
maarien mittaus on tarkedd muun muassa ladketuotannossa, tuotettaessa mo-
lekyyleja mikrobeilla, kasvavana osana ympariston saasteiden monitorointia ja
puhdistusmenetelmien kehitysta seké tuotantolaitosten pintojen hygienian kont-
rolloinnissa. Kaupallisia menetelmia on saatavilla monia ja niiden ominaisuudet
vaihtelevat suurestikin toisistaan. Osa menetelmista kayttaa kallista ja erityista
osaamista vaativaa tekniikkaa, kun taas osat menetelmista ovat aikaa vievia ja

epatarkkoja.

Opinnaytetydn empiirinen osuus suoritettiin Turun yliopiston ladketieteelliseen
tiedekuntaan kuuluvassa Biofysiikan laboratoriossa. Opinnaytetyon tarkoitukse-
na oli kehittda halpa, nopea ja helppo menetelma bakteerien kvantitoimiseksi.
Menetelméa perustuu Eu**-kelaatin epéspesifiseen sitoutumiseen ja aikaerottei-
seen fluoresenssiin. Naytteiden bakteerien lukumaaran kasvu havaitaan signaa-
lin muutoksena. Menetelman kehityksessa standardeina kaytettyjen suspensi-
oiden bakteeripitoisuudet maaritettiin absorbanssimittauksella tai maljauksella.
Menetelmaa kehitettdessa optimoitiin useita erilaisia olosuhteita ja havainnoitiin
niiden vaikutusta saatavan signaalin tasoon ja stabiilisuuteen sekd menetelman
herkkyyteen.

Optimoitaviin olosuhteisiin kuuluivat muun muassa naytepuskurien komponentit
ja pitoisuudet, kelaatin rakenne ja pitoisuus, haihdutus ja menetelman herkkyys
kasvatusmediumille. Kelaatin ja bakteerien vuorovaikutusta tutkittin Gram-
negatiivisella ja -positiivisella bakteerilla, jotta soluseinan mahdollinen vaikutus

sitoutumiseen saatiin selville.
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2 LUMINESENSSI

Luminesenssi on ilmig, jossa virittynyt molekyyli emittoi valoa. Emittoivan mole-
kyylin viritykseen kaytetyn energianldhteen mukaan luminesenssi on jaettu use-
ampiin ryhmiin. Naihin ryhmiin kuuluvat esimerkiksi kemiluminesenssi, jolloin
energia on peraisin kemiallisesta reaktiosta, ja fotoluminesenssi, jolloin fotonit

toimivat energian lahteena.*

Molekyylin absorboidessa valoa sen elektronit siirtyvat alimmalta energiatasolta
jollekin sen viritystiloista. Palautuessaan takaisin energiaminimiinsa molekyyli
luovuttaa siirtymien aikana absorptiossa saadun energian. Jablonskin dia-

grammista (kuvio 1) nahdaan energian luovutuksen eri reitit.

S2 —FT—
| Internal
1 Conversion
o N 3 ———
S — A Intersystem
1 v A w)mg -
Absorption :
Fluorescence hv
hvs 7| hva
Phosphorescence
2_,,,, - e - - — ——
So 3 —— i

Kuvio 1. Jablonskin diagrammi 2

Energian luovutusreitin perusteella luminesenssia nimetaan joko fluoresenssik-
si, fosforesenssiksi tai viivastyneeksi fluoresenssiksi. Kaikissa kolmessa tapa-
uksessa emittoidun valon energia on energiahavididen vuoksi pienempi kuin
absorboidun valon energia. Tamé&n vuoksi emissioaallonpituus on absorptioaal-

lonpituutta korkeampi. llmid tunnetaan nimella Stokesin siirtyma.>
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2.1 Fluoresenssi

Molekyylin perustilassa, jota kutsutaan Sp-tasoksi (singlettitaso 0), molekyylin
korkeimmalla energiatasolla kiertéda kaksi elektronia, joiden kiertosuunnat ovat
toisiinsa nahden vastakkaiset. Absorboidessaan valoa molekyylin korkeimmalta
energiatasolta toinen elektroni siirtyy viritystilaan. Jos elektroni sailyttaa kier-
tosuuntansa, se siirtyy jollekin korkeammista singlettitiloista (S;). Virittyneet
singlettitilat, niin kuin perustilakin, muodostuvat useammista varahtelytasois-

ta. 14

Absorption jalkeen molekyyli pyrkii valitttmasti palautumaan energiaminimiinsa
eli Sp-tasolle, jolloin se vapauttaa energiaa eri tavoin. Elektronin siirtymisesta
saavutetusta viritystilasta S, alimmalle virittyneelle singlettitilalle S; kaytetaan
nimitysta sisdinen siirtyma tai varahtelyrelaksaatio." Tamén siirtyméan aikana
osa energiasta siirtyy lampona molekyylin ymparistéon. Elektronin siirtyessa
edelleen alimmalta virittyneelta tilalta S; perustasolle Sy, molekyyli luovuttaa
energian fluoresoimalla eli emittoimalla valoa tietylla aallonpituudella. Perintei-

sessa fluoresenssissa singlettitilan purkautuminen kest4a yleensa noin 10 ns.?

2.2 Fosforesenssi

Fosforesenssin tapauksessa elektroni siirtyy valon absorption vaikutuksesta
jollekin virittyneista singlettitasoista sailyttden kiertosuuntansa. Elektroni luovut-
taa osan energiasta siirtymalla korkeimmalta saavutetulta viritystilalta S, mata-

limpaan viritystilaan S; kuten fluoresenssissa.

Matalimmalta virittyneelta singlettitilalta elektroni ei siirry perustasolle, vaan siir-
tyy systeemin valiseksi siirtymaksi kutsutun tapahtuman kautta triplettitilaan T;.
Systeemin sisdisen siirtyman aikana elektronin kiertosuunta muuttuu painvas-
taiseksi, jolloin perustasolla olevan elektronin ja virittyneessa tilassa olevan
elektronin kiertosuunnat ovat samat. Ennen kuin elektroni pystyy palaamaan So-
tasolle, tulee sen vaihtaa kiertosuuntansa takaisin vastaamaan lahtétilannetta.

Siirtymaéa kutsutaan myos nimella kielletty siirtyma?! ja sen aikana molekyyli luo-
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vuttaa energiaa sateilyna, jota kutsutaan fosforesenssiksi. Kiertosuunnan vaih-
tumisen vuoksi elektronin siirtyminen triplettitasolta perustasolle kestaa kau-
emmin singlettitasolta siirtymiseen verrattuna. Fosforesenssissa singlettitilan

purkautuminen vie jopa millisekunneista sekuntiin.?

2.3 Viivastynyt fluoresenssi

Viivastyneessa fluoresenssissa elektroni siirtyy ensin jollekin viritetylle singletti-
tasolle ja alimmalta viritetylta singlettitasolta S; se siirtyy systeemin valisen siir-
tyman kautta triplettitasolle T;. Triplettitasolla elektroni voi edelleen aktivoitua
kahden eri mekanismin kautta, mika saa aikaan elektronin siirtymisen takaisin
S;-tasolle. E- tyypin viivastyneessé fluoresenssissa aktivaatio tapahtuu lampo-
energian avulla. P-tyypissa aktivaatioenergia siirtyy yhdelta triplettitilassa oleval-
ta molekyylilta toiselle molekyylille, jonka elektroni siirtyy viritetylle singlettitilalle.
Molekyyli emittoi siis singlettitilan purkautuessa kuten fluoresoivat molekyylit,

mutta emission kesto vastaa fosforesenssia.®

2.4 Fluorokromit

Fluorokromit tai fluoroforit ovat fluoresoivia molekyyleja, joita kaytetaan tutki-
muksen kohteena olevien organismien tai molekyylien véarjaykseen ja leimauk-
seen. Fluorokromien ominaisuudet vaihtelevat hyvinkin paljon molekyylista riip-
puen. Tarkeimpia naistd ovat muun muassa fluorokromin virittymisen taso tietyl-
l& aallonpituudella, absorptio- ja emissiopiikkien kapeus ja korkeus, emission
elinikd sekd kvanttisaanto. Kvanttisaannolla tarkoitetaan emittoidun valon suh-
detta absorboidun valon maaréén. Naiden lisdksi pitka Stokesin siirtyma on
suotavaa, mink& ansiosta emissiospektri on helposti erotettavissa absorptio-

spektrista.

Fluorokromien ominaisuudet voivat vaihdella ympéaristonsé vaikutuksesta. Muun

muassa fluoresenssi voi riippua hydrofiilisesta tai hydrofobisesta ymparistosta,
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pH:sta, fluorokromin konsentraatiosta tai ymparoivan liuoksen ionikonsentraati-

osta. °

2.5 Aikaerotteinen fluorometria

Spektroskopiaan luettava fluorometria on fluoresenssista aiheutuvien emissio-
spektrien mittaamiseen kaytettdva menetelma. Perinteisessa fluoresenssimitta-
uksessa luonnollisesti fluoresoivat molekyylit voivat hairita kohdesignaalia aihe-
uttamalla korkean taustafluoresenssin. Tall6in mitattava signaali erottuu huo-
nosti taustasignaalista vaikuttaen menetelman herkkyyteen. Perinteisessa mit-
tauksessa viritykseen kaytetddn mittauksen ajan jatkuvaa valonsadetta ja emis-
siospektri on detektoitavissa valittdmasti eksitaation aloittamisen jéalkeen.?

Aikaerotteisessa fluorometriassa mittauksen parametrit poikkeavat merkittavasti
perinteisen fluoresenssin mittauksen parametreista. Menetelmén tavoitteena on
minimoida mitattavaa signaalia hairitseva taustasignaali. Mittauksessa fluore-
soivat molekyylit viritetaan eksitaatiopulssilla, jonka jalkeen emission detektointi
tapahtuu vasta lyhyen viiveen jalkeen tietyn mittausajan. Detektiota edeltdvan
viiveen aikana taustasignaali laskee kuvion 2 mukaisesti, eika hairitse mittauk-

sen kohteena olevan emission detektointia.

Fluoresenssi

Taustafluoresenssi
Lantanidin fluoresenssi

M Wile Mittaus Aika

Ekgitaatio

Kuvio 2. Aikaerotteisen luminesenssin periaate
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Mittausviiveen vuoksi mittauksissa tulee kayttad molekyyleja, jotka fluoresoivat
perinteisissd mittauksissa kaytettavia fluorokromeja pidempaan. Tallaisia fluo-
rokromeja ovat muun muassa lantanideihin kuuluvat europium- ja terbiumkelaa-

tit, joiden emission eliniat ovat pisimmillaan millisekunteja.*
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3 BAKTEERIEN JAOTTELU SOLUSEINAN RAKENTEEN
PERUSTEELLA

Gram-varjayksen perusteella bakteerit voidaan luokitella kahteen paaryhmaan,
joiden erot perustuvat niiden soluseinien rakenteisiin kuvan 1 mukaisesti. Varja-
yksen aiheuttaman reaktion perusteella ndméa kaksi ryhmaa ovat Gram-

positiiviset ja Gram-negatiiviset bakteerit.°

a)
Lipoteikohappo

Peptidoglykaani
{solunseina)

Solukalvo

b)
Lipopolysakkaridi

Ulompi

kalvo
Solun-

seind
Lipo-

Periplasminen
proteiini tila

Peptidoglykaani

Solukalvo

Kuva 1. Gram-positiivisen (a) ja Gram-negatiivisen (b) bakteerin soluseinan ra-

kenne.’

Gram-negatiivisia bakteerisoluja ymparoiviin suojarakenteisiin kuuluvat syto-
plasmaa ympardiva solukalvo ja lipopolysakkarideja sisaltava ulkokalvo. Naiden
kahden kalvorakenteen valiin jaavaa tilaa kutsutaan periplasmiseksi tilaksi, jos-
sa sijaitsee ohut soluseind. Gram-positiivisilta bakteereilta ulompi kalvo puuttuu,

mutta niiden solukalvoa ympardivA soluseind on paksumpi kuin Gram-
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negatiivisilla bakteereilla. Molemmissa tapauksissa soluseina koostuu peptido-
glykaanista eli mureiinista. Peptidoglykaani on disakkaridi-polymeeri, jonka ra-
kennetta lujittaa polymeerien véliset, peptidiketjuista muodostuneet, ristisilloi-
tukset.® Soluseina antaa bakteereille niiden tyypillisen muodon seké toimii vah-
vana suojakerroksena, minka ansiosta bakteerisolut sietavat mekaanista rasi-

tusta elédinsoluja enemman.

Gram-varjayksessa erot naiden kahden ryhman valilla perustuvat soluseindméan
ulkokalvoon. Varjayksessa kristallinvioletti-variaine ja jodi muodostavat baktee-
rien sisélla kompleksin. Varjaysta seuraava alkoholikasittely pienentdd Gram-
positiivisten bakteerien soluseindd, minka vuoksi vaériaine pysyy Gram-
positiivisten bakteerien sisélla. Gram-negatiivisista bakteereista vari huuhtoutuu
pois, silla alkoholi liuottaa niiden ulomman kalvon lipideja. Kasittelyn jalkeen
vastavarjayksessa safraniinilla Gram-negatiiviset bakteerit varjaytyvat punaisik-

Si.
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4 KVANTITOINTIMENETELMIA

Solujen lukumaaran selvittaminen mikrobiologiassa on monesti erittain tarkeaa.
Menetelmia on lukuisia, maljauksesta kaupallisiin monimutkaisia laitteita kaytta-
viin menetelmiin saakka. Usein ongelmaksi syntyvéat esimerkiksi menetelmien
epatarkkuus, mittaukseen kuluva aika tai herkkyys. Joillakin menetelmilla ei
myoskaan pystyta erottamaan, ovatko solut elavid vai kuolleita. M&aritykset voi-
vat perustua esimerkiksi kemiallisia, elektronisia tai visuaalisia mittauksia hy6-
dyntaviin menetelmiin. Esimerkiksi solun metaboliaan liittyen on aiemmin kehi-
tetty kvantitointimenetelmid, joiden herkkyys on ollut parhaimmillaan 100 so-
lua/nayte. Nykyaan kuitenkin lisdantyneen tiedon vuoksi menetelmat kyseen-

alaistetaan, silla solujen metabolia ei ole ajan suhteen vakio.

4.1 Maljaus ja mikroskopia

Maljaus soveltuu ainoastaan elaville jakaantumiskykyisille soluille, jotka kasva-
essaan voivat muodostaa pesakkeitd. Bakteereita maljattaessa naytteesta val-
mistetaan yleensa useita eri laimennoksia, joista sitten maljataan haluttua lai-
mennosta muutama sata mikrolitraa kiintealle agarmaljalle. Taman jalkeen nayt-
teitd inkuboidaan maljoilla sopivissa olosuhteissa pesakkeiden muodostumisek-
si. Inkuboinnin jalkeen pesékkeiden lukumaard maljoilta lasketaan ja laimen-
noskertoimen avulla saadaan tasta tiedosta alkuperédisen laimentamattoman
naytteen lukumaara. Koska aina ei voida olla varmoja, onko peséke peraisin
vain yhdesta bakteerisolusta, tulokset ilmoitetaan yleensa yksikdssa pmy/ml eli
pesékkeen muodostava yksikkd millilitraa kohden. Menetelmé& ei anna nopeasti
tietoa lukumaarasta, silla inkubointi vie ainakin vuorokauden, eika silla myds-

k&an havaita naytteessa mahdollisesti olevia kuolleita soluja.’

Maljausta nopeampi menetelma on kayttaa solulaskukammioita, joilla voidaan
laskea nestemaisen naytteen bakteeripitoisuus laimentamattomana tai laimen-

nettuna. Kammioon on merkitty alueita, joilla on tietty pinta-ala. Kun solujen

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Hsgmander



17

keskimaarainen lukumé&ara lasketaan nailta rajatuilta alueilta, valmistajan tieto-
jen mukaan voidaan laskea naytteen kokonaisbakteeripitoisuus (bakteerien lu-
kumaara/ml). Bakteerien erottaminen mikroskoopilla voi olla hankalaa ja usei-
den naytteiden bakteeripitoisuuksia maaritettdessa menetelma on hidas. Taman

liséksi tulokset ovat subjektiivisia.®

4.2 Sameusmittaus

Bakteerisoluja sisaltdvan mediumin sameuden mittaus on nopea tapa arvioida
naytteen solutiheytta. Erityisesti suurten naytemaarien kanssa absorbanssin
mittaaminen on nopeampaa ja helpompaa kuin esimerkiksi maljaus. Mittaus
voidaan suorittaa kolorimetrilla tai spektrofotometrilla. Ennen mittauksia tulee
maarittda eri bakteerilajeille kertoimet standardisuorasta, jossa on maaritetty eri
laimennoksien absorbanssia vastaava pesakelukumaara (maljattu mitattua lai-
mennosta tai laskettu solulaskukammiolla). Kertoimia ei tarvitse maarittad uu-
delleen samalle lajille, vaan tietyn bakteerilajin kertoimia voi kayttaa jatkossa

suoritettavissa mittauksissa.’®

Menetelma perustuu valonkulkuun mitattavassa naytteessa. Esimerkiksi spekt-
rofotometrilla mitattaessa absorbanssia, naytekyvetin lapi kulkevan valonsateen
intensiteettia mitataan. Mitd enemman naytteessad on bakteereita, sitd enem-
man valoa siroaa bakteerien pinnasta ja absorboituu naytteeseen, sitéa heikompi
detektorille tulleen valon intensiteetti on.

4.3 Coulterin laskija

Coulterin laskija on vuonna 1953 partikkelien méarien ja koon maaritysta varten
kehitetty menetelmd, jota voidaan hyddyntad myos solujen laskemiseen. Lait-
teen kehittdjan tarkoituksena on ollut kehittdd nopea, herkka ja helppokayttoi-

nen menetelm4, jota voi kokematonkin kayttaa.*°

Menetelméassa kaytetaan hyodyksi virtapiiria ja mitattavana suureena on impe-

danssi. Kuvio 2 esittdd menetelman toimintaperiaatteen.
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Kuvio 3. Coulter Counter menetelméan toimintaperiaate.™*

Periaatteena on, etta solususpensio johdetaan vakuumin avulla l&pi putken pie-
nen suuaukon, josta solut mahtuvat juuri ja juuri yksi kerrallaan. Taman solu-
jenmentavan aukon molemmin puolin on asetettu elektrodit virtapiirin muodos-
tamiseksi. Kun solut lapaisevat aukon, ne aiheuttavat muutoksia mitattavaan
impedanssiin. Naista solujen aiheuttamista pulsseista impedanssissa lasketaan
solujen lukumaara analysoitua tilavuutta kohden. Menetelma siis vaatii melko

monimutkaisen laitteiston, joka on suuri investointi.

Laitteella pystytdan analysoimaan pienimmillaan 50 pl naytetilavuuksia ja nayt-
teessa soluja, joiden halkaisija on 0,4 um ja 1 mm valilla, tulisi olla vahintaan
muutamia tuhansia.'” Solumé&éaran kasvaessa solut voivat tunkeutua aukon lapi
yhtdaikaisesti, jolloin tehokkaan sekoituksen merkitys korostuu. Menetelman
heikkoutena on se, ettéd partikkelit tai solut pitdd suspensoida elektrolyyttiliuok-

seen, jotta erot sahkonjohtavuudessa ovat havaittavissa.™®

4.4 DNA-maaritykset

Solu- ja molekyylibiologiassa tarvitaan usein menetelmia DNA-pitoisuuden maa-
rittamiseen. Myds laékkeiden kehitykseen tahtaavissa tutkimuksissa kaytetaan
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yha enemman kyseisia menetelmia. Bakteerisolut sisaltavat arviolta muutamia
kymmeni& femtogrammoja DNA:ta.** Vaikka yksittdisessa solussa (bakteeri- tai
elainsolu) DNA:n maara vaihtelee ajan myota, viljelmissa DNA-pitoisuus pysyy
kokonaisuudessaan melko vakiona.'® Kuitenkin eri bakteerilajien valilla DNA:n
maara vaihtelee, joten tulokset eivat ole suoraan verrannollisia bakteerien lu-

kumaaraan tuntemattomassa naytteessa.

Yksinkertaisin DNA-pitoisuuden maaritys perustuu DNA:n nukleotidien absor-
banssiin, jota voidaan mitata 260 nm:ss&. Menetelmén helppoudesta huolimat-
ta, sen heikkoudeksi on osoittautunut herkkyys pienillekin epapuhtauksille. Esi-
merkiksi naytteen proteiinit, RNA ja vapaat nukleotidit aiheuttavat virhetta tulok-

siin.

Menetelm&é hairitsevien tekijoiden vaikutuksen minimoimiseksi on kehitetty lu-
kuisia erilaisia fluoresoivia variaineita. Naméa yksinaan heikosti fluoresoivat rea-
genssit sitoutuvat selektiivisesti kaksijuosteiseen DNA:han ja vuorovaikutus
adeniini-tymiini- seka guaniini-sytosiini-emasparien kanssa saa aikaan fluore-
senssin kasvun.’®*"!® variaineet voivat olla solun |4paisevia tai lapaisematto-
mid. Solun lapéisevia variaineita kaytettdessa ei tarvita naytteen esikasittelya,
kun taas solun lapaisemattomilla variaineilla naytteen solut tulee ensin hajottaa.
Naiden DNA:ta hyodyntavien menetelmien herkkyys vaihtelee 100 solusta

10 000 soluun naytteessa.

4.5 ATP-madritys

Solut tuottavat ATP:ta eli adenosiinitrifosfaattia niiden soluhengityksen aikana ja
kayttavat sita energian lahteena erilaisiin elintoimintoihinsa. ATP on yksi solujen
elamalle valttdmattomista molekyyleista ja solun kuoltua se hajoaa nopeasti
muutamassa minuutissa, joten menetelmalla voidaan maarittdd ainoastaan ela-

vien solujen maaraa.

Kaikissa elavissa soluissa ATP:n mé&ard on vakio ja yksi bakteerisolu sisaltaa

noin 0,01 fmol ATP:ta. Menetelmalld voidaan havaita yksittdinen bakteeri, silla

19
l.

pienin havaittava ATP mé&ara on 0,01-0,1 fmol.” Tarkkuutta lisd& lusiferaasin
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spesifisyys ATP:lle, silla DNA:n rakennusaineena solujen kayttama dATP:n
(deoksiadenosiinitrifosfaatti, yksi DNA:n neljasta nukleotidistéd) aktiivisuus reak-

tiossa on vain 5 % ATP:n aktiivisuudesta.?°

Useat valmistajat tarjoavat kaupallisia ATP:n maaritys-kitteja, joissa nayttee-
seen lisataan yleensa kahta reagenssia, toinen sisaltaa detergenttid, joka vapa-

uttaa ATP:n solun sisalta ja toinen on lusiferaasi/lusiferiini-reagenssi.

Reagenssien lisayksen jalkeen naytteen ATP muuttaa entsyymin katalysoimana
lusiferiinin muotoon, josta se pystyy hapettumaan ja samalla syntyy valoa. Lusi-
feriinin reaktio tapahtuu kahdessa vaiheessa. Ensin ATP:n luovuttaessa fosfaat-
timolekyylin muodostuu adenosiinimonofosfaatista ja lusiferiinista AMP-
lusiferiini-kompleksi, minka jalkeen se hapettuu ilman hapen vaikutuksesta oksi-

lusiferiiniksi kuviossa 4 esitetyn reaktioyhtalon mukaisesti.

Luc + LH, + ATP - Luc-LH, - AMP + PP,
Luc-LH, - AMP + O, — Luc - Oxyluciferin + AMP + CO, + light

Kuvio 4. Lusiferiinin reaktiot valon muodostuksessa. Kuviossa Luc = lusiferaasi,

LH, = lusiferiini, PP; = ATP:st4 vapautuneet fosforit. %

Reagenssien lisdysten jalkeen nayte on heti mitattavissa luminometrilla. Detek-
toitava valo on neutraaleissa ja emaksisissa olosuhteissa vihreaa, kun taas
happamassa ja raskasmetallien lasnaollessa valo on punaista. Syntyneen valon
intensiteetti on optimaalisissa olosuhteissa ja pienesséd ATP-pitoisuudessa suo-

raan verrannollinen néytteen ATP:n ja solujen maaraan.®
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5 MENETELMAT JA MATERIAALIT

Tutkimuksessa kvantitoitavina bakteereina kaytettiin seka gram-positiivisia etta
gram-negatiivisia bakteereita, jotta néhtaisiin soluseinaman vaikutus menetel-
man kaytettavyyteen. Gram-positiivisena bakteerina kaytettiin Bacillus subtilista
ja gram-negatiivisena Escherichia colia. Bakteerit kasvatettiin mediumissa, josta

ne pestiin ja lisattiin laimennoksina naytepuskureihin.

Naytteiden fluoresenssisignaalit mitattiin Victor*-laitteella (PerkinElmer Finland
Oy, Turku) kayttaen aikaerotteista fluorometriaa. Viritys tapahtui aallonpituudel-
la 340 nm. 400 pus viiveen jalkeen emission mittaus suoritettiin 615 nm:ssa 400
Ms ajan. Virityksessa lantanidiin sitoutunut ligandi virittyy ja siirtdd aktivaatio-
energiaa lantanidille, mik& johtaa lantanidin fluoresoimiseen. Kyseinen ilmio
tunnetaan P-tyypin viivastyneena fluoresenssina. Mittauksia suoritettiin 30 mi-
nuutin valein noin kahden tunnin ajan, jotta nahtéisiin signaalin muutos ajan

suhteen.

Kehitettavalla kvantitointimenetelmalla havainnoitiin eri olosuhteiden vaikutusta

signaaliin ja menetelman herkkyyteen.

5.1 Bakteerien esikasittely

Bakteerit siirrostettiin aina edellisena paivana maljalta TSB-mediumiin ja inku-
boitiin yon yli (250 rpm, 37 °C).

Ennen laimennosten valmistamista bakteerit pestiin mediumista sentrifugoimalla
2 ml:n mikrosentrifugiputkissa (4000 rpm, 3 min) neljasti ja bakteerit suspensoi-
tiin 1x PBS-liuokseen (fosfaattipuskuroitu saliiniliuos). Fosfaattipuskuroitua sa-
liniliuosta k&aytettiin isotonisen osmoottisen paineen (sama osmoottinen paine
bakteerin sisa- ja ulkopuolella) aikaansaamiseksi. Jos osmoottinen paine olisi
suurempi bakteerin sisalla kuin ulkopuolella (kuten esimerkiksi vetta kaytettaes-

s4, jolloin vesi on hypotoninen), ottaisi solu sisdénsa ulkopuolista liuosta os-
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moottisen paineen tasaamiseksi. Tasta syysta solu turpoaisi ja lopulta hajoaisi

soluseinéan antaessa periksi.

Pesun jalkeen bakteerisuspensiosta valmistettin 1x PBS-liuokseen 1:100-
laimennos, josta mitattiin absorbanssi aallonpituudella 600 nm (Ultrospec 2100
pro, GE Healthcare) kayttaden polymetyylimetakrylaatti-kyvettia (PMMA-kyvetti).
Absorbanssista laskettiin laimentamattoman suspension bakteeripitoisuus kayt-
tamalla kerrointa 1 AU = 3*10° bakteeria/ml. Kerroin oli maaritetty aiemmin la-
boratoriossa aiemmin tehdyn mittauksen yhteydessa. Pestysta suspensiosta

valmistettiin laimennokset eri olosuhteisiin.

5.2 Kuolleiden bakteerien vaikutus signaaliin

Yhta testikertaa varten bakteerisuspensiota pipetoitiin petrimaljalle ohueksi nes-
tekerrokseksi ja tama siirrettiin UV-lampun (teho 30 W) alle noin 5 senttimetrin
etaisyydelle lampusta 5 minuutiksi. Kasittelyn tarkoituksena oli tappaa bakteerit
ja tutkia menetelman toimivuutta myos kuolleilla bakteereilla. Bakteerien viabili-

teetti todennettiin maljaamalla suspensiota TSB-agarille.

5.3 Naytteiden valmistus

Naytteet valmistettiin 1,5 ml mikrosentrifugiputkiin lisdamalla 600 pl:aan pusku-
ria eri maaria bakteereita. Nollanaytteeseen ei lisatty lainkaan bakteereja. Eri
bakteerimaaréat laskettiin pesun jalkeen mitatusta absorbanssista suspension
bakteeripitoisuus. Mikrosentrifugiputkiin valmistettuihin naytteisiin saatiin las-
kennallisiksi bakteerimaariksi 0, 2*10°, 2*10° ja 2*10’. Bakteerien lisdyksen jal-
keen nayteseokseen lisattiin viela 10 pl:ssa EuCls tai TbCls ja ligandit yhtena
liuoksena tai kumpaakin, lantanidia ja ligandeja, erikseen 10 pl. Valmistetuista
naytteista pipetoitiin neljat rinnakkaiset 10 pl:n, 20 pl:n tai 70 pl:n naytteet kuop-

palevylle kuopan koosta riippuen.

Menetelm&a kehitettdesséa testattiin monia eri olosuhteita, jotta I6ydettaisiin par-

haiten toimivat tekijat, joilla pystyttaisiin havaitsemaan naytteesta mahdollisim-
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man pieni bakteeripitoisuus. Naihin olosuhteisiin kuuluivat esimerkiksi kaksi eri
lantanidia ja niille sopivat ligandit, haihdutus, puskurit ja suolan lisdys ja kuop-

palevyt.

5.3.1 Kelaattien valmistus

Kelaatin valmistamisessa testattiin kahta eri fluoresoivaa lantanidia, Eu** ja
Tb*", seka niille sopivia ligandeja. EuCls- ja TbCls-kelaatit valmistettiin joko li-
saamalla lantanit ligandien kanssa samaan seokseen, tai EuCls- ja TbCl; pidet-

tiin omana liuoksena ja ligandit yhdistettiin yhdeksi liuokseksi.

EuCl; -kelaatti

EuCls- ja ligandiliuokset valmistettiin liuottamalla reagenssit joko DMSO:hon
(dimetyylisulfoksidi, puhtaus yli 99,9 %, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) tai aseto-
niin (puhtaus yli 99,9 %, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) niiden heikon vesiliukoi-

suuden vuoksi.

EuCls:lle (puhtaus yli 99,9 %, Alfa Aesar, Iso-Britannia) kaytettiin seuraavia or-

gaanisia molekyyleja ligandeina:

e NTA (4,4,4-trifluoro-1-(2-naftyyli)-1,3-butaanidioni, puhtaus yli 99 %, Ac-
ros Organics, New Jersey)

e Phen (1,10-fenantroliini, puhtaus yli 99 %, Sigma Aldrich, St. Louis, MO)

e TTA (tenoyylitrifluoroasetoni, puhtaus yli 99 %, Sigma Aldrich, Iso-
Britannia)

e TOPO (trioktyylifosfiinioksidi, puhtaus yli 99 %, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO)

e TPPP (trifenyylifosfiinioksidi, puhtaus yli 98 %, Fluka Biochemika, Sveit-
si)

e DMDPO (dimetyylidekyylifosfiinioksidi, puhtaus yli 98 %, Fluka Bioche-

mika, Sveitsi)
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e TBPO (tributyylifosfiinioksidi, puhtaus yli 95 %, Sigma Aldrich, Steinheim,
Saksa)

Kolme ensimmaista ligandia toimivat kelaatin virittdvana molekyylina ja nelja
viimeista suojaavat kelaatin rakennetta ja sidoksia hydratoitumiselta. Seoksissa
europiumin ja ligandien suhde on 1:9:9 tai kaytettdessa yhta ligandia 1:9. Seok-
set valmistettin 20 mM:ksi europiumin suhteen lisdéamalla ensin EuCls
DMSO:hon ja seuraavaksi virittdva ja suojaava yhdiste, jolloin ligandien pitoi-
suus oli 180 mM. Pidettaessa Eu- ja ligandiseokset erillisind alkupitoisuudet
olivat samat ja naistéa laimentamalla valmistettiin halutun pitoiset EuCls/ligandi-
seokset. EuCl; pitoisuuksina testattiin 0,4; 1,2; 4 ja 12 pM. Ligandien pitoisuuk-
sina testattiin 3,6; 11; 12; 36; 110 ja 120 pM.

EuCls- ja NTA/TOPO-liuoksilla tutkittin myoés EuCls ja lidandien erillaan lisdami-
sen, lisaysjarjestyksen seka liuosten lisdyksen valissa tehtavan inkubaation vai-

kutusta signaaliin.

TbCl; -kelaatti

TbCl; ja ligandit liuotettiin hyvan vesiliukoisuuden vuoksi MQ-veteen.

Terbiumille kaytettiin seuraavia orgaanisia yhdisteité ligandeina (reagenssit oli-

vat valmiina liuoksina):

e CDA (chelidamic acid, 4-hydroksipyridiini-2,6-dikarboksyylihappo,
puhtaus yli 97 %, Sigma Aldrich, St. Louis, MO)

e DPA (dipikoliinihappo, puhtaus 99 %, Acros Organics, New Jersey)

e Tiron (4,5-dihydroksi-1,3-bentseenidisulfonihapon dinatriumsuola, Acros

Organics, New Jersey)

Ligandit liuotettiin veteen tai natriumhydroksidin vesiliuokseen. Dipikoliinihappo-

liuoksen natriumhydroksidipitoisuus oli 0,85 M ja CDA-liuoksen 0,74 M.

TbCl; ja ligandeista valmistettiin yksi seos tai erilliset liuokset, joissa TbCls pitoi-

suus oli 10 uM ja ligandin 50 pM, jolloin TbCl; ja ligandin suhde oli 1:5.
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5.3.2 Haihdutus

Menetelman toimivuutta oli testattu alustavasti jo aiemmin, jolloin oli todettu
menetelman toimivan, jos neste haihdutetaan ensin naytteesta pois. Haihdutus-
ta optimoitiin testaamalla kolmea eri haihdutuslampétilaa: 37, 76 ja 110 °C. Li-
séksi testattiin kuoppalevylla naytteiden sijoittelun vaikutusta, jattamalla tyhjia
kaivoja naytteiden valiin ja lisaamalla naytteitd ymparoiviin kaivoihin vetta, jol-

loin reunimmaiset naytteet eivat haihtuisi merkittavasti ennen muita.

Haihdutuksen yhteydessa testattiin, mitd naytteen signaalille tapahtuu ajan
myo6ta. Koska menetelmé naytti toimivan my6s haihduttamattomana, paatettiin

tasta tydvaiheesta luopua.

5.3.3 Kuoppalevyt ja mikrosentrifugiputket

Kuoppalevyja on olemassa monia erilaisia. Niiden valmistusmateriaalit ja niiden
myota varit, kuoppien koot ja sitd mydden kuoppien lukumaarat vaihtelevat.
Naiden lisaksi levyt voivat olla eri tavoin pintakasiteltyja. Esimerkiksi negatiivi-
sesti varautunut pinnoite edistaa solujen hydrofobista sitoutumista kun taas hyd-
rogeelipinnoite ehkaisee juuri hydrofobisuuteen ja ioniseen vuorovaikutukseen

perustuvaa sitoutumista kuopan pintaan.??

Testatut kuoppalevyt oli tilattu eri valmistajilta. Valmistusmateriaalina oli polysty-
reeni, mutta nostettaessa haihdutuslampdétilaa jouduttiin testaamaan polypropy-
leenilevyd sen korkeamman sulamislampdtilan vuoksi. Testeisséa kaytettiin levy-
j&, joiden vari ja kuoppien koot vaihtelivat. Tutkitut levyt olivat 96- ja 384-
mikrotiitterilevyja ja varit olivat keltainen, valkoinen ja musta. My6s pintakasitte-

lyjen vaikutusta tutkittiin.

Kuoppalevyjen lisaksi naytteiden valmistukseen kaytettyjen mikrosentrifugiput-
kien vaikutusta fluoresenssiin tutkittiin. Testeissa verrattiin pinnoittamattomien ja

kahden eri valmistajan tarraamattomaksi pinnoitettujen putkien tuloksia.
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5.3.4 Naytepuskurit ja suolanlisays

Puskureita valmistettaessa voidaan kayttaa yhta tai useampaa komponenttia
puskuroivan vaikutuksen aikaan saamiseksi. Testeissa tutkittiin erilaisia pusku-
reita, joiden valmistuskomponentit, pitoisuus ja pH-arvot vaihtelivat ja niiden

vaikutus signaaliin analysoitiin. Kaytettyja liuoksia olivat:

e Tris (pH 4,6; 6,0 ja 7,8)

e Universaalipuskuri (pH 2,5; 4,5; 7,0; 9,0 ja 11,0)

e Glysiinipuskuri (pH 4,3 ja 10,9)

e MES eli 2-(N-morfoliini)-etaanisulfonihappo (pH 4,5 ja 7,9)

e HEPES eli 2-[4-(2-hydroksietyyli)-1-piperatsinyyli]-etaanisulfonihappo
(pH 4,6 ja 7,8)

e 1xPBS
e TSB-medium
e MQ-vesi

Universaalipuskurin komponentit ovat sitruunahappo, kaliumdivetyfosfaatti,

tris(hydroksimetyyliyJaminometaani, natriumtetraboraatti ja kaliumkloridi.

Sopivan puskurin l6ydyttya optimoitiin pitoisuus ja pH seka testattiin suolan vai-
kutus signaaliin. Talldin naytepuskuria valmistettaessa puskuriin lisattin 5 M
NaCl-liuosta eri méaria tietyn pitoisuuden aikaansaamiseksi. Tutkitut suolapitoi-
suudet olivat 0, 3, 30 ja 300 mM.

5.3.5 Fosfaatin lisayksen optimointi

Naytepuskureista kolmen olosuhteen havaittiin olevan potentiaalisia. Yksi naista
olosuhteista oli fosfaatti, joten fosfaatin lisdysta optimoitiin menetelman herk-
kyyden parantamiseksi. Optimoinnin jalkeen kalibraatiokéayrét mitattiin fosfaatit-

tomalla olosuhteella ja olosuhteella, johon oli lisatty fosfaattia.

Tutkimuksessa tarkasteltiin PBS-liuoksen lisayksen vaikutusta signaaliin lisaa-
mall& naytepuskuriin 0; 0,06; 0,2; 0,5; 0,6; 1,6; 6; 16 tai 48 % nayteseoksen tila-
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vuudesta. Samassa yhteydessa tarkasteltin kuopan koon (384- tai 96-
mikrotiitterilevyn) vaikutusta.

5.3.6 Liuotinten lisdys seka EU/NTA/TOPO:n lisays liuottimissa

Liuottimien lisdyksen vaikutusta menetelman maaritysherkkyyteen tutkittiin li-
saamalla puskurin, bakteerien ja kelaatin sekaan eri liuottimia (dimetyylisulfok-
sidi eli DMSO, etyleeniglykoli, polyetyleeniglykoli PEG400 ja glyserol)) 8 %

seoksen tilavuudesta.

Taman lisaksi tutkittiin, miten kelaatin lisdys liuottimissa (DMSO, PEG400 ja
MQ-vesi) vaikuttaa signaaliin ja menetelméan herkkyyteen. Testissa kelaatit val-
mistettiin samoin kuin aiemmin, mutta laimennokset tehtiin DMSO:n lisdksi mui-
hin liuottimiin. Naytteisiin ne lisattiin EuCl; suhteen 4 uM pitoisuutena 10 pl:ssa

liuotinta.

5.3.7 Mediumin sieto

Naytteisiin lisattiin mediumia eri maaria, minka avulla voitiin havainnoida, pal-
jonko menetelma sietda kasvatusmediumia naytteessa. Testiolosuhteen avulla
pyrittiin maarittamaan, voisiko analysoitava néayte olla mediumissa tai olisiko

nayte mahdollista laimentaa suoraan mediumista maarityspuskuriin.

Testeissa lisattiin valmistettuun néaytteeseen tilavuuden suhteen 0,01; 0,1; 1,0;

10 ja 30 % kasvatukseen kaytettya mediumia.

5.4 Kelaatin sitoutumistavan maaritys

Testeissa tutkittiin europiumin sitoutumista bakteereihin. Testissa naytteet val-
mistettiin samoin kuin aikaisemmin. Taman jalkeen rinnakkaisista naytteista
toinen pestiin nelja kertaa sentrifugoimalla solut mikrosentrifugiputken pohjaan

ja suspensoitiin pelletti takaisin puhtaaseen puskuriin. Viimeisen pesun jalkeen
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20 pl bakteerisuspensiota laimennettiin 980 pl:aan EFl-liuosta (Europium Fluo-
rescence Intensifier, Kaivogen Oy, Turku) ja mitattiin signaali. EFI-liuos sisaltéa
samoja NTA- ja TOPO-ligandeja kuin kelaatti. Liuos irroittaa bakteereihin ja li-
gandeihin sitoutuneen europiumin ja suuren ligandimolekyylien ylimaaran avulla

virittda europium-ionit liuoksesta stabiiliksi kompleksiksi.?®

Myds NTA:n ja TOPO:n sitoutumista tutkittiin. Ensimmaiset naytteet valmistettiin
lisaamalla puskuriin 0 ja 1,75*10°® bakteeria, NTA ja TOPO seka EuCls. Toiset
naytteet valmistettiin samoin kuin edelliset, mutta ligandien ja EuCls:n lisdyksen
valissa naytteet sentrifugoitiin (4000 rpm, 3 min) ja europium lisattiin vasta uu-
teen mikrosentrifugiputkeen siirrettyyn supernatanttiin. Lopuksi sentrifugoimat-
tomien naytteiden ja sentrifugoitujen naytteiden supernatanttien signaalit mitat-

tiin.

5.5 Kalibraatiokayrien mittaus

Optimiolosuhteiden I6ydyttya mitattiin kalibraatiokayrat molemmille bakteereille
kayttaen naytteinda kymmenta eri bakteeripitoisuutta. Kalibraatiokdyristd maari-
tettiin molemmille bakteereille, B. subtilikselle ja E. colille, dynaaminen méaari-
tysalue. Dynaamisella alueella tarkoitetaan mittausalueen ala- ja ylaraja-arvoja
eli pienintd bakteerien lukumaaraé, joka on menetelmalla havaittavissa ja suu-
rinta lukumaaraa, joka on erotettavissa korkean naytepitoisuuden signaalitasos-

ta.
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6 TULOKSET JA ARVIOINTI

Olosuhteiden vaikutuksen arvioinnissa tutkittiin signaalin suuruutta, eri bakteeri-
pitoisuuksien signaalien valisia eroja, signaalin stabiilisuutta ja mittausten vari-
aatiokertoimia eli suhteellisia hajontoja. Menetelmaa kehitettdessa suoritettiin
useita mittauksia, joissa tulosten valilla havaittiin pienta vaihtelua. Tasta huoli-
matta signaalitasot pysyivat suunnilleen samoina. Testeissa naytteiden variaa-
tiokertoimet vaihtelivat laajimmillaan 2 ja 40 %:n valilla, mutta pysyivat suurim-
maksi osaksi alle 10 %:n. Naytteiden tulokset on esitetty normalisoituina eli
naytteen ja nollanaytteen suhteena. Nollanaytteen suhdeluku on aina 1, jolloin
naytteessa ei ole bakteereja. Mita enemman naytteen suhdeluku poikkeaa ar-
vosta 1, sitd suurempi naytteen bakteeripitoisuus on. Mitd suurempi signaalin
muutos on kahden pisteen valilla, sitd helpompi pienikin muutos bakteeripitoi-
suudessa on havaita. Tulokset on laskettu neljan rinnakkaisen naytteen kes-

kiarvona.

Menetelméan optimointi aloitettiin olosuhteella, jossa bakteerit pestin 1x PBS-
liuokseen, naytepuskurina kaytettin 20 mM Tris-puskuria ja kelaatti liséttiin
naytteeseen yhtena liuoksena 4 puM:na EuCls:n suhteen. Tydn edetessa, eri
olosuhteista saatuja tuloksia verrattiin lahtétilanteen signaaliin tai optimoitujen

olosuhteiden tuloksiin.

6.1 Kelaatin komponenttien valinta

Kelaatteja tutkittaessa havainnoitiin menetelmén toimivuutta kahdella eri lanta-
nidilla ja naihin liitettavien ligandi-yhdistelmien vaikutusta signaaliin. Fluore-

senssi mitattiin haihdutetuista naytteista.

Menetelm&éa optimoitaessa tutkittiin erilaisia EuCls:n ja ligandien yhdistelmia,
jotka ovat lueteltuna kappaleessa 5.2.1 Kelaattien valmistus. Myods TbClz:n ja
sille sopivien kolmen ligandin yhdistelmia tutkittiin. Kaytetyt kelaattien koostu-

mukset ovat esitettyina taulukossa 1.
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Taulukko 1. Tutkittujen kelaattien koostumukset.

Lantanidi Ligandi 1 Ligandi 2
1. NTA TOPO
2. NTA -
3. Phen TOPO
4, NTA TPPP
5. EuCls NTA DMDPO
6. TTA -
7. TTA TOPO
8. NTA TBPO
9. TTA TPPP
10. CDA -
11. TbCls DPA -
12. Tiron -

Kaytettaessa NTA/TOPO-ligandiyhdistelmaa, kelaatti-liuoksen pitoisuus euro-
piumin suhteen oli 4 uM. Yhdisteltdessa muita ligandeja, europiumin pitoisuus
oli kymmenkertainen (40 uM), kuitenkin EuCls:n ja ligandien suhdeluvun 1:9:9
tai 1:9 sailyessa. Suurempi pitoisuus johtui ligandien heikommasta viritystehos-
ta. Terbiumia ja ligandeja yhdistettdessa liuoksen pitoisuus TbCls:n suhteen ol
10 puM. TbClz:n ja ligandien suhde naytteessa oli 1:5 tai 1:50.

EuCls-kelaateista yhdistelmien 3, 4, 6, 7 ja 8 signaalit olivat matalat tai bakteeri-
pitoisuuksien valilla signaalit eivat poikenneet toisistaan, joten niilla optimointia
ei jatkettu. Naista saadut signaalit myds laskivat huomattavasti 30 minuutin si-
salla, kun taas Eu**/NTA/TOPO:lla signaali pysyi mitattavana jopa kahden tun-
nin ajan. Stabiili signaali antaa menetelmalle hyddyn, jonka ansiosta naytteita ei

tarvitse analysoida valittomasti valmistuksen jalkeen.

Terbiumkelaatteja tutkittaessa CDA-ligandilla saatu signaali oli suurempi kuin
l&ahtdtilanteen europium-kelaatin, mutta signaali ei muuttunut bakteerien maéarén
kasvaessa. Kahden muun terbium-kelaatin tapauksessa signaalitasot jaivat eu-
ropiumilla saatavia signaaleja huomattavasti pienemmiksi, eika naissakaan ha-

vaittu merkittavia eroja bakteeripitoisuuksien valilla.
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Europiumin ja ligandien yhdistelmilla 1, 2, 5 ja 9 saaduista tuloksista on esitetty

normalisoitu fluoresenssisignaali bakteeripitoisuuden funktiona kuviossa 5.
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—

\ o—Eu/NTA/TOPO
\ —8—Eu/NTA
Eu/NTA/DMDPO
Eu/TTA/TPPP

~

Normalisoitu signaali
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o
»

o
)
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Bakteerien lukumé&ari/kaivo
Kuvio 5. Eri ligandeista muodostettujen EuCls-kelaattien vaikutus signaaliin.

Kuviosta ndhdaéan, miten naytteiden eri bakteeripitoisuuksien signaalit erottuvat
toisistaan ja taustasta. Mitd enemman normalisoidut signaalit erottuvat nolla-
naytteen signaalista, eli mitd pienemmat normalisoidut signaalit ja suhteellinen
hajonta ovat, sitd herkempi menetelma on kyseisessa olosuhteessa. Verratta-
essa tutkittujen olosuhteiden signaaleja naytteeseen, jossa on kaytetty ligandei-
na NTA:a ja TOPO:a, muiden naytteiden arvot erottuvat huomattavasti vahem-
man nollanaytteestd, lukuun ottamatta viimeisen naytteen pieninta bakteeripitoi-
suutta. Kokonaisuudessaan vertailtaessa naytteiden kayrid keskenaan,
Eu/NTA/TOPO-olosuhteen signaali laskee tasaisemmin kuin muut. Taman li-
saksi nollanaytteen ja suurimman bakteeripitoisuuden signaalien valinen erotus

eli dynaaminen maaritysalue on laajempi.

Toistettaessa mittaukset kuvion esittamilla olosuhteilla, naytteiden signaalit ei-
vat toistuneet lukuun ottamatta Eu/NTA/TOPO-olosuhdetta, mink& vuoksi opti-

mointia paatettiin jatkaa kyseisilla kelaatin komponenteilla.
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6.2 Haihdutustavan ja lampdétilan valinta

Naytteiden haihdutusta tutkittiin kolmessa eri [ampdétilassa ja tuloksia verrattiin
haihduttamattomiin naytteisiin. Haihdutettaessa 37 °C:ssa neste oli taydellisesti
haihtunut vasta nayteseoksen valmistusta seuraavana paivana. Taman lisaksi
signaalit jaivat hyvin mataliksi olettaen, ettd kelaatin stabiilisuus oli karsinyt ajan

suhteen.

Haihdutettaessa naytteita lampodkaapissa 76 °C:ssa haihtuminen vei tunnista
kolmeen tuntiin rippuen naytekaivojen maarasta. Haihtuminen hidastui useita
naytteitd haihduttaessa, ilmeisesti kosteuden noustessa mikrotiitterilevyn lahei-
syydessa. Nesteen haihduttua naytteitd mitattaessa signaalit olivat korkeampia
kuin matalassa lampétilassa haihdutettujen naytteiden. Tastd huolimatta sig-
naalitasot olivat huomattavasti matalammat kuin haihduttamattomilla naytteilla.

110 °C:ssa haihdutetuista naytteistd neste haihtui noin tunnissa taydellisesti.
Mitattaessa naytteita signaalitasot jaivat merkittavasti haihduttamattomien ja
76 °C:ssa haihdutettujen naytteiden signaaleja matalammalle, eikd muutosta eri

bakteeripitoisuuksien valilla havaittu.

Haihdutus korkeimmassa lampdtilassa hylattiin heti, silla tulos selvasti karsi ka-
sittelysta. 37 °C:een lampdgtilassa haihtuminen vie liikaa aikaa verrattaessa 76
°C:een. Liséksi 76 °C:een lampdtilassa kasiteltyna naytteiden signaalitasot oli-
vat korkeammat, jolloin signaalien laskeminen ei rajoita kriittisesti mittauksen

ajankohtaa.

Haihdutuslampdétilan yhteydessa tutkittiin myods naytteiden kuoppalevylle asette-
lun vaikutusta signaaliin. Naytteet aseteltiin joko joka kolmanteen kaivoon tai
jarjestyksessa jokaiseen kaivoon siten, ettd naytteitd ympardoiviin kaivoihin lisat-
tiin vastaava tilavuus vettd. Jalkimmaisella ratkaisulla pyrittiin ehkdisemaan
reunimmaisten kaivojen haihtumista huomattavasti ennen muita. Naytekaivojen
ympardiminen vedella naytti vaikuttavan reunimmaisten naytteiden signaaliin.

Signaalit olivat samansuuruisia muiden rinnakkaisten naytteiden signaalien
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kanssa, kun taas aiemmin reunimmaiset signaalit olivat hieman muita matalam-

pia. Taman vuoksi haihdutus suoritettiin jatkossa naytteet vedella ympéardiden.

Haihdutuksesta paatettiin kuitenkin luopua kokonaan, silla naytteet olivat mitat-
tavissa valittémasti valmistuksen jalkeen, jolloin aikaa saastyi. Myos signaalita-
sot sekd menetelman dynaaminen maaritysalue olivat hieman suuremmat haih-

duttamattomilla naytteilla.

6.3 Kuoppalevyn valinta ja mikrosentrifugiputken pinnoituksen vaikutuksen

selvittdminen

Optimoinnin tdssa osassa tutkittiin kuoppalevyjen ominaisuuksien, kuten non-
binding-pinnoitteen ja varin, vaikutusta menetelman herkkyyteen. Taulukossa 2

on esitettyna tutkitut kuoppalevyt.

Taulukko 2. Kaytettyjen kuoppalevyjen tiedot.

Kuoppien Ilkm Vari Tiedot
1. keltainen Nunc, irtorivit
2. 96 VAriton Nunc, irtorivit
3. musta Corning Assay plate, non-binding
4, musta Corning NBS plate, non-binding
5. musta Perkin Elmer, OptiPlate 384-F
6. 384 musta Nunc, Shallow well plate
7. Variton Corning, Thermowell, PCR
8. valkoinen Perkin Elmer, OptiPlate

Testeista saatujen tuloksien normalisoituja signaaleja verrattiin kesken&an sopi-
vimman kuoppalevyn |0ytamiseksi. Lewyilla 3,4,5,6 ja 7 signaalitasot olivat erit-
tain matalat, eikd bakteeripitoisuuksien valilla signaaleissa havaittu merkittavia

eroja, joten kyseiset kuoppalevyt hylattiin tarkastelusta.

Levyjen 1 ja 2 signaalitasot olivat eri bakteeripitoisuuksilla suunnilleen saman-
kaltaiset, mutta levyn 1 normalisoidut signaalit eri bakteeripitoisuuksilla erottui-

vat hieman enemman nollandytteestd sekd menetelman dynaaminen maaritys-
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alue oli merkittavasti suurempi. Verrattaessa levyja 1 ja 8, levylla 8 dynaaminen
maaritysalue oli merkittavasti suurempi seka signaali/tausta-suhdeluvut erottui-
vat nollanaytteesta huomattavasti enemman. Taman vuoksi jatkossa mittaukset
suoritettiin Perkin Elmerin valkoisella 384 - OptiPlatella (levy 8). My6hemmin

mittauksia tehtiin myos samalla 96- kuoppalevylla.

Koska naytteet valmistettiin mikrosentrifugiputkiin, tutkittiin pinnoittamattomien
ja tarraamattomien putkien (Sarstedt, low binding microtubes ja Alpha laborato-
ries, no stick microtubes) vaikutusta fluoresenssiin. Oletettavasti putkien pinnoi-
tetta liukeni naytteeseen, silla saatu signaali oli samantasoinen nollanaytteella
ja eri bakteeripitoisuuksilla. Tasta syysta tutkimuksia jatkettiin pinnoittamattomil-

la mikrosentrifugiputkilla.

6.4 Lantanidin ja ligandien pitoisuuden seka lisaystavan vaikutus

Europiumille optimien ligandien l6ydyttya tutkittiin yhdistelman komponenttien
pitoisuuksien vaikutusta signaaliin valmistamalla europiumista oma liuoksensa
ja ligandeista yksi yhteinen liuos. Pitoisuuksien vaikutusta havainnoitiin molem-
milla bakteerilajeilla ja haihduttamattomilla naytteilla. Kappaleessa 5.2.1. Ke-

laattien valmistus on mainittu tutkitut europiumin ja ligandien pitoisuudet.

Saatuja tuloksia verrattiin naytteeseen, johon europium, NTA ja TOPO lisattiin
yhtena liuoksena seossuhteella 1:9:9 (pitoisuus europiumin suhteen oli 4 uM).
Testeissa yhdistelma, jossa europiumin pitoisuus oli 4 uM ja NTA:n seka
TOPO:n pitoisuudet olivat 36 uM, antoi parhaimman tuloksen toistettavasti. Ku-
viossa 6 on esitettynéd naista tuloksista kayrat normalisoidut signaalit bakteerilu-

kumaé&aran funktiona.
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Kuvio 6. Europiumin ja ligandien erillaén lisdyksen vaikutus signaaliin.
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Kuviosta 6 nahdaan, ettd komponentit erillaan lisattdessa matalilla bakteeripitoi-
suuksilla signaali erottuu selvemmin nollandytteen signaalista. Tuloksissa kui-
tenkin suhteellinen hajonta on samaa tasoa erillaén ja yhdessa lisatyilla liuoksil-
la. Tama viittaa siihen, ettéa pienimmilla pitoisuuksilla menetelm& on herkempi
ja pienikin muutos signaalissa on helpommin havaittavissa erillaan lisatyilla liu-

oksilla. Signaalit pysyivat mitattavina noin kaksi tuntia.

Muilla tutkituilla EuCls:n ja ligandien pitoisuuksilla signaali ei erottunut taustasta
tai se oli korkea, mutta muutoksia bakteerimaarien valilla ei havaittu. Taman

vuoksi jatkossa kelaatti lisattiin naytteisiin erillisina liuoksina.

Naiden lisdksi selvitettiin kelaattiliuosten lisaysjarjestyksen seka liuosten lisays-
ten valissa tehtavan inkuboinnin vaikutusta signaaliin. Inkuboinnin ajaksi valittiin
kaksi tuntia, silla sina aikana samaan aikaan lisatyissa naytteissa signaali ol

ehtinyt tasaantua.
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Kuvio 7. Kelaatin komponenttien lisaysjarjestyksen ja inkuboinnin vaikutus sig-
naaliin.

Kuviosta 7 kay ilmi, etta EuCls:a ensin liséattdessa normalisoitu signaali erottuu
pienimmalla bakteeripitoisuudella eniten nollanaytteen signaalista. Myo6s tulok-
sien suhteelliset hajonnat olivat pienimpia, joten se on kyseisella alueella herkin
kuvion olosuhteista. Muihin kuvion olosuhteisiin verrattuna muita merkittavia
eroja ei ole, myds dynaamiset maaritysalueet ovat olosuhteilla samanlaajuisia.
Merkittavia eroja inkuboitujen ja inkuboimattomien naytteiden valilla ei ollut. Kui-
tenkin kahden tunnin inkubointiajan lisaksi signaalin kesti noin 1,5 tuntia nousta
maksimiinsa, jolloin saatiin parhaimmat tulokset. Inkubointia ei jatkossa suoritet-
tu, silla tama vaihe lisasi mittaukseen kuluvaa aikaa huomattavasti. Tutkimuksia
jatkettiin edelleen lisdamalla naytteisiin ensin 4 uM EuCl; ja sitten 36 uM
NTA/TOPO-liuos.
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6.5 Naytepuskurin valinta

Naytepuskureita tutkittaessa havainnoitiin seitseman eri puskurin ja niiden pH:n
vaikutusta signaaliin molemmilla bakteerilajeilla. Nama puskurit on lueteltu kap-

paleessa 5.2.4. Puskurit ja suolan lisays.

Vaikutuksia havainnoitaessa tuloksia verrattin 20 mM Tris-puskurin (pH 7,8)
tuloksiin. Kaikilla tutkituilla puskureilla, pH:sta riippumatta, signaalitasot jaivat
hyvin mataliksi, eika bakteeripitoisuuksien valilla havaittu merkittavia eroja.
Poikkeuksena oli MQ-vesi, jolla signaalitasot olivat aluksi korkeammat, mutta
laskivat nopeasti naytteen valmistuksen jalkeen. Taman vuoksi tutkimuksia jat-

kettiin Tris-puskurissa, jolle selvitettiin seuraavaksi sopiva pH ja pitoisuus.

Tutkituista kolmesta pH:sta (7,8; 5,9 ja 4,5) pH 7,8 ja 4,5 toimivat suunnilleen
samalla tavalla 20 mM pitoisuudessa. pH:ssa 5,9 dynaaminen alue oli suppe-
ampi kuin kahdella muulla. pH:ssa 4,5 dynaaminen alue oli yhta laaja kuin
pH:ssa 7,8. pH:ssa 7,8 ja 4,5 puskurin normalisoidut signaalit eivat mydskaan
poikenneet huomattavasti toisistaan, joten kummallekin puskurin pH-arvolle sel-

vitettiin sopiva pitoisuus.

Puskurin molemmilla pH-arvoilla tutkittin 2, 20 ja 100 mM pitoisuuksien vaiku-
tus. 2 mM puskurin dynaaminen alue oli pH:ssa 4,5 huomattavasti laajempi kuin
20 mM:lla. Kuviosta 8 nahdaan 2 mM puskurissa eri bakteeripitoisuuksien nor-
malisoitujen signaalien erottuvan enemman nollanaytteesta ja laskevan tasai-
semmin bakteeripitoisuuksien funktiona kuin 20 mM puskurin. 200 mM pusku-
rissa signaalin kayra k&éntyi nousevaksi. Dynaaminen alue jai talla pitoisuudella
suppeaksi, mutta nollanaytteen ja matalimman bakteeripitoisuuden signaalien

suhde on suuri.
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Kuvio 8. Puskurin pitoisuuksien vaikutus signaaliin p
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pH:ssa 7,8 20 mM puskuriin verrattuna 100 mM puskurissa eri bakteeripitoi-

suuksien fluoresenssit olivat suunnilleen samat, mutta kuviosta 9 ndhdaan nor-

malisoitujen signaalien erottuva hieman vahemman nollanaytteesta. 2 mM pitoi-

suudella dynaaminen maaritysalue oli huomattavasti laajempi ja normalisoidut

signaalit erottuivat enemman kuin 20 mM puskurissa. Taman vuoksi pH:ssa 7,8

tutkittiin viel&a 0,6 mM; 0,2 mM ja 0,06 mM pitoisuudet. Kaikissa kolmessa pitoi-

suudessa dynaamiset mittausalueet olivat suppeammat kuin 2 mM:ssa. Myos

normalisoidut signaalit erottuivat vahemman ja suhteelliset hajonnat olivat suu-

remmat verrattuna 2 mM pitoisuuteen.
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Kuvio 9. Puskurin pitoisuuden vaikutus signaaliin pH
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Optimointia jatkettiin seuraavaksi tutkimalla suolan lisayksen vaikutusta kahdel-
la pitoisuudella ja pH-arvolla: 2 mM, pH 7,8 seka 100 mM, pH 4,5.

Molemmilla puskurin pH-arvoilla tutkittin 30 ja 300 mM NacCl-pitoisuuden vaiku-
tusta signaaliin. pH:ssa 4,5 suurempi suolapitoisuus sai aikaan laajemman dy-
naamisen mittausalueen, suuremmat nollandytteen ja matalimpien bakteeripi-
toisuuksien signaalien suhteet verrattaessa pienempddn suolapitoisuuteen.
pH:ssa 7,8 pienempi suolapitoisuus vaikutti tuloksiin samoin kuin pH:ssa 4,5
suurempi pitoisuus suolaa. Vertailtaessa molempien pH-arvojen parhaimpia
tuloksia keskenaan pH:ssa 7,8 signaalit olivat korkeammat ja dynaaminen mit-
tausalue huomattavasti laajempi, mutta pH:ssa 4,5 fosfaatin vaikutus signaaliin
naytti olevan pienempi, joten naytepuskurin pH:ksi valittiin 4,5 ja NaCl liséttiin
naytteeseen 300 mM:ksi.

6.6 Kuolleiden solujen havaitseminen

Menetelmaa tutkittin myds UV-valolla kasitellyilla soluilla, jolloin tulokset osoitti-
vat signaalien ja variaatiokertoimien olevan samansuuruiset kuin elavilla soluil-
la. Testissa kaytettiin Tris-puskuria (pH 7,8), 4 pM EuClza ja 36 uM
NTA/TOPO-liuosta. Bakteerien viabiliteetti maaritettiin maljaamalla kasittelema-
tonta ja UV-valolla kasiteltya suspensiota TSB-agarille. Inkuboinnin jalkeen pe-
sékkeet laskettiin ja tulokset osoittivat viabiliteetin olleen 24 %. Tasta paatellen

menetelmalla pystytddn havaitsemaan niin elavat kuin kuolleetkin bakteerit.

6.7 Liuottimien ja kasvatusmediumin vaikutus menetelman herkkyyteen

Aluksi liuotinten (DMSO, etyleeniglykoli, polyetyleeniglykoli eli PEG400, glysero-
li) vaikutusta menetelmé&n herkkyyteen tutkittiin lisaéamalla naytteisiin 8 % liuotin-
ta. Kaikkien liuotinten lisdys vaikutti tuloksiin laskien signaalitasoja, mutta sa-
malla eri bakteeripitoisuuksien normalisoidut signaalit erottuivat enemman nol-
lanaytteesta verrattuna naytteisiin ilman liuotinta. Parhaimmaksi liuottimeksi

osoittautui polyetyleeniglykoli PEG400. Toistettaessa mittausta polyetyleenigly-
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kolilla, signaalitasot olivat edelleen matalat, mutta normalisoitujen signaalien ja

variaatiokertoimien osalta tulos ei toistunut.
Myo0s kelaatin lisysta liuottimissa tutkittiin seuraavissa olosuhteissa:

e Tris-puskuri + bakteerit + 10 pl EU/NTA/TOPO (4 uM) DMSO:ssa (vertailukoh-
de)

e Tris-puskuri + bakteerit + 2 pl EU/NTA/TOPO (20 pM) DMSO:ssa

e  Tris-puskuri + bakteerit + 10 yul EW/NTA/TOPO (4 uM) PEG400:ssa

e  Tris-puskuri + bakteerit + 10 yl EW/NTA/TOPO (4 uM) MQ-vedessa

Toisessa olosuhteessa signaalialue oli suppeampi ensimmaiseen verrattuna ja
normalisoidut signaalit erottuivat nollanaytteestd vahemman. Kelaattia
PEG400:ssa lisattdessa signaalialue oli suunnilleen sama kuin ensimmaisessa
naytteessa, mutta muutokset pienilla bakteeripitoisuuksilla olivat heikot, mika
huononsi myds herkkyyttd. Vedessa lisattdessa signaalitasot olivat huomatta-
vasti muita naytteitd korkeammat, mutta muutokset pienilla bakteeripitoisuuksil-
la ja herkkyys olivat huonommat. Kyseisten testien perusteella liuottimien lisa-
yksestd péaatettiin luopua, tosin kelaattiliuos valmistettin yha laimentamalla
DMSO:hon.

Mediumin vaikutusta havainnoitaessa osoittautui jo pienimméan (0,01 %) pitoi-
suuden vaikuttavan negatiivisesti menetelman herkkyyteen. Mitd enemman
naytteessa oli mediumia, sitd enemman signaalitasot laskivat ja herkkyys karsi.
Tasta paatelleen naytteisiin lisattdvat bakteerisuspensiot tulee pesta mahdolli-
sesta kasvatusmediumista menetelmaa kaytettédessa.

6.8 Puskurin fosfaattipitoisuuden optimointi

Erityisesti fosfaattia sisaltavien puskureiden ja liuosten vaikutusta tutkittiin, silla
fosfaatin todettiin vaikuttavan signaaliin. Etenkin kelaatin EuCls- ja ligandi-
liuokset erilladn pidettdessa fosfaatti voi sitoutua europiumiin estaen ligandien

sitoutumisen, jolloin Eu** ei virity ja signaalia ei saada.
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Naytteissa kuitenkin EuCls:n sitoutuminen bakteerien pinnalle nayttaisi suojaa-
van Eu®":a fosfaatin sitoutumiselta, mika nayttaisi olevan padosassa menetel-
man toimivuudessa. Taman lisdksi bakteerit tarvitsevat fosfaattia DNA:n/RNA:n

ja soluseinaman fosfolipidien seka ATP:n rakennusaineeksi ?*%

, jolloin ne voi-
vat ottaa solun ulkopuolisesta liuoksesta fosfaattia sisddnsa. Bakteerien kaytta-
essa fosfaattia naytteen fosfaattipitoisuus laskee, jolloin fosfaatin ja ligandien

valinen kilpailu sitoutumisesta europiumin pinnalle vahenee.

Fosfaatin m&aara optimoitiin lisadmalla Tris-puskuriin valmistettuihin naytteisiin
0; 0,06; 0,2; 0,5; 0,6; 1,6; 6; 16 tai 48 % 1x PBS:a naytteen tilavuudesta.
1x PBS:n maaran lisdantyessa normalisoidut signaalit kasvoivat. Menetelman
dynaaminen alue oli kuitenkin korkeammissa 1x PBS-pitoisuuksissa suppeam-
pi. Pitoisuuden noustessa variaatiokertoimet nousivat muutaman prosentin, jo-
ten merkittavadd muutosta ei tapahtunut. Fosfaatti-pitoisuuden noustessa nayt-
teiden signaalit laskivat ajan suhteen enemman kuin fosfaatittomien naytteiden

signaalit.

Tulokset osoittivat, etta suuremman kuin 20 pl tilavuuden lisd&minen naytteisiin
ei parantanut menetelman herkkyytta. Taman vuoksi jatkossa fosfaatin lisaysta
hyodynnettdessa 1x PBS:a lisattiin naytteisiin 20 pl, jolloin sen lopullinen pitoi-

suus naytteessa oli 6 %.

Verrattaessa 96-levylla ja 384-levylla saatuja tuloksia keskenaan, 384-levylla
normalisoidut signaalit olivat erottuivat taustasta paremmin kuin 96-levylla ja
naytteiden variaatiokertoimet olivat suuremmat useimmilla bakteeripitoisuuksil-

la.

6.9 Europiumin ja ligandien vuorovaikutus bakteerien kanssa

Kelaatin sitoutumista tutkittaessa havaittiin molempien EuCls:n ja ligandien vuo-
rovaikuttavan bakteerien kanssa. EuCls:n vuorovaikutusta tutkittaessa naytteita
pestiin neljd kertaa sentrifugoimalla ja pelletti suspensoitiin puskuriin, minka
jalkeen suspensoitua naytetta laimennettiin EFI-liuokseen ja mitattiin fluore-

senssi. Kuviossa 10 on esitetty mittauksen tulokset fluoresenssina.
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Kuvio 10. Naytteiden ja taustan fluoresenssien ero.

Kuviosta 10 nahdaan, ettd europiumin ja bakteerien valilla on vuorovaikutusta
silla signaali on korkea verrattuna EFI-liuoksen taustasignaaliin seka nayttee-
seen, jossa ei ollut bakteereita. Jos vuorovaikutusta ei olisi, viimeisen naytteen

signaali olisi samansuuruinen kuin taustasignaali.

NTA:n sitoutumista tutkittaessa valmistettiin naytteet kahdella eri tavalla. En-
simmaiseen naytteeseen lisattiin ligandit ensin ja europium lisattiin vasta sentri-
fugoinnin jalkeen supernatanttiin, kun taas toisessa naytteessa lisaysjarjestys
oli painvastainen. Tulokset osoittivat signaalin olevan korkeampi naytteessa,
johon ligandit lisattiin ensin, joten supernatanttiin on jdanyt enemman sitoutu-
mattomia ligandeja. Tama osoittaa Eu®":n ja bakteerien vuorovaikutuksen ole-

van vahvempaa kuin ligandien ja bakteerien.
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6.10 Menetelman herkkyyden maaritys

Sopivien olosuhteiden l0ydyttya molemmille bakteereille maaritettiin kalibraa-
tiokayrat kahdella eri olosuhteella. Ensimmaisessa olosuhteessa kaytettiin
100 mM Tris-puskuria (pH 5), johon oli lisatty natriumkloridia 300 mM pitoisuu-
deksi. Toisessa olosuhteessa hyodynnettiin fosfaattia lisdamalla 2 mM Tris-
puskuriin (pH 7,8) 1x PBS:& 6 %:ksi naytteen kokonaistilavuuden suhteen.

Kuvio 11 osoittaa 2 mM Tris-puskurissa maaritettyjen, molempien bakteerien,
kalibraatiokayrien yhtenevyyden. Kayristd on maaritetty menetelman herkkyy-
deksi B. subtiliksella 3 000 bakteeria ja E. colilla 4000 bakteeria. Herkkyydet
laskettiin kayttamalla keskihajontaa (STD) bakteerien nollapitoisuudella. Herk-
kyys vastasi bakteerien lukum&araa, jolla signaali oli 3*STD korkeampi kuin
signaali bakteerien nollapitoisuudella. Kummallakin bakteerilajilla dynaaminen
maaritysalue on noin 2,5 dekadia. Tassa olosuhteessa kalibraatiokayrat maari-
tettiin 70 pl naytetilavuudella ja naytteiden variaatiokertoimet vaihtelivat 1 % ja
7 % valilla.

3500000

3000000 = —Ihﬁ—.———
2500000 \

2000000 ////
1500000 == B. subtilis

=—F£. coli

Fluoresenss

1000000

500000 7l
0

1000 10000 100000 1000000 10000000
Bakteerit/kaivo

Kuvio 11. Kalibraatiokayrat bakteereille fosfaatittomassa olosuhteessa.
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Kuviossa 12 on esitettyna molemmille bakteereille maaritetyt kalibraatiokayrat,
kun naytepuskuriin on lisétty fosfaattia 6 %. Lisaksi herkkyys maaritettiin kah-

Al

della erikokoisella levylla.

10000000
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Kuvio 12. Kalibraatiokayrat bakteereille fosfaattia sisaltavissa olosuhteissa.

Kuvion kayristd on maaritetty menetelman herkkyydeksi B.subtiliksella 96-
levylla 4 000 bakteeria ja 384-levylla 700 bakteeria. E. colilla herkkyys oli 96-
levylla 5 000 bakteeria ja 384-levylla 600 bakteeria. Kummallakin bakteerilajilla
molemmissa naytetilavuuksissa dynaaminen maaritysalue oli noin kolme deka-
dia. Herkkyydet laskettiin kayttamalla keskihajontaa (STD) bakteerien nollapitoi-
suudella. Herkkyys vastasi bakteerien lukumaaraa, jolla signaali oli 3*STD kor-
keampi kuin signaali bakteerien nollapitoisuudella. Arvoista nahdaan, etta herk-
kyys vaihtelee huomattavasti naytetilavuudesta riippuen, pienemman naytetila-
vuuden ollessa merkittavasti herkempi. 96-kuoppalevylla naytetilavuus oli 70 pl
ja variaatiokertoimet olivat keskimaarin 10 % B. subtiliksella ja 8 % E. colilla.
384-kuoppalevylla naytetilavuus oli 10 pl ja variaatiokertoimet olivat keskimaarin
12 % B.subtiliksella ja 9 % E.colilla.
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7 PAATELMAT

Kehitetyn menetelmé&n kummankaan olosuhteen herkkyydet eivat ylla aivan
kaupallisten ATP-maaritysten tasolle, joilla voidaan havaita jopa yksittaisia solu-
ja. Menetelma soveltuu kuitenkin suurempien bakteerimaarien havainnointiin,
kuten viljelmien bakteerim&&rien maaritykseen. Menetelmaé voitaisiin mahdolli-
sesti myos kayttaa esimerkiksi pullotettujen juomavesien bakteeripitoisuuksien
tutkimiseen. Etela-Suomen Sanomien toimesta suoritettujen tutkimusten mu-
kaan pullovesien bakteeripitoisuudet voivat olla jopa 27 000 pesakettd/ml ja Evi-
ra suosittelee pakattujen pullovesien toimenpiderajaksi 50 000 peséaketta/ml.?
Bakteeripitoisuuksien ollessa nain suuret, menetelma soveltuisi pullovesien
analyysiin. Ennen analyyseja on myds mahdollista konsentroida naytevesi, mika

parantaa menetelman soveltuvuutta kyseiseen tarkoitukseen.

Joidenkin kaupallisten analyysien suorittamiseksi vaaditaan laitteita, jotka eivat
yleisesti kuulu laboratorioiden vakiolaitteistoon. Mikrotiitterilevylukijan sen sijaan
voisi nykypaivana olettaa olevan yleinen laite laboratorioissa, joten menetelmaa
kaytettaessa suuria investointeja laitteeseen ei synny. Myods analyysiin kaytetta-
vien reagenssien hinnat ovat edullisia, silla analyyseissa kaytettiin epastabiileja

kelaatteja.

Matalien kustannusten lisdksi menetelmaa on helppo ja nopea kayttaa myos
suurten ndytemaarien kanssa. Reagenssiliuosten valmistaminen ei vaadi liuo-
tuksen lisaksi ylimaaraisia vaiheita ja samoja varastoliuoksia voidaan kayttaa eri
nayteseosten valmistamiseen. Nama valmiit liuokset myo6s sailyvat huoneen-
lammosséa useita kuukausia kayttokelpoisina. Useiden naytteiden analysointi
onnistuu samanaikaisesti yhdella mikrotiitterilevylla. Menetelma ei myodsk&aan
vaadi reagenssien pesua mikrotiitterilevylle pipetoinnin jalkeen. Bakteerit kui-

tenkin tulee pestda mahdollisesta kasvatusmediumista ennen analyysia.

Kokonaisuudessaan kehitetylla menetelmélla naytteiden valmistus ja analysointi
on nopeaa, riippuen kuitenkin naytteiden méaarasta. Ennen jokaista analyysia ei

tarvitse valmistaa uusia kelaattiliuoksia niiden sailyvyyden ansiosta, mika saas-
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ta& aikaa. Menetelma ei myoskaan vaadi inkubointeja tai naytteen temperointia
ja naytteet ovat valmiita analysoitavaksi valittomasti valmistuksen jalkeen. Val-
mistetun nayteseoksensignaali pysyy stabiilina vahintaan 30 minuuttia, minka

ansiosta naytteiden valiton analysointi ei ole kriittista tulosten kannalta.

Tulevaisuudessa voisi kehityksen kohteena olla menetelman toimivuuden selvit-
taminen pinnoilla biofilmien havainnoinnissa, jolloin voitaisiin korvata nykyiset
monimutkaiset ja aikaa vievat menetelmat. Biofilmien havainnointiin kaytettavat
menetelmat vaativat esimerkiksi reagenssien lisayksen jalkeen pesuvaiheita ja
varjaysmenetelmilla voidaan havainnoida vain elavat tai kuolleet solut, joten
tarvitaan kaksi eri menetelmaa ja mittausta. Biofilmien analysoinnissa tarvitaan
myds menetelma itse biofilmin matriksin, bakteerien tuottamien polysakkaridien
ja muiden metaboliatuotteiden, havaitsemiseksi. Jos menetelmalla havaittaisiin
myo6s muutokset bakteereja ymparoivassa matriksissa, se voisi korvata nama

kolme eri mittausta.?’
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8 YHTEENVETO

Tutkimuksen tavoitteena oli kehittdd lantanidikelaatin epaspesifiseen sitoutumi-
seen ja aikaerotteiseen luminesenssiin perustuva bakteerien kvantitointimene-
telma. Bakteeripitoisuuksien maaritykseen kaytettiin ensisijaisesti absorbanssi-
mittausta. Tuloksia tarkasteltaessa havainnoitiin useiden eri olosuhteiden vaiku-

tusta signaaliin.

Menetelmaa kehitettdessa testattiin useita EuCls:lle sopivia ligandeja seka
TbCls:a ja kolmea sille soveltuvaa ligandia. Kelaatin komponenttien valinnan
lisdksi lantanidin ja ligandien eri pitoisuuksien vaikutusta signaaliin tutkittiin. Tu-
loksista havaittiin EuCls:n ja sen ligandeista NTA:n ja TOPO:n toimivan parhai-
ten, EuCls:n pitoisuuden ollessa 4 uM ja ligandien 36 uM. EuCls- ja ligandiliuok-
sia lisattiin molempia erikseen naytepuskuriin 3 % sen tilavuudesta. Saadut tu-
lokset osoittivat juuri EuCls:n vuorovaikuttavan bakteerien kanssa. Ligandien ja
bakteerien valilla vuorovaikutus oli my6s havaittavissa, mutta se oli merkittavas-
ti heikompaa kuin EuCls:n. Testisté saatu tulos on yhtenevainen useiden EuCls-

kelaattiin kohdistuvien tutkimusten tulosten kanssa.

Tutkimuksessa optimaalisimmaksi puskuriksi osoittautui Tris-puskuri. Olosuh-
teissa, joissa naytteeseen ei lisétty fosfaattia, 100 mM pitoisuus, pH 5 ja 300
mM NaCl antoivat parhaimman tuloksen. Fosfaatin lisdystd hyddynnettdessa

puskurin optimipitoisuudeksi osoittautui 2 mM ja pH:ksi 8.

Tutkimuksen aikana havaittiin liuottimien ja kasvatusmediumin hairitsevan me-
netelmaa, joten mahdollisesti menetelm&é bakteeriviljelmien kasvun havain-

nointiin kaytettaessa, bakteerit tulee pesta ennen analyysia.

Menetelméan herkkyydet maaritettiin kahdella eri olosuhteella ja kahdessa nay-
tetilavuudessa. Fosfaatin lisdysta hyddynnettaesséa herkkyydet 70 pl:n naytetila-
vuudessa olivat samansuuruiset kuin fosfaatittomassa olosuhteessa. Menetel-

ma oli herkimmilladan maaritettdessa bakteeripitoisuuksia 10 pl:n naytetilavuu-
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della fosfaatin lisdysta hyotdyntaen, jolloin pienin havaittu bakteeripitoisuus oli
600 bakteeria.

Tavoitteet nopeasta ja yksinkertaisesta menetelmasta toteutuivat, mutta mene-
telman herkkyys ei ylla ATP-maarityksen tasolle, jolla voidaan havaita yksittai-
nen bakteeri. Menetelmé soveltuu kuitenkin esimerkiksi bakteeriviljelmien seu-
rantaan tai pullotettujen juomavesien laadunvalvontaan liittyviin bakteeripitoi-
suuksien maarityksiin, jolloin menetelmén kaytettdvyyden parantamiseksi ana-
lysoitavat naytteet voidaan konsentroida ennen mittauksia. Jatkossa menetel-

maa voitaisiin myos kehittda biofilmien analysointiin soveltuvaksi.
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