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1 JOHDANTO

Molekyylibiologisten menetelmien hyédyntaminen kliinisen mikrobiologian diagnostiikassa on lisaan-
tynyt paljon viime vuosina menetelmien kehittymisen ja uusien menetelmien keksimisen myéta (Di-
delot, Bowden, Wilson, Peto & Crook 2012). Polymeraasiketjureaktiolla eli PCR:lld voidaan monistaa
haluttua tunnettua nukleiinihappojaksoa (Brown 2010, 147). Kliinisessa bakteriologiassa pystytdan

PCR:n avulla tunnistamaan bakteereja, havaisemaan niiden tiettyja ominaisuuksia tuottavia geeneja
seka tunnistamaan ja tyypittdmaan eri bakteerikantoja (Carlson & Koskela 2011). Tunnistamalla ja

tyypittamalld bakteerikantoja voidaan selvittda bakteerien aiheuttamien epidemioiden tartuntareitte-
ja ja leviamista (Valve ym. 2011). Tutkimalla epidemioiden leviamistd voidaan entista paremmin tut-

kia bakteerien levidmisreitteja ja estaa uusien vakavien epidemioiden syntya.

Valitsin opinndytetyoni aiheeksi “PCR kliinisessa bakteriologiassa”. Opinndytetyoni tarkoituksena on
ollut muodostaa yhteenveto kaytdssa olevista molekyylibiologian PCR-tekniikkaan pohjautuvista klii-
nisen bakteriologian laboratoriotutkimuksista ja tutkimusmenetelmista. Talta aihealueelta ei ole ai-
kaisemmin juurikaan tehty opinndytetdita ja aiheeseen liittyvaa tietoa erityisesti suomen kielella on
hyvin rajallisesti saatavissa, minka vuoksi otin taman aiheen. Kasittelen tassa tydssa polymeraasiket-
jureaktiota eli PCR:aa ja sen hyddyntamista kliinisen mikrobiologian bakteriologisissa tutkimuksissa.
Kasittelen aihetta teoreettisesti Iahdeaiheistojen pohjalta. Olen kasitellyt tydssa yleisesti kliinistd bak-
teriologiaa ja polymeraasiketjureaktiota molekyylibiologisena tutkimusmenetelmana. Lisaksi olen ka-
sitellyt tarkemmin voitakin bakteereja, joiden diagnostiikassa hyédynnetaan PCR-menetelmia suo-
malaisissa laboratorioissa. Kasittelyyn valitsin bakteereja, jotka ovat kliinisesti merkittavia. Kliinista
merkittavyyttd arvioin tartuntatautitilastojen valossa (Jaakola ym. 2013). Olen pyrkinyt tekemaan
tyon, joka kasittelee kattavasti erilaisia kdytdssa olevia tutkimuksia ja menetelmia. Olen halunnut

tehda tyostani helposti ymmarrettavan, jotta se voisi palvella muita opiskelijoita tiedonhaussa.

Tyoni on kehittédmisty6, eli laadin lahdeaineistojen pohjalta posterin polymeraasiketjureaktiosta ja
sen hyoédyntamisesta kliinisessa bakteriologiassa. Tydni tavoitteena on ollut saada tietoa helposti
saavutettavaan ja omaksuttavaan muotoon posterille seka lisata posterin valitykselld opiskelijoiden
tietoa PCR:sta ja sen hyddyntamisesta kliinisessa bakteriologiassa. Tama posteri asetetaan nahta-
vaksi Savonia-ammattikorkeakoulun Kuopion terveysalan yksikk6on siten, etta erityisesti bioanalytii-
kan ja muut terveysalan opiskelijat voivat tutustua posterin sisaltddn ja oppia perusteita PCR:sté ja

sen kaytdstd. Tyodni toimeksiantajana on Savonia-ammattikorkeakoulu.
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2 KESKEISIA KASITTEITA JA LYHENTEITA

bakteeri
Bakteerit ovat yksisoluisia, alkeistumallisia eli prokaryootteja, jakaantumalla lisaéntyvia eliéita. Mo-

net bakteereista ovat patogeenisia ihmiselle. (Heikkild & Meurman 2005a, 31-32.)

DNA eli deoksiribonukleiinihappo

Deoksiribonukleiinihappomolekyyli siséltad geneettista informaatiota pakattuna kemialliseen muo-
toon. Bakteerien perimdaines on DNA:ta. DNA-molekyyli sisaltda geenejd, jotka sisaltévat koodin
proteiinien valmistusta varten. Koodaavien geenien lisaksi DNA-molekyyli sisdltda koodaamatonta
aluetta, jonka tarkoitusta ei taysin tunneta. DNA on rakenteeltaan pitka kaksoiskierteinen kahdesta
nukleotidijuosteesta muodostunut molekyyli. Juosteet muodostuvat ketjuksi liittyneisté nukleotideis-
td, jotka sisaltavat emasosan, joka on adeniini, tymiini, sytosiini tai guaniini, sokeriosan eli deoksiri-
boosin ja fosfaattiosan. (Strachan & Read 2011, 2-4.)

kliininen bakteriologia
Yksi kliinisen mikrobiologian osa-alue on kliininen bakteriologia. Kliininen bakteriologia tutkii baktee-

reja, jotka aiheuttavat ihmisille infektiotauteja. (Heikkila 2005, 9.)

kliininen mikrobiologia

Mikrobiologia tutkii pieneliditd, joita ei pysty havaitsemaan paljain silmin. Kliininen mikrobioilogia on
yleismikrobiologian osa-alue, joka on keskittynyt tutkimaan ihmisille infektiotauteja aiheuttavia pien-
elioita eli mikrobeja seka elimistdn puolustusmekanismeja, infektiotautien syntya, diagnostiikkaa,
hoitoa ja ehkaisykeinoja. (Heikkild 2005, 9.)

PCR eli polymeraasiketjureaktio

PCR:n avulla voi monistaa haluttua nukleiinihappojaksoa. PCR perustuu nukleiinihapon emdsten se-
lektiiviseen pariutumiseen monistettavalla alueella. PCR:ssa toistetaan syklisesti kolmea vaihetta,
joiden avulla saadaan nukleiinihapon maara moninkertaistettua. Polymeraasiketjureaktioon tarvitaan
kohdenukleiinihapon liséksi polymeraasientsyymi, alukkeina toimivat oligonukleotidit seka vapaita
nukleotideja. (Brown 2010, 147-148.)

RNA eli ribonukleiinihappo

RNA on yleensa yksijuosteinen molekyyli, joka on DNA:n tapaan muodostunut ketjuksi liittyneista
nukleotideista, jotka sisaltdvat emdsosan, joka on adeniini, urasiili, sytosiini tai guaniini, sokeriosan
eli riboosin ja fosfaattiosan. RNA:n merkittavimpina tehtdvina solussa on olla ribosomin rakennusai-
neena (rRNA), toimia geneettisen informaation valittdjana proteiinisynteesissa (mRNA eli lahetti-
RNA) ja aminohappojen siirtdjana aminohappojen kuljetuksessa proteiinisynteesissa (tRNA). (Suo-

minen, Parssinen, Haajanen & Pelkonen 2010, 29.)



8 (58)

3 KLIININEN BAKTERIOLOGIA

Kliininen bakteriologia on yksi kliinisen mikrobiologian osa-alueista. Kliininen mikrobiologia on yleis-
mikrobiologian alue, joka on keskittynyt tutkimaan ihmisille infektiotauteja aiheuttavia pienelidita eli
mikrobeja. Kliininen mikrobiologia tutkii taudinaiheuttajaelididen ohella elimistdn puolustusmekanis-
meja seka infektiotautien syntya, diagnostiikkaa, hoitoa ja ehkaisykeinoja. Kliininen bakteriologia
tutkii ihmisille infektiotauteja aiheuttavia bakteereja. Kliinisen bakteriologian merkitys infektioiden

torjunnassa on suuri. (Heikkila 2005, 9.)

3.1 Bakteriologian historia

Mikrobiologian ja bakteriologian historian voidaan ajatella ulottuvan vuosisatojen taakse. Mikrobeja
on osattu kayttaa hyodyksi jo ennen kuin niitd oli varsinaisesti nahty. Viinid osattiin valmistaa, vaikk-
ei tiedetty, etta alkoholikdyminen oli hiivan aikaansaamaa. Tiedettiin myds, etta ruuan sailyvyytta
voitiin parantaa suolaamalla, kuivaamalla ja hapattamalla sita seka sailyttamalla sita kylmassa. Nain

siis hidastettiin ja estettiin mikrobien kasvua. (Salkinoja-Salonen 20023, 8.)

Bakteriologian kehittyminen alkoi mikroskoopin keksimisesta. Ensimmaiset mikroskooppiset havain-
not tehtiin 1600-luvulla. Havaintojen tekijoina olivat Antonie van Leeuwenhoek, Robert Hooke ja Ga-
lileo Galilei. Van Leeuwenhoek oli luultavimmin ensimmainen bakteereja nahnyt ihminen. Vuonna
1684 han oli rakentanut jopa 300-kertaisesti suurentavan mikroskoopin. Talld han oli tutkinut ham-
paidensa plakkia ja havainnut siing erikokoisia ja muotoisia bakteereja, jotka han oli sitten kuvannut
kirjeessaan. Van Leeuwenhoekin kuoltua mikrobiologian kehitys oli pitkaan pysahdyksissa. (Sal-
kinoja-Salonen 2002a, 8-9.)

Kun mikrobeja oli havaittu, kiisteltiin pitkaan siita, syntyvatké mikrobit elavista soluista vai voiko niita
muodostua itsestadn. Lopulta 1800-luvulla ranskalainen kemisti Louis Pasteur osoitti kokeillaan luo-
tettavasti sen, etta ilmassa todella on pieneliditd, mutta etta niitd ei voi syntya tyhjasta. Pasteur
myds osoitti kaikkien pilaantumis- ja kdymisprosessien olevan mikrobien aiheuttamia. (Salkinoja-
Salonen 2002a, 10-13.)

Kliinisen mikrobiologian pohjana voidaan pitdd ymmarrysta tautien tarttuvuudesta. On tiedetty, etta
sairas henkild voi tartuttaa toisen henkildn suoran tai valillisen kosketuksen kautta. Vanhoissa kirjoi-
tuksissa, kuten Raamatussa, on tautien levidmisen ehkdisemiseen pyrkivia maarayksia. Ymmarret-
tiin, etta potilaan eristéminen ehkaisee taudin leviamistd, vaikka mikrobien olemassaoloa ei viela
ymmarrettykaan. 1864 englantilainen kirurgi Joseph Lister ymmarsi tulehduksia aiheuttavien baktee-
rien leviavan leikkauksissa instrumenttien valityksella, minka vuoksi han alkoi kasitelld instrumenttin-
sa lysolilla ennen leikkauksia. Hanta pidetdan desinfioinnin keksijana. (Salkinoja-Salonen 2002a, 14-
15.)

Merkittava vaikuttaja oli my6s laakari Robert Koch, joka teki tutkimuksia pernarutosta. Han osoitti,
ettd tauti voi tarttua bakteeri-itididen valitykselld ja etta kaikki bakteerit eivat ole tautia aiheuttavia.



9 (58)

Kochin postulaattien mukaan sairaasta yksilosta tulee 16ytya mikrobi, josta voidaan valmistaa labora-
toriossa puhdasviljelma. Viljellyilla mikrobeilla tulee olla edelleen taudinaiheuttamiskyky uudessa yk-
silossd, josta voidaan sitten uudelleen eristda tama sama mikrobi. Kochin jalkeen kliinisen mikrobio-

logian tutkimus alkoi edetd rajahdysmaisesti. (Salkinoja-Salonen 2002a, 15-17.)

Uusi harppaus kliinisen bakteriologian tutkimuksessa tuli deoksiribonukleiinihapon I6ytémisen ja
1950-luvulla sen rakenteen selvittémisen myéta. 1970-luvun lopulla kehitettiin menetelm& DNA:n
pilkkomiseksi ja sen emasjarjestyksen selvittdmiseksi. Vuonna 1995 julkaistiin ensimmaisena Hae-
mophilus influenzae -bakteerin koko sekvensoitu genomi, minka jalkeen on sekvensoitu vuoden
2008 elokuuhun mennessa 687 bakteerin genomi ja miltei 1200 genomin sekvensointi oli tyon alla.
(Salkinoja-Salonen 2002a, 21-22; Vaara, Skurnik & Sarvas 2010, 18.)

3.2 Bakteeri

Bakteerit ovat yksisoluisia, jakaantumalla tai itididen avulla lisdantyvia eliditd, jotka saadaan kasva-

maan laboratoriossa sopivassa kasvuymparistossa pesdkkeina. Bakteerit ovat esitumallisia eli proka-
ryootteja. Niiden perintdaines ei siis ole pakkautuneena tumakalvon rajaamaan tumaan, vaan se on
vapaana sytoplasmassa. (Heikkila & Meurman 2005a; Vaara, Skurnik & Sarvas 2010, 14-16.)

3.2.1 Bakteerin rakenne ja toiminta

Bakteerin perusrakenne on esitetty kuvassa 1. Kaikissa bakteereissa ei ole aina kaikkia kuvassa
esiintyvia rakenteita. Aina ei esimerkiksi ole plasmideja, karvoja eli fimbrioita tai siimoja eli flagelloja.
Bakteerisoluissa on aina DNA:ta, RNA:ta, proteiinia, hiilihydraatteja ja solukalvo. (Vaara, Skurnik &
Sarvas 2010, 15.)

Bakteerisolua rajaa solukalvo eli sytoplasminen membraani, joka sulkee sisadnsa soluliman eli syto-
plasman. Membraani koostuu ohuesta kaksoislipidikerroksesta, jonka kautta solu voi olla valikoivassa
vuorovaikutuksessa ymparistonsa kanssa. Solukalvo muodostuu padasiassa fosfolipideistd ja proteii-
neista. Kalvorakenne on dynaaminen ja jotkin proteiinit voivat melko vapaasti liikkua kalvon tasossa,
toiset proteiinit ovat paikoillaan kalvossa. Solun kemialliset reaktiot tapahtuvat sytoplasmassa tai

plasmamembraanissa. (Vaara, Skurnik & Sarvas 2010, 18-21.)

Useimmilla bakteereilla on soluseing, joka antaa solun rakenteelle jaykkyytta. Soluseina antaa bak-
teereille niiden tyypillisen muodon. Soluseinan rakenne on bakteereille usein ominainen, mika luo
perustan useimpien antibioottien toimivuudelle. Bakteereja jaotellaan perinteisesti niiden gram-
varjaytyvyyden perusteella tumman sinivioleteiksi varjdytyviin grampositiivisiin ja vaaleanpunaisiksi
varjaytyviin gramnegatiivisiin bakteereihin. Gramvarjdys perustuu bakteerien erilaiseen soluseinan
rakenteeseen. Grampositiivisilla bakteereilla on ylimaardinen ulkomembraani soluseindssaan ja
gramnegatiivisilla soluseina on paksumpi. Molemmilla soluseina koostuu suurilta osin polymeerira-

kenteisesta peptidoglykaanista. (Vaara, Skurnik & Sarvas 2010, 21-22.)
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Bakteerien rakenteessa on monia seikkoja, jotka vaikuttavat oleellisesti niiden taudinaiheuttamisky-
kyyn. Fimbrioidensa avulla bakteeri pystyy tarttumaan esimerkiksi limakalvoille. Monilla bakteereilla
on soluseindn ulkopuolella kapseli, jonka tuottaman liman avulla bakteeri voi mygs tarrautua pa-
remmin kohteeseensa. Monet bakteerit voivat liikkkua ymparistossaan aktiivisesti flagellojen avulla
hakeutuen kasvuolosuhteiltaan edulliseen paikkaan. Jotkin bakteerit, kuten Clostridium difficile, pys-
tyvat kehittamaan sisalleen ition, joka pystyy selviytymadan epaedullisissakin olosuhteissa. Itidt voivat
kestda bakteereja paremmin muun muassa kuivuutta, kuumuutta ja sateilya. Itid on metabolisesti
inaktiivinen, mutta voi sopivissa oloissa herata pitkienkin aikojen kuluttua. Ition koko ja muoto seka
syntypaikka bakteerin sisdlla ovat kullekin bakteerilajille luonteenomaisia. (Vaara, Skurnik & Sarvas
2010, 14, 30-33; Salkinoja-Salonen & Lounatmaa 2002, 128-131.)

kromosomi o
3 3 soluseina
ribosomi

solulima

plasmidi

solukalvon
poimuja

7

karva

Kuva 1 Bakteerin perusrakenne (Salomaa & e-Oppi Oy 2013.)

3.2.2 Bakteerigenetiikka

Bakteerigenetiikan ymmarrys on tarkeda, jotta voidaan ymmartda mihin perustuu bakteerien taudin-
aiheuttamiskyky ja muutokset taudinaiheuttamisessa. Bakteerien tietty kanta voi aiheuttaa taudin,
kun taas toinen kanta ei kykene aiheuttamaan tautia. Jotkin bakteerikannat pystyvat kehittdmaan it-
selleen kyvyn sietaa tiettyja antibiootteja. Esimerkiksi Staphylococcus aureus -bakteerista on ole-

massa vaikeasti hoidettavia metisilliinille resistentteja kantoja (MRSA).

Bakteerien genomi muodostuu yhdesta tai joillain ryhmilld kahdesta tai jopa useammasta yleisimmin
rengasmaisesta DNA-molekyylista. Kromosomin lisaksi bakteereissa voi olla pienid perimaainesta si-
saltdvia plasmideja. Useiden bakteerien genomi on sekvensoitu kokonaan. Esimerkiksi Escherichia
coli -bakteerin koko genomi koostuu 4,64 x 10° emésparista ja genomista on tunnistettavissa noin
5000 erillistéd geenid. Bakteerit lisdantyvat jakautumalla, mitd ennen DNA kahdentuu (replikaatio).
Bakteereilla DNA kahdennetaan kokonaisena kerralla. Transkriptio tarkoittaa DNA:n emasjarjestyk-
sen kopiointia RNA:ksi. Lahetti-RNA:n avulla geneettinen informaatio siirtyy eteenpadin proteiinisyn-
teesia varten. Bakteereilla transkriptiossa muodostuva lahetti-RNA-molekyyli on heti valmis toimi-
maan ilman eukarioottisoluissa vaadittavaa esilahetti-RNA:n silmukointia. Lahetti-RNA:n translaatio
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eli proteiinisynteesi alkaa ribosomeilla heti RNA-molekyylin valmistuessa. (Vaara, Skurnik & Sarvas
2010, 18-19; Salkinoja-Salonen 2002b, 299-301.)

Bakteerigenetiikassa on kaksi erilaista |ahestymistapaa, klassinen ja molekylaarinen bakteerigene-
tiikka. Klassisessa bakteerigenetiikassa bakteeripopulaatiolle tehdadan mutageneesikasittely, jossa jo-
kin ominaisuus saadaan muuttumaan tai puuttumaan. Erilaisilla kokeilla voidaan sitten selvittaa
montako geenia kyseiseen ominaisuuteen vaikuttaa, ja mitka ovat kunkin geenin tehtavat. Moleky-
laarissa genetiikassa lahtdkohtana on geeni, johon aiheutetaan mutaatioita laboratoriossa. Mutatoitu
geeni liitetadn sitten eldvaan organismiin ja katsotaan, minkalaisia vaikutuksia mutaatiolla on.
(Skurnik 2010, 41.)

Bakteerit ovat suhteellisen yksinkertaisten ominaisuuksiensa vuoksi hyva genetiikan tutkimuskohde.
Ne ovat kooltaan pienid ja lisaantyvat nopeasti ja suvuttomasti muodostaen suuria populaatioita.
Bakteerit muodostavat kiintedlld alustalla yhdesta yksilosta lahtdisin olevia pesakkeitd. Bakteerien
lukumaara on helppo maarittad. Mutantit on helppo erotella selektiolla. Selektiivisena eli erotteleva-
na tekijana voidaan kayttaa esimerkiksi bakteerin genomiin siirrettya antibioottiresistenssigeenia, jol-
loin antibioottikdsittelylla saadaan eroteltua mutantit. Mutantti on siis bakteerikanta, jonka genomiin
on aiheutettu mutaatio. Mutaatio genomissa ei valttamatta nay bakteerin ilmiasussa. Geenien siirto
bakteerikantojen valilla on helppoa esimerkiksi virusvektoreiden valityksella ja kantoja on helppo sai-
lyttéda pakastettuna tai kylmékuivattuna. (Skurnik 2010, 41-42.)

Genetiikan perusyksikkéna on geeni eli DNA:ssa oleva alue joka koodaa tiettyd geenituotetta, usein
proteiinia. IImentydkseen geeni tarvitsee promoottorin eli DNA:ssa olevan jakson, johon RNA-
polymeraasi kiinnittyy. Polymeraasi aloittaa transkription, jonka lopetukseen tarvitaan lopetussignaali
eli terminaattori. Promoottorin Iahelld on yleensa geenin toimintaa ja ilmentymista saatelevia saate-
lyalueita. Bakteereilla kopioidaan tyypillisesti useita geeneja yhdeksi lahetti-RNA:ksi. Tallaista usean
geenin yksikkod, josta muodostetaan yksi pitka lahetti-RNA, kutsutaan operoniksi. Yhden operonin
alueella olevat eri geenien lopussa olevat lopetuskodonit huomioidaan vasta ribosomilla proteiinia
koodattaessa. Kullakin operonilla on yksi promoottori- ja yksi terminaattori- eli lopetusalue seka yksi
koko operonin toimintaa saateleva alue eli operaattori. (Skurnik 2010, 41-42; Salkinoja-Salonen
2002b, 301-303.)

Bakteerien geeneihin voidaan aiheuttaa keinotekoisesti mutaatioita mutageeneilla, joita voivat olla
esimerkiksi kemialliset yhdisteet, ionisoiva sateily tai transposonit eli hyppivat geenit. Mutaatiossa
voi havita, tulla lisaa tai vaihtua yksi tai useampi emas DNA:sta, minka seurauksena proteiiniin saa-
tetaan synteesissa valita vaara aminohappo ja tuloksena voi olla liian lyhyt tai muuten muuttunut
lopputuote. DNA:ssa tapahtuvan mutaation vaikutukset riippuvat siité onko se koodaavalla vai ei-
koodaavalla alueella. Jos mutaatio on ei-koodaavalla alueella, mutaatiolla ei valttamatta ole mitdan
vaikutuksia, tai se voi vaikuttaa geenien saatelyyn ja siten niiden ilmenemiseen. Koodaavalla alueella
mutaatio saa usein aikaan virheellisen, toimimattoman geenituotteen. Mutaatio voi siten vaikuttaa
solun toimintaan. Joskus pistemutaatio voi kuitenkin olla hiljainen eli vaikka emas muuttuu, niin va-

littava aminohappo on silti sama. (Skurnik 2010, 43-46.)
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Keinotekoisten tai itsesyntyisten mutaatioiden liséksi bakteerien genomi voi muuttua siten etta gee-
neja siirtyy perimaan esimerkiksi viruksista tai toisista bakteereista. Geeneja voidaan siirtaa solusta
toiseen plasmidin avulla. Plasmidi voidaan siirtaa keinotekoisesti tai se voi siirtyd bakteerista toiseen
konjugaatiossa. Konjugaatio on perinnéllisen materiaalin siirtymista luovuttajasolusta vastaanotta-
jasoluun solu-solukontaktissa. Konjugaatiossa voi siirtya kokonaisia plasmideja tai pienempia jaksoja
DNA:ta. Useat antibioottiresistenttigeenit siirtyvat solulta toiselle plasmidien valityksella. Transfor-
maatiossa perimdaineksen siirtymiseen ei tarvita solukontaktia, vaan perimaa siirretaan luovuttajalta
vastaanottajalle paljaan DNA:n avulla. Luonnossa esiintyy joitakin luonnollisesti transformoituvia eli
kompetentteja bakteerilajeja. Muille bakteereille kompetenssi voidaan saada aikaan lyhyeksi ajaksi
voimakkaan sdhkopulssin avulla. Transformaatiossa siirtyvat DNA:jaksot ovat lyhyitd. Transduktiossa
perimaa siirtyy bakteriofagien valityksella. Jotta siirtynyt DNA jaisi pysyvasti osaksi isantdsolun
DNA:ta, transduktiossa siirtyneen DNA:n tulee liittya osaksi bakteerisolun DNA:ta, mika tapahtuu
usein kahden homologisen rekombinaation valitykselld, jolloin osa vastaanottajan DNA:sta korvautuu
luovuttajan DNA:lla. (Skurnik 2010, 47-50.)

3.2.3 Bakteerien luokittelu ja tyypitys

Bakteerien taksonomia eli luokittelu ja luokitukseen kaytettdvat periaatteet ja menetelmat ovat
muuttuneet paljon ajan kuluessa. 1900-luvun alussa bakteerien luokittelu ja tunnistus perustui aino-
astaan solujen morfologisiin ominaisuuksiin. Bakteereja luokiteltiin niiden gramvarjaytyvyyden, pin-
tarakenteiden, liikkuvuuden, itididen ja varastohiukkasten olemassaolon perusteella. Tarkoituksena
ei ollut luokitella bakteereja taksonomisesti niiden sukulaisuuden eli fylogenian perusteella vaan ke-
hittda jarjestelmd, minka perusteella bakteerit pystyttiin tunnistamaan. Pelkdstaan morfologisiin
ominaisuuksiin perustuva tunnistaminen ei ollut riittdvaa, vaan lisaksi tarvittiin biokemiallisiin ja fysi-
kaalisiin ominaisuuksiin, kuten bakteerin vaatimat kasvuolosuhteet, perustuvaa luokitusta. 1970-
luvulla luokituksen perusteiksi olettiin myds kemotaksonomiset menetelmat, kuten erot soluseinan
fosfolipideissa ja rasvahapoissa sekd DNA:n GC- %:n madaritys. (Lindholm & Eerola 2010, 56-57;
Salkinoja-Salonen 2002c, 358.)

Nykyisin kaytossa oleva taksonominen luokitus on mahdollistunut molekyylibiologisten menetelmien
kehityksen myéta. Nykyisen luokituksen kehittyminen mahdollistui 1970-luvulla, kun sekvensointi-
tekniikat kehittyivat. 1970-luvulla Carl Woesen tutkimukset osoittivat, etta ribosomin pienen alayksi-
kon RNA (165-rRNA) on kayttdkelpoinen bakteerien fylogeneettisena merkkimolekyylina ja sen pe-
rusteella bakteerit voidaan luokitella luonnollisten sukulaisuussuhteiden perusteella. Bakteerien 165-
rDNA:n emasjarjestykseen perustuva fylogeneettinen luokitus otettiin kayttéon ja julkaistiin vuonna
2001 Bergey's Manual on Systematic Bacteriology -teoksessa. Bakteerien katsotaan todennakdisesti
kuuluvan samaan lajiin, kun niiden 16S-rDNA-sekvenssien samankaltaisuus on yli 97 %. Vuoden
2008 alussa jo noin 170000 bakteerikannan 16S-rDNA-sekvenssit oli tallennettu tietopankkeihin.
(Lindholm & Eerola 2010, 56-59; Salkinoja-Salonen 2002c, 359.)
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Luokituksen apuna voidaan kayttad myds DNA-DNA-hybridisaatiota. Hybridisaatio kertoo bakteerien
DNA:n samankaltaisuudesta ja siten myds epasuorasti bakteerien fylogeniasta eli sukulaisuudesta.
Hybridisaatiossa eri bakteereista eristetyt DNA:t ensin denaturoidaan kuumentamalla ja sitten liite-
taan toisiinsa laskemalla lampétilaa. Muodostuneiden hybridijuosteiden sulamispiste kertoo DNA-
jaksojen samankaltaisuuden. Jos samankaltaisuus on yli 70 %, katsotaan kyseessa olevan sama laji.
(Lindholm & Eerola 2010, 57.)

Kaikki eliét kuuluvat taksonomisesti kolmeen eri evolutionddriseen paahaaraan, joita ovat bakteerit,
arkit ja eukaryootit. Taksonomisessa luokittelussa bakteerien domeeni koostuu 24 padjaksosta eli
phylumista. Padjaksot on jaettu edelleen luokkiin, lahkoihin, heimoihin, sukuihin, lajeihin ja alalajei-
hin, joka on alin virallinen taksonominen taso. Alalajit voidaan kuitenkin jakaa edelleen esimerkiksi
kaytannon bakteeritunnistuksessa merkityksellisiksi bio-, sero-, ja patotyypeiksi. (Lindholm & Eerola
2010, 59.)

Bakteerien luokittelu teoriassa ja kdytdanndssa ovat eri asioita ja perustuvat usein erilaisiin menetel-
miin. Teoreettisessa luokittelussa voidaan kayttda hyvin monimutkaisia testeja ja suurta muuttuja-
joukkoa. Rutiinitunnistuksessa kuitenkin pyritdan tunnistusmenetelmien yksinkertaisuuteen, nopeu-
teen ja hyvaan toistettavuuteen. Vaikka taksonomia perustuu bakteerin DNA-rakenteeseen, rutiini-
diagnostiikassa tunnistamiseen kdytetadn padasiallisesti fenotyyppisia ominaisuuksia. Kliinisesti tar-
kedt patogeeniset bakteerit ovat melko pieni joukko olemassa olevista bakteerilajeista. Naille pato-
geenisille bakteereille on kehitetty rutiinikdyttéén soveltuvia tunnistustesteja. Joskus tarvitaan kui-
tenkin harvinaisempien bakteerien tunnistukseen soveltuvia menetelmia. Bakteerien yleisluontoiseen
tunnistukseen on olemassa universaalimenetelmid, joilla voidaan tunnistaa bakteeri ilman, etta sita
on ensin luokiteltu mihinkaan tiettyyn ryhmaan kuuluvaksi. Universaalimenetelming kaytetdan bak-
teerien rasvahapporakenteiden kaasukromatografia-analyysia ja 16S-rDNA-geenin sekvensointia.
Menetelmilld saatavaa bakteerikannalle ominaista rasvahappoprofiilia tai DNA-sekvenssia verrataan
tietokannoista l6ytyviin tietoihin, minka perusteella saadaan selville, mitd bakteeria kyseinen nayte
muistuttaa. (Lindholm & Eerola 2010, 63-64.)

Epidemiatilanteissa pyritaan selvittamaan epidemioita aiheuttavien bakteerien alkuperaa. Tutkimuk-
silla pyritddn saamaan selville, ettd ovatko esimerkiksi eri osastoilla tai sairaaloissa olevat epidemiat
saman bakteerikloonin aiheuttamia ja onko tartunnan aiheuttanut klooni jotain jo aiemmin tunnettua
bakteerikloonia. Selvittelyyn kaytettavat menetelmat pystyvat erottelemaan saman bakteerilajin eri
kloonit bakteerien geneettisen samankaltaisuuden tai erilaisuuden avulla. Menetelmilld mitattava
ominaisuus ei saa muuttua epidemian aikana. Tulosten pitdisi myds olla paikasta riippumatta vertai-
lukelpoisia. (Lindholm & Eerola 2010, 64-66.)

Nykyisin tyypityksiin kdytetdan miltei ainoastaan bakteerigenomiin perustuvia testeja. Testeilld pyri-
taan eristdmaan koko bakteerin genominen DNA tai jokin geenin osa monistetaan PCR-
menetelmalld. RFLP-analyysissa PCR:lla tuotettu DNA pilkotaan osiin restriktioentsyymeilld ja ajetaan
geelielektroforeesilla viivajakaumaksi, jota voidaan verrata toisten naytteiden viivajakaumaan. Viiva-

jakauman viivojen tunnistuksessa voidaan kayttda apuna tiettyjen geenien koettimia. Jos viivakuviot
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ovat identtisia, bakteerien genomit tutkittujen geenien kohdalta ovat samanlaiset. Talléin voidaan
todeta bakteerien olevan samaa klonaalista alkuperaa. Tallaisilla menetelmilld on Suomessa tutkittu
erityisesti MRSA:n, VRE:n, EHEC:n, Mycobacterium tuberculosiksen ja hypervirulentin Clostridium
difficilen epidemioita. (Lindholm & Eerola 2010, 66-67.)

3.3 Bakteriologian tutkimusmenetelmat

Kliinisessa bakteriologiassa kaytdssa olevat tutkimusmenetelmat ovat yha paaasiassa kasitydhon pe-
rustuvia menetelmia kuten bakteeriviljelyja. Vain vahan bakteriologisia tutkimusmenetelmia on pys-
tytty automatisoimaan. Padasiallisina kdytdssa olevina menetelmina ovat edelleen mikroskopointi se-
ka viljely ja siihen laheisesti kuuluvat |adkeaineherkkyysmaaritykset. Ladkeaineherkkyysmaarityksiin
ja bakteerien tunnistukseen on kehitetty joitakin automaattianalysaattoreita. N&itd perinteisia mene-
telmia taydentdmaan on kehitetty erilaisia antigeeninosoitus- ja geenimonistusmenetelmia. (Katila
2004a, 341-342.) Bakteerin elimistdssa aikaan saamaa immuunivastetta voidaan tutkia vasta-
ainemaarityksilla tai soluvalitteisen immuniteetin avulla. Bakteerispesifisia vasta-aineita voidaan

osoittaa esimerkiksi veresta tai selkdydinnesteestd. (Carlson & Koskela 2011.)

Vaikka rutiinidiagnostiikka perustuukin yha enimmakseen perinteisiin menetelmiin, uudet nukleiini-
happojen tunnistukseen pohjautuvat geenimonistusmenetelmat ovat syrjayttaneet tai ovat syrjayt-
tdmassa joissain tapauksissa perinteisia menetelmia. Niita kaytetdan erityisesti vaikeasti osoitettavi-
en tai hidaskasvuisten bakteerien kuten hinkuyskan, tuberkuloosin, borrelioosin ja klamydian aiheut-
tajien diagnostiikassa. Kaupallisia geenitunnistustesteja eli geenikoettimia voidaan kayttaa laborato-
riossa viljeltyjen bakteerikantojen tunnistamiseen silloin, kun on erityisen térkeda saada nopeasti
maadritettya viljelmaltd bakteerin laji. Nama eivat ole PCR-menetelmia, vaan perustuvat tiettyihin
geeneihin sitoutuviin nukleotidijaksoihin. Nailla testeilla ei monisteta nukleiinihappomolekyylejs,
vaan sitoutetaan geenikoetin ndytteessa olevaan nukleiinihappoon. Téllaisilla testeilld voidaan tun-
nistaa esimerkiksi N. gonorrhoeaeja M. tuberculosis. (Katila 2004b, 346; Katila 2004c, 359-360.)

Kullekin infektiotaudille on maaritelty ensisijaiset laboratoriotutkimusmenetelmat taudinaiheuttajan
osoittamiseksi ja taudin diagnoosin varmistamiseksi. Ndiden ensisijaisten tutkimusmenetelmien jou-
kosta l6ytyy myds useita PCR-menetelmaan perustuvia tutkimusmenetelmid. Tallaisia tutkimuksia on
muun muassa Mycoplasma pneumoniae -, Bordetella pertussis -, Mycobacterium tuberculosis -, Bor-
relia burgdorferi -, Toksoplasma- ja tularemia -monistustestit seka difteriatoksiinigeenin monistus-
testi. (Katila 2004b, 342-343.)

3.3.1 Mikroskopointi ja varjays

Varhaisimpia bakteerien tutkimusmenetelmia on mikroskopointi. Erilaisia mikroskooppeja on perin-
teinen valomikroskooppi, joita on kaytdssa kirkkaan kentdn-, faasikontrasti- ja fluoresenssimikro-
skooppeja, seka erotuskyvyltdan huomattavasti valomikroskooppia parempi elektronimikroskooppi.
Lapaisyelektronimikroskoopilla pystytaan tarkastelemaan solujen sisarakenteita ja pyyhkaisyelektro-
nimikroskoopilla pystytaan tarkastelemaan kolmiulotteisesti solujen pintarakenteita. Pyyhkaisyelekt-



15 (58)

ronimikroskoopin suurennuskyky on 15-100 000 -kertainen. Perinteistd valomikroskopointia varten
valmistetaan objektilasille levityspreparaatti. Bakteeriliuosta siirrostetaan puhtaalle objektilasille, joka
kuivataan ja kiinnitetédan. (Puhakka & Salkinoja-Salonen 2002a 74-77.)

Erotuskyvyn ja bakteerien tunnistamisen parantamiseksi voidaan preparaatti varjata. Tarkeimpana
bakteerien ryhmittelyn perusteena kdytetdadn gramvarjdystd, jonka perusteella bakteerit jaotellaan
sinivioleteiksi varjaytyviin grampositiivisiin ja vaaleanpunaisiksi varjdytyviin gramnegatiivisiin baktee-
reihin. Ero varjaytymisessa perustuu bakteerin soluseindn erilaiseen rakenteeseen. Gramvarjaykses-
sa bakteeripreparaatti varjatdan ensin kristallivioletilla, Lugolin jodiliuoksella, kiinnitetaan alkoholilla

ja sitten jalkivarjatadn punaisella safraniinilla. (Puhakka & Salkinoja-Salonen 2002b, 99-100.)

Varjatystd naytteestd katsoen bakteerit jaotellaan muodon perusteella pyéreisiin kokkeihin ja pit-
kanomaisiin sauvoihin. Bakteerien ryhmittymista voidaan myos tarkastella. Voidaan katsoa esiinty-
vatko bakteerit tyypillisesti yksitellen, pareina, ryhmissa vai ketjuina. Jaottelemalla bakteerit mikros-
kopoinnilla tehdyn tutkimuksen perusteella grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin kokkeihin ja sauvoi-
hin, voidaan usein jo ndiden tietojen ja kliinisten oireiden perusteella valita oikea ladke bakteerin ai-
heuttaman infektioon. Gramvarjdys on kayttokelpoisin menetelmd, kun tutkitaan normaalisti steriile-
ja naytteitd, kuten likvoria tai nivelnestettd. Talldin mika tahansa l6ytyva bakteeri on merkittava loy-
dos. (Heikkild & Meurman 2005b, 94.)

Gramvarjayksen lisdksi voidaan kayttdd myds muita varjayksid. Joillekin naytteille voidaan kayttaa
fluoresenssivarjaysta. Tuberkuloosidiagnostiikassa voidaan kayttad auramiini- ja akridiinioranssivar-
jaysta. Varjaykseen liittyva happokasittely tuhoaa muut kuin mykobakteerit, joten yskdsndytteessa
olevat ihmisen normaaliflooran bakteerit eivat hairitse tuberkuloosivarjayksen tulkintaa. (Heikkild &
Meurman 2005b, 94.)

3.3.2 Viljely ja herkkyysmaaritykset

Bakteereja voidaan viljella laboratoriossa seka kiinteilla elatusalustoilla etta nestemaisessa elatusliu-
oksessa. Nestemadisia elatusaineita voidaan kayttda etenkin jos halutaan rikastaa jotain tiettya tai
ominaisuuksiltaan tietynlaisia bakteereja ndytteestd, jossa on paljon useiden eri lajien bakteereja.
Tallgin valitaan ominaisuuksiltaan sopiva elatusaine ja kasvuolosuhteet. Bakteereja voidaan rikastaa
esimerkiksi liuoksessa, joka sisaltaa tietylle bakteerille sopivaa ja muille bakteereille myrkyllista ai-
netta. Nestemaisia elatusaineita on myds veriviljelypulloissa, joissa kasvatetaan mahdollisesti veresta
I6ytyvid bakteereja. Enimmakseen bakteereja viljellddn maljoilla, joilla on jotain hyydytettya ela-
tusainetta, useimmiten agaria. (Heikkild & Meurman 2005b, 95; Salkinoja-Salonen 2002d, 58-59.)

Suoraan naytteesta viljellyilla maljoilla kasvaa usein monenlaisia bakteerilajeja ja -kantoja. Jotta ne
voidaan erottaa toisistaan, tulee viljelymaljalta poimia yksi haluttu pesdke, josta voidaan sitten val-
mistaa puhdasviljelma. Puhdasviljelmassa pyritddn saamaan bakteerit kasvamaan puhtaana siten,
ettei maljalla kasva usean eri bakteerilajin pesékkeitd. Hajotusviljelman avulla bakteeripesakkeet

saadaan kasvamaan erillisind pesakkeind. Hajotusviljelmassa bakteeria levitetddn maljalle ensin vain
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pienelle alueelle, josta se hajotetaan viljelysauvalla vaiheittain koko maljan alueelle. Maljaa kasvate-
taan sopivissa olosuhteissa, jolloin yleensa jo vajaassa vuorokaudessa saadaan maljalle toisistaan
erottuvia pesakkeita. (Carlson & Koskela 2011.)

Viljelyyn kaytetadn rutiinidiagnostiikassa useita erilaisia maljoja, joilla kasvavat ominaisuuksiltaan
tietynlaiset bakteerit. Bakteerien vaatimat kasvuvaatimukset vaihtelevat. Jotkin bakteerit ovat hyvin
vaatimattomia vaatimiensa ravinteiden suhteen, kun taas toiset, esimerkiksi streptokokit, vaativat
runsaasti erilaisia kasvutekijoitd. Ravintoaineina kaytetaan yleensa erilaisia hiiva- ja lihaliemiuutteita
seka peptoneita. Joillekin maljoille lisataan defibrinoitua verta jolloin voidaan maljalla nahda baktee-
rien verisoluille aiheuttama tietyille bakteereille, kuten streptokokeille, tyypillinen hemolyysi pesdk-
keen ymparilla. Suklaamalja puolestaan sisaltéa kuumentamalla hajotettua verta. Veri- ja suklaamal-
jat ovat yleismaljoja, joilla useimmat patogeenit bakteerit kasvavat. Erikoistarkoituksiin kdytetaan
erottelevia ja selektiivisia maljoja. Tallaisten maljojen kayttd helpottaa bakteerien alustavaa tunnis-
tamista. Esimerkiksi virtsaviljelyihin kaytetaan laktoosia sisaltdavaa Cled-maljaa, jolla voidaan hyvin
tunnistaa yleisesti virtsatieinfektioita aiheuttava £. co/f maljalle muodostuvan tyypillisen laktoosin
kaytosta johtuvan keltaisen vérin perusteella. Selektiivisilla maljoilla kasvavat jonkin maljoille lisatyn
aineen takia vain niille tyypilliset bakteerit. Elatusaineeseen voidaan talléin lisatd esimerkiksi tiettyja
antibiootteja. (Carlson & Koskela 2011.)

Useimmille patogeeneille bakteereille sopivin lampétila on +35 °C. Jotkin bakteerit sietavat korke-
ampiakin lampétiloja, mita voidaan kayttaa selektiivisena testina esimerkiksi ulosteen kampylobak-
teereille. Joillekin bakteereille, kuten gonokokille ja meningokokille, on edullista kasvatusolosuhtei-
den hiilidioksidipitoisuuden kasvattaminen. Bakteereja voidaan my6s kasvattaa esimerkiksi hapetto-
missa eli anaerobeissa oloissa, joilloin happea sietamattémat bakteerit saadaan tunnistettua.
Useimmat bakteerit kasvavat silmin havaittaviksi pesakkeiksi jo alle vuorokaudessa. Anaerobibak-
teerit vaativat usein aerobibakteereja pidempia kasvuaikoja. Mykobakteerien kasvatus voi vieda viik-
kojakin. (Carlson & Koskela 2011.)

Maljoilla kasvavat bakteerit pyritaén luokittelemaan ryhmiin niiden muodostamien pesékkeiden koon,
muodon, varityksen, hajun ja hemolyysin avulla. Naiden paatelmien avulla tehdaan paatdksia siita
millaisia jatkotutkimuksia bakteereille tehddan. Maljoilta voidaan poimia bakteereja esimerkiksi var-
jayksia, puhdasviljelyja, erilaisia tunnistustesteja ja herkkyysmadarityksia varten. (Carlson & Koskela
2011.)

Herkkyysmaarityksilla pyritdan 1dytamaan sopiva mikrobiladke bakteerin aiheuttaman infektion hoi-
tamiseksi. Herkkyysmaaritysta varten bakteerista tehty suspensio levitetadn tasaisesti useimmiten
Miiller-Hilton -maljalle. Maljalle asetetaan sitten tietty sarja eri ladkkeitd sisaltdvia kiekkoja. Malja lai-
tetaan kasvamaan, jolloin bakteerien kasvaessa laakekiekoista diffundoituu ladkeainetta ymparoi-
vaan elatusaineeseen. Ladkeainekiekon ymparille muodostuu estorengas, jonka laajuus riippuu bak-
teerin herkkyydesta kyseiselle |adkeaineelle. Mita herkempi bakteeri on sitd suurempi on syntyva es-

torengas. Herkkyysluokiksi on maaritelty S, I ja R. S tarkoittaa, ettd bakteeri on herkka kyseiselle
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ladkkeelle normaaliannoksilla. I on vahentyneesti herkka ladkkeelle tai herkkyydesta ei ole taytta
varmuutta. R on resistentti Iaakkeelle. (Carlson & Koskela 2011.)

Viimeisimpina vuosina on tuotu markkinoille laitteita, joilla bakteerien ladkeherkkyysmaaritys voidaan
tehdd automaattisesti. Tallaisia laitteita ovat bioMérieuxin Vitek2, Siemensin MicroScan ja BD:n
Phoenix. Herkkyysmaaritysten liséksi laitteilla voidaan tunnistaa joitain bakteereja ja myos hiivoja.
Laite tarvitsee madrityksia varten bakteeripesdkkeestd valmistetun suspension. Suspensio laimenne-
taan ja siirretadn herkkyysmaarityskortille tai kuoppalevylle laitteella tai kasin. Laite ilmoittaa baktee-
rilajin ja sen ladkeherkkyyden 4-16 tunnin kuluttua testin aloituksesta. Laitteiden luotettavuus lajin
tunnistuksen ja herkkyyden suhteen on erittdin hyva yleisimpien ja hyvin kasvavien bakteerien koh-
dalla. Tunnistus- ja herkkyysautomaatit ovat hyva apu kliinisessa mikrobiologiassa, kuitenkin vain
kun ne ovat asiantuntijan kaytossa, eli bakteerin alkutunnistus on osunut oikeaan ja tunnistus- ja

herkkyysmaarityspaneelit on valittu oikein. (Nissinen 2008.)

3.3.3 Geeniteknologiset seka muut uudet menetelmat

Geeniteknologiset menetelmat mikrobiologiassa ovat koko ajan enemman kayttoon otettu alue. Me-
netelmat kehittyvat, nopeutuvat, tdsmentyvat ja halpenevat kaiken aikaa siten, etta niitd voidaan ot-
taa yha useammissa kliinisen mikrobiologian laboratorioissa rutiinidiagnostiseen kayttéén. Uusia, ke-
hittyvia menetelmia ovat erityisesti erilaiset sekvensointimenetelmat. Nykyisin bakteerin tunnistus
herkkyysmaéarityksineen ja tyypitys voi vieda aikaa nopeampikasvuisilla lajeillakin viikkoja ja hidas-
kasvuisilla kuten mykobakteereilla jopa kuukausia ja sisdltda hyvin monia vaiheita. Uusilla sekven-
sointimenetelmilla voitaisiin sekvensoida koko bakteerin genomi. Vertaamalla sekvenssia tietokanto-
jen tietoihin saataisiin selville esimerkiksi tiedot bakteerin lajista ja kannasta seka resistenssi ja viru-
lenssiominaisuuksista. Talléin koko tutkimusprosessiin kuluisi paljon vdhemman aikaa, kun viljely
kestaa nopeilla lajeilla 1-2 paivaa, hitailla lajeilla 1-3 viikkoa ja sekvensointi kestéisi kaikilla lajeilla 1-
12 tuntia. Tallainen koko genomin sekvensointiin perustuva kokonaisvaltainen tunnistus ja tyypitys
ei ole kuitenkaan vield laajemmalti kaytossa oleva menetelma vaan sen kayttdénotto rutiinidiagnos-
tiikkaan vaatii sekvensointilaitteilta kehittymista ja halpenemista. Liséksi tietokantoihin tarvitaan viela
paljon lisaa tietoa ja analyysiohjelmilta kehittymista ennen kuin menetelmaa voitaisiin kayttaa rutii-
nidiagnostiikassa. (Didelot, Bowden, Wilson, Peto & Crook 2012.)

Bakteriologisesta ndytteesta voidaan nykyisella rutiinikdytdssa olevalla tekniikalla etsia tietyille bak-
teereille spesifisia RNA- tai DNA-jaksoja niille spesifisten koettimien avulla. Testid varten ndyte pitaa
esikasitelld niin etta sen sisaltdma nukleiinihappo on yksijuosteisena vapaana ketjuna. Menetelmaa
herkistetdan monistamalla haluttua kohtaa polymeraasiketjureaktiolla tai jollain muulla monistusme-
netelmalld. Nukleiinihappojen tunnistukseen perustuvat testit ovat hyvin herkkia ja voivat periaat-
teessa tunnistaa jopa naytteessa olevan yhden ainoan bakteerin. Naytteen kasittely voi kuitenkin
heikentda herkkyyttd. Ongelmana voi olla myds ndytteessa olevat monistusreaktion kdynnistymisen
estavat inhibiittorit, jolloin saadaan vaara negatiivinen tulos. Suoraa nukleiinihapon osoitusta kayte-
taan 1ahinna viljellyista mykobakteerindytteista tehtavassa lajintunnistuksessa. Monistustekniikkaan

perustuvia automatisoituja menetelmia voidaan kayttaa esimerkiksi Chlamydia trachomatiksen osoi-
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tukseen alkuvirtsanaytteesta, Bordetella pertussiksen osoitukseen nielunayttesta ja Mycobacterium

tuberculosiksen osoitukseen yskdsnaytteesta. (Carlson & Koskela 2011.)

Monistustesteilld pystytadn monistamaan tiettyja bakteerien geeneja. Infektioiden torjunnan kannal-
ta on tarkeda tunnistaa bakteerien antibioottiresistenssigeenit. Staphylococcus aureuksen mecA-
antibioottiresistenssigeenin 16ytyminen kertoo kannan olevan metisilliiniresistentti eli MRSA, johon ei
tehoa mikaan beetalaktaamiantibiootti. Mykobakteerien hitaan kasvun vuoksi niiden herkkyysmaari-
tyksia voidaan nopeuttaa testaamalla PCR-tekniikalla 16ytyykd naytteestd Mycobacterium tubercu-
losiksen rifampisilliiniresistenssigeeni. (Carlson & Koskela 2011.) Toksiinintuotto on tarkea ominai-
suus bakteerille sen taudinaiheuttamiskyvyn kannalta. Toksiinintuottogeeneja voidaan testata muun
muassa kurkkumatabakteerilta, enterohemorragiselta £scherichia colilta (EHEC) ja antibioottiripulin
aiheuttajalta Clostridium difficileltd. Monistustesteilld voidaan myds analysoida mikrobilajin sisdista

kannanvaihtelua, mistd on apua epidemioiden selvittelyssa. (Katila 2004c; Ohjekirja 2012)

Etenkin syvien bakteeri-infektioiden diagnostiikassa voidaan kayttaa yleisbakteerinukleiinihappomaa-
ritystd, joka perustuu bakteerille spesifisen 16S-rRNA:ta koodaavan geenin tunnistukseen ja osoit-
tamiseen ndytteestd. Kun verrataan ldydettya sekvenssia tietokannoissa oleviin, voidaan tunnnistaa
bakteerin suku tai jopa laji. Tata menetelmaéa on kasitelty tarkemmin jo aiemmin tekstissa kappa-

leessa 3.2.3 Bakteerin luokittelu ja tyypitys. (Carlson & Koskela 2011.)

Mikrobiologiassa on pyrkimyksend saada taudinaiheuttaja selville mahdollisimman nopeasti. Uusi
menetelma taudinaiheuttajan nopeaksi selvittémiseksi on MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization-time of light) eli matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio lentoaikamassaspektro-
metria. Talld menetelmalld ndytteestad voidaan tunnistaa eri sukujen ja lajien bakteerit seka saman
lajin eri kannat muutamissa minuuteissa. Menetelma on nopea ja melko osuva, joskin massaspekt-
rometriatulosten tulkinnassa kaytettdvat tietokannat saisivat olla laajemmat. Menetelman kustan-
nukset etenkin kayttéonotossa ovat huomattavat. Tarvittavan laitteiston hankintahinta on satoja tu-
hansia euroja vaihdellen mallista riippuen ja vuosittaiset yllapitokustannukset ovat noin 10 % han-
kintahinnasta. (Saijonkari 2011.)
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4 POLYMERAASIKETJUREAKTIO ELI PCR

Polymeraasiketjureaktio eli PCR on geenitekniikan menetelma. Sen avulla voidaan monistaa haluttua
nukleiinihappojaksoa, joka sijaitsee kahden nukleotidijérjestykseltdan tunnetun nukleiinihappojakson
valissa. PCR perustuu nukleiinihapon emasten selektiiviseen pariutumiseen monistettavalla alueella.
Halutun nukleiinihappojakson monistuminen perustuu oikein valittuihin polymeraasiketjureaktion
alukkeina toimiviin oligonukleotideihin. Polymeraasiketjureaktioon tarvitaan mallina eli templaattina
toimivan nukleiinihapon liséksi polymeraasientsyymi, alukkeina toimivat oliginukleotidit, vapaita nuk-
leotideja seka ionikoostumukseltaan sopivaa reaktiopuskuriliuosta. PCR:ssa kaytetdan korkeissakin
lampdtiloissa aktiivisena ja denaturoitumattomana sdilyvaa termostabiilia DNA-polymeraasia. Tallai-
sia polymeraaseja on ldydetty kuumissa ldhteissa elavilta bakteereilta. Tallainen polymeraasi on
Thermus aquaticus —bakteerista eristetty 7ag-polymeraasi. Tata kaytetaan paljon, vaikka se tekeekin
melko paljon virheitd. Useissa PCR-sovelluksissa kaytetdan vahemman virheita tekevia polymeraase-
ja kuten Pfir, Vent-, Tth-ja DynaZyme-polymeraaseja. Myds 7ag-polymeraasista on geenitekniikalla
kehitetty véahemman virheita tekevia versioita. Monet standardimenetelmista ovat yha 7ag-
polymeraasille optimoituja. (Brown 2010, 147-149; Suominen, Parssinen, Haajanen & Pelkonen
2010, 153.)

Ennen kuin polymeraasiketjureaktio voidaan kaynnistaa, tulee nukleiinihappo eristaa ja puhdistaa
reaktiota hairitsevistd epapuhtauksista. DNA:ta on perinteisesti puhdistettu fenoli- tai fenoli-
kloroformiuuton avulla. Nykyisin puhdistukseen kaytetdan lahinna erilaisia silikamenetelmia. Usein
kaytetaan valmiita kaupallisia puhdistuskitteja. Silikamenetelmat perustuvat DNA:n sitoutumiseen si-
likaan korkeassa ionivahvuudessa. Mukana liuoksessa taytyy olla lisdksi kaotrooppia, joka rikkoo mo-
lekyylia ympéardidan vesikerroksen ja mahdollistaa suolasillan syntymisen silikan ja DNA:n valille.
Usein kaytetty kaotrooppi on guanidiinihydrokloridi. Silika on usein sidottu valmiiksi pieneen pylvaa-
seen eli spinkolonniin ja puhdistus voidaan suorittaa mikrosentrifuugilla. Spinkolonnimenetelmassa
DNA tartutetaan kolonnin pohjalla olevaan silikaan, epapuhtaudet pestdan pois etanolilla, minka jal-
keen DNA irroitetaan silikasta ja sentrifugoidaan pienen puskurimaaran kanssa puhtaaseen putkeen.
DNA:n puhdistukseen voi kayttéda myds magneettipartikkeleja hyédyntdvaa menetelmad. Puhdistus
voidaan my6s automatisoida suurille ndytemaarille kuoppalevyilla tehtavaksi kayttaen silika- tai

magneettipartikkelimenetelmad. (Suominen ym. 2010, 106-108.)

Eristetyn DNA:n pitoisuutta ja puhtautta voidaan arvioida mittaamalla DNA-liuoksen absorbanssia
spektrofotometrilla. Mittaus suoritetaan 260 nm:ssa ja se perustuu DNA:n nukleotidien absorptioon
260 nm:ssa. Puhtaalla DNA-liuoksella absorbanssi-arvo 1,0 mitattuna aallonpituudella 260 nm vastaa
DNA-pitoisuutta 50 pg/ml. (Suominen ym. 2010, 110.)

Polymeraasiketjureaktio kdynnistetdan lammittamallad reaktioseos noin 94 °C:een. Tama saa nukle-
iinihappomolekyylit denaturoitumaan, jolloin templaattina toimivan kaksoisjuosteen juosteet erkane-
vat toisistaan ("denaturation”). Taman jalkeen lampétilaa lasketaan 50-60 °C:een, mika saa alukkeet
kiinnittymaan nyt yksijuosteisiin templaattinukleiinihappomolekyyleihin (“annealing”). Alukkeiden
kiinnittymisen jalkeen lampétilaa nostetaan jalleen 72-74 °C:een, mika mahdollistaa DNA-



20 (58)

polymeraasin toiminnan ja nukleiinihappojuosteen synteesin templaatin mallin mukaisesti (“synt-
hesis” tai "extension”). Talldin templaatin molemmille juosteille muodostuu vastinvuoste alukkeista
lahtien. Naita reaktion kolmea vaihetta, joita kutsutaan yhdessa sykliksi, toistetaan useita kertoja.
Jokaisen syklin aikana tuotteen maara kaksinkertaistuu. Ensimmaisen syklin tuloksena saadaan siis
kahdesta nukleiinihapponauhasta kaikkiaan nelja nauhaa. Seuraavassa syklissa saadaan neljasta
nauhasta kahdeksan nauhaa. Kolmannessa syklissa saadaan jo kahdeksasta nauhasta 16 nauhaa ja
niin edelleen sykleja toistettaessa. Sykleja toistamalla saadaan valmistettua alkuperdiseen verrattuna
moninkertainen maara nukleiinihappoa. Hyvin optimoidulla PCR:lla voidaan saada yhtd templaatti-
molekyylia kohti valmistettua miljoona tuotemolekyylid. (Brown 2010, 147-149; Suominen ym. 2010,

154-157.) Yhden polymeraasiketjureaktiosyklin kulku vaiheineen on kuvattu kuvassa 2.
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Kuva 2 Polymeraasiketjureaktiosyklin kulku (BioSistemica 2012.)

Ensimmaisessa syklissa syntyvat tuotteet ovat toisesta paastaan monistettavaa aluetta pidempig, sil-
|a DNA-polymeraasi jatkaa tuotteen synteesid niin kauan kunnes seuraava denaturaatio alkaa. Vasta
toisessa syklissa saadaan tuotteeksi tdsmalleen oikean pituisia DNA-jaksoja. Kuitenkin jokaisessa
syklissa syntyy myds alkuperdiselle templaatille vastinjuoste, joka on haluttua monistusaluetta pi-
dempi. Naiden hieman pidempien tuotemolekyylien maara on kuitenkin havidvan pieni verrattuna
reaktiossa syntyvan tuotteen lopulliseen maaraan. Polymeraasiketjureaktiossa toistetaan sykleja
yleensd 15-40 kertaa. PCR-tuotteen kayttotarkoituksesta riippuen tuote voidaan joutua puhdista-
maan ylimaaraisista alukkeista ja nukleotideista. Joissain sovelluksissa tuotetta ei tarvitse puhdistaa
lainkaan. PCR-menetelmalld tydskennellessa on hyva tehda varsinaisen PCR:n lisdksi kontrollireakti-
oita, jotta voidaan varmistua menetelman toimivuudesta. Negatiivisina kontrolleina voidaan tehda
PCR, jossa on templaatti ilman alukkeita ja alukkeet ilman templaattia. Voidaan myés tehda positii-
vinen kontrolli eli kayttda reaktiota, joka on toiminut aikaisemmin ja antanut positiivisen tuloksen.
PCR:ta varten taytyy pipetoida pienia tilavuuksia eri liuoksia. Pienten tilavuuksien pipetoiminen on
haastavaa. Pipetoinnin apuna voivat olla varilliset liuokset. Pipetoinnissa voidaan kayttaa myds au-

tomatiikkaa apuna. (Suominen ym. 2010, 154-157.)



21 (58)

4.1 Alukkeiden suunnittelu

PCR:n onnistumisen kannalta on oleellisen tarkead, etta reaktio suunnitellaan hyvin etukateen. Tas-
sa suunnittelussa oleellista on reaktion kannalta sopivien alukkeiden valinta tai suunnittelu. Alukkeet
tulee suunnitella siten, etta ne pariutuvat templaattijuosteeseen juuri haluttuihin kohtiin, mutta eivat
sitoudu herkasti muualle templaattiin. Alukkeen tulee olla komplementaarinen templaattijuosteen
kanssa, jotta hybridisaatio templaattijuosteen ja alukkeen valilla voi tapahtua. Monistettavan DNA-
jakson ei tulisi olla yli 3kb suuruinen ja sen tulisi mielelldadn olla alle 1 kb. Pidempiakin jaksoja pysty-
téan monistamaan, mutta tulokset voivat olla heikompia, ellei kayteta erityismenetelmia. Alukkeiden
tulee olla sopivan mittaisia. Liian lyhyet alukkeet sitoutuvat helposti vaariin kohtiin, jolloin tuloksena
syntyy useita erilaisia suunnittelemattomia tuotemolekyyleja. Liian pitkat alukkeet puolestaan hidas-
tavat alukkeiden pariutumista templaatin kanssa, jolloin ketjureaktion tehokkuus pienenee. Kaytetyt
alukkeet ovat harvoin yli 30 emdksen mittaisia. (Brown 2010, 149-152.)

Alukkeilla voi olla taipumusta pariutua itsensa kanssa siten, ettd se muodostaa niin sanotun hius-
neularakenteen (hairspin) siten, ettd alukkeen alku- ja loppupaa pariutuvat keskenaan, jolloin aluk-
keen sitoutuminen templaatti-DNA:han vaikeutuu. Alukkeet saattavat olla myds herkkia muodosta-
maan alukedimeereja. Talloin eri alukkeet saattavat sitoutua voimakkaasti toisiinsa 3’-péistaan ja
muodostaa sitten pidennysvaiheen aikana dimeereja. Tallaisessa reaktiossa ei saada tuotetta halut-
tua maaraa, koska tarvittavat alukkeet voivat loppua kesken. Alukkeiden sitoutuminen toisiinsa 5'-
paistaan ei ole niin merkityksellistd, joskin voi vahentaa reaktion saantoa jonkin verran. Tallaisia
alukkeita tulisi pyrkia valttdmaan parhaan mahdollisen lopputuloksen saamiseksi. (Suominen ym.
2010, 158-160.)

Reaktiossa kaytettavat lampdtilat ovat erittdin merkityksellisid reaktion onnistumiselle. Reaktioissa
annealing-vaiheen ldmpdtila on riippuvainen alukkeiden pituudesta, nukleotidikoostumuksesta ja pi-
toisuudesta. Oikean annealing-lampdtilan valinta on tarkeaa, ettd saadaan oikeita tuotteita. Jos valit-
tu annealing-lampétila on liilan korkea, alukkeiden ja templaatin pariutumista ei tapahdu. Jos lamp6-
tila puolestaan on liilan matala, pariutumista tapahtuu myds kohdissa, jotka eivat ole taysin komple-
mentaarisia alukkeen kanssa. Kun lampdtila on valittu oikein, alukkeet pariutuvat templaatti-
DNA:han vain haluttuihin kohtiin. Oikean annealing-lampdétilan laskemisen apuna voidaan kayttaa
alukkeiden sitoutumisen voimakkuutta kuvaavaa sulamislampétilaa T,,. Tassa lampétilassa puolet
alukkeista on sitoutuneena templaatteihin ja puolet on irrallaan reaktioseoksessa. Kaytettaessa ly-
hehkdja alukkeita T, voidaan karkeasti arvioida Wallacen saanndn avulla: Tm[°C] =2x (A+T) +

4 x (G + €). Taman saanndn perusteella jokainen alukkeessa oleva A- ja T-emas nostaa lampdtilaa 2
°C ja kukin G- ja C-emas nostaa lampdtilaa 4 °C. Sulamislampdtilan tarkempaa laskemista varten on
kehitetty lukuisia internetistdkin ilmaiseksi [0ytyvia laskureita. Alukkeiden suunnitteluun on olemassa
erilaisia tietokoneohjelmia, jotka osaavat huomioida lampétilan maarittelyssa esimerkiksi alukkeiden
sitoutumiskohtien naapurinukleotidien ja liuoksen ionivahvuuden vaikutuksen sulamislampétilaan. Eri
laskentaohjelmien antamat suosituslampoétilat voivat vaihdella hieman, joten lampdtilan toimivuutta
voi joutua testaamaan ja optimoimaan. Alukepari tulisi suunnitella siten, etta niiden sulamislampoti-

lat eivat poikkeaisi paljoa toisistaan. Alukkeiden T, —ldampdtilaa ei yleensa voida kayttda suoraan an-
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nealing-lampdtilana vaan lahtdkohta annealing-lampétilan optimointiin on Ty,-5 °C tai 1-2 °C T, ma-
talampi lampétila. Yleisimmin sopiva annealing-lampétila on 55-72 °C. (Suominen ym. 2010, 158-
160; Brown 2010, 149-152.)

4.2  PCR:n optimointi

PCR:da optimoidessa tulee ottaa huomioon monia asioita. Kaikkien kaytettavien aineiden pitoisuuk-
silla on merkitysté kokonaisuuden ja lopullisen saannon kannalta. Mikali jotain reaktiossa tarvittavaa
ainesosaa, kuten entsyymia, alukkeita tai deoksinukleotideja on liian véhan, reaktion saanto piene-
nee. Jos jotain ainesosaa puolestaan on liikkaa, epaspesifisten tuotteiden syntyminen on todennakdi-

sempad. (Suominen ym. 2010, 162.)

Kaytettavien entsyymin tyoskentelytehokkuudessa on eroja, joten tarvittavan entsyymin maara on
riippuvainen kaytetystd entsyymista. Tarvittava entsyymimaara riippuu myos templaateista ja aluk-
keista. Alukkeiden optimaalinen pitoisuus reaktioliuoksessa on yleensa 0,1-0,5 uM. Kutakin deoksi-
nukleotidia tulisi olla yhtad paljon seoksessa, ellei tahallisesti haluta aiheuttaa mutaatioita PCR:ssa.
Erilaiset deoksinukleotidien pitoisuudet lisadvat synteesissa tapahtuvien pistemutaatioiden maaraa.
Magnesiumionien konsentraatio liuoksessa vaikuttaa moniin asioihin. DNA-polymeraasientsyymi vaa-
tii vapaita magnesiumioneja toimiakseen. Magnesiumionien pitoisuus liuoksessa tulee olla 0,5-2,5

mM enemman kuin deoksinukleotidien kokonaispitoisuus. (Suominen ym. 2010, 162.)

Aineiden pitoisuuksien liséksi reaktion onnistumiseen vaikuttavat reaktiossa kaytetyt eri vaiheiden
lampdtilat ja kestot. Denaturaation epdaonnistuminen estda koko reaktion onnistumisen. Denaturaa-
tio suoritetaan tyypillisesti 95 °C:ssa 30 sekunnin ajan. Denaturaatioaikaa pidennettdaessa entsyymin
aktiivisuus pienenee. 7ag -polymeraasia termostabiilimpia entsyymeja kadytettdessa denaturaatio-
aikaa voidaan pidentaa yhteen minuuttiin. Hyvin GC-pitoista templaattia kdytettdessa denaturaa-
tiolampdtilaa voi nostaa 97 °C. Ensimmaista syklia edeltdvan alkudenaturaation voi tehda muita de-
naturaatioita pidempikestoisena. Alukkeiden kiinnittymisen lampétilaa eli annealing-lampétilaa kasi-
teltiin jo edelld alukkeiden suunnittelun yhteydessa. Alukkeiden pidentymisvaiheen eli ekstension ai-
kaan vaikuttaa templaatin pituus ja maara seka kaytetty entsyymi ja lampétila. 7ag -polymeraasilla
ekstensioldmpétila on yleensa 72 °C. Yhden minuutin ekstensioaika riittda alle 2 kb kokoisille tuot-
teille. Reaktion alkuvaiheessa hieman pidemmista ekstensioajoista voi olla hydtya ja reaktion viimei-
sen syklin ekstensioaika on yleisesti pidempi, jotta keskeneraiset tuotteet ehtivat valmistua. Reakti-
ossa kaytettavien syklien lukumaard maaraytyy templaatti-DNA:n maaran mukaan. Liian suurella
syklimaarélla epaspesifisten tuotteiden syntyminen todenndkdistyy ja liilan vahaisella syklimaaralla

tuotteen maara luonnollisesti jaa vahaisemmaksi. (Suominen ym. 2010, 163-164.)

Koska reaktion onnistumiselle térkeaa on eri vaiheiden lampdtilat ja kestot, on tarkeda ettd PCR-laite
on tasmallinen, ja toteuttaa reaktion siten kuin siihen on ohjelmoitu. Laitteen tarkkuus ja reaktioiden
toistettavuus tulee olla hyva. Laitteissa [ammon siirtoon kaytetdaan Peltier-elementteja, joissa kah-
desta eri materiaalista muodostettu laite siirtad sahkovirran vaikutuksesta [dmpéa eri osien valilla.

Lammonsiirtomateriaalina voidaan kayttaa esimerkiksi hopeaa tai ilmaa. Elementeissa lampétila
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saattaa vaihdella eri kohdissa, joten laitteen toimivuutta ja lampdtiloja on hyva testata vuosittain.
(Suominen ym. 2010, 164.)

PCR on herkka kontaminaatioille, etenkin kun templaattia on vahan kaytéssa. PCR-tydskentelyssa,
esimerkiksi /n vitro -diagnostiikassa, tulee olla erittdin huolellinen kontaminaatioiden estamiseksi. Ti-
lojen ja valineiden tulee olla ehdottoman puhtaita ja DNA-vapaita. Tilojen ilmanvaihdon tulee olla oi-
kein jarjestetty, jottei kontaminoivaa DNA:ta kulkeudu tiloihin. Tall6in voidaan estad vaarien positii-
visten tulosten synty. Kontaminaatit saattavat joissain tapauksissa myos estaa reaktion toiminnan,

jolloin voi syntya vaaria negatiivisia tuloksia. (Suominen ym. 2010, 165-166.)

4.3  PCR-tuotteen jatkokasittely

PCR-tuotteen jatkokasittely monistuksen jalkeen riippuu tuotteen kayttttarkoituksesta. Tuote voi-
daan analysoida kayttaen geelielektroforeesia. PCR-tuote voidaan kloonata, mikali se halutaan liittaa
vektoriin geenimuuntelua varten. Tuote voidaan myds sekvensoida, jolloin saadaan selville kopioidun
nukleiinihappojakson emasjarjestys. Sekvensointiin on kehitetty useita erilaisia menetelmid. (Brown
2010, 154.)

Useimmiten PCR-tuotteen analysointiin kdytetaan tuotteen ajamista geelielektroforeesilaitteistolla.
Erilaisia elektroforeesilaitteistoja on useita. Polyakryyliamidigeelielektroforeesilla voidaan analysoida
pienia nukleiinihappojaksoja. Keskikokoisia fragmentteja voidaan analysoida agaroosigeelielektrofo-
reesilla. Suurten DNA-fragmenttien ja jopa kokonaisten kromosomien analyysiin kadytetdan pulssi-
kenttaelektroforeesia. Elektroforeesissa geeliin johdettu sahkovirta saa DNA-juosteet liilkkumaan
sahkokentassa. Perinteisesti elektroforeesissa kaytetdan kaksinapaista sahkokenttdd. Pulssikentta-

elektroforeesissa sahkdvirran suunta vaihtelee. (Suominen ym. 2010, 122.)

DNA on negatiivisesti varautunut, koska siina on fosfaattiryhmia, jotka tekevat siitd happaman ja si-
ten negatiivisesti varautuneen. Negatiivisesti varautuneena molekyylind DNA kulkeutuu sahkoken-
tdssa positiivista napaa eli anodia kohti. Yleensa mita suurempi DNA-molekyyli on, sitd hitaammin se
liikkuu sahkokentassa. Kulkeutumiseen vaikuttaa lisaksi geelin tiheys ja DNA-molekyylin muoto. Talla
menetelmdlld saadaan erikokoiset DNA-molekyylit muodostamaan omat geelissa erottuvat vyéhyk-
keensd. Nukleiinihappomolekyylit sellaisenaan eivat erotu silmin ndhtavasti. Téman vuoksi ennen
elektroforeesigeeliin lisataan ennen ajoa useimmiten etidiumbromidia. Etidiumbromidin avulla vy6-
hykkeet saadaan nakyviksi, kun ne kuvataan UV-valossa. Ajossa kaytetdan usein mukana kokostan-
dardia, jonka muodostamien vydhykkeiden avulla voidaan nahda onko PCR:lla saatu tuote oikeaa eli
onko se halutun kokoista. Elektroforeesilla voidaan myds ndhda jos reaktiossa on syntynyt sivutuot-
teena muita erikokoisia tuotteita. Mikali vydhykkeita ei muodostu elektroforeesilla lainkaan naytteen
kohdalle, voidaan todeta, ettd PCR on jostain syysta epaonnistunut eika reaktiotuotetta ole muodos-
tunut lainkaan. Kun elektroforeesiajossa kaytetdan kokostandardia, voidaan todeta ettd elektrofo-
reesi on toiminut, kun standardille tyypilliset vydhykkeet tulevat nakyviin. (Suominen ym. 2010, 123-
129.)
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Elektroforeesiajon jélkeen halutut DNA-fragmentit voidaan eristda geeliltd erilaisia menetelmia kayt-
tden. Kaytetyimpia menetelmid ovat erilaiset silikamenetelmat ja LGT-agaroosimenetelma. Kaupalli-
set pikamenetelmat perustuvat yleensa erilaisten silikamatriisien kaytt6on. (Suominen ym. 2010,
130.)

PCR sovelluksia

Erilaisia PCR:n sovelluksia on kehitetty useita, kuten reaaliaikainen PCR (real-time PCR) ja kvantita-
tiivinen PCR (gPCR). PCR:n avulla voidaan tutkia myds RNA:ta, kun tutkittava RNA kadnnetadn ensin
DNA:ksi. RNA:n kaantaminen komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA) suoritetaan kaanteiskopioijaent-
syymin avulla, minka jalkeen monistaminen suoritetaan PCR:Ila. Talldin kyseessa on RT-PCR (rever-
se transcriptase PCR). Joskus nakee kaytettdavan lyhennetta RT-PCR myos reaaliaikaisesta PCR:sta.
(Suominen ym. 2010, 166-170; Brown 2010, 158-161.)

Reaaliaikaisessa PCR:ssé voidaan PCR-tuotteen maaraa seurata kaiken aikaa reaktion aikana. Tuot-
teen maaraa voidaan seurata kahdella tapaa. Reaktioseokseen voidaan lisata fluoresoivaa merk-
kiainetta, joka sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han. DNA:han sitoutunut merkkiaine fluoresoi huomat-
tavasti voimakkaammin kuin sitoutumaton merkkiaine. Joskus alukkeet voivat pariutua kaksijuostei-
seen muotoon siten, etta kaksijuosteisen DNA:n ja siten my6s fluoresenssisignaalin maara hieman
kasvaa. Fluoresenssisignaalin voimakkuus kuitenkin kertoo hyvin tuotteen maarasta seoksessa. Toi-
nen tapa saada tuotteen maara nakyvaksi, on kayttaa lyhyita, fluoresoivalla signaalilla varustettuja
oligonukleotideja eli koettimia. Koettimet tuottavat spesifisen fluoresoivan signaalin vain ollessaan si-
toutuneena DNA:han. Na@in saadaan mitattua vain sitoutuneiden koettimien maara, joka on riippu-
vainen tuotteen maarastd. Reaaliaikaisessa PCR-menetelmassa on etuna perinteiseen menetelmaan
verrattuna se, ettd koko prosessi ja tuloksen saaminen nopeutuu, kun tuote voidaan havaita jo reak-
tion aikana eika lopputuotetta tarvitse kasitelld ja mitata laboratoriossa reaktion jalkeen. Nykyisin
kaytetaankin lahinna reaaliaikaisia PCR-menetelmia niiden etujen vuoksi. Reaaliaikaisen PCR:n lait-
teet ovat kuitenkin kalliimpia kuin perinteiset PCR-laitteet. (Suominen ym. 2010, 166-168; Brown
2010, 158-160.)

Kvantitatiivisella PCR:l1d pyritddn maarittdmaan alkuperdisen naytteen DNA-molekyylimaara. PCR:lla
muodostuneiden tuotemolekyylien maara on riippuvainen alkuperdisten templaattimolekyylien maa-
rasta. Ongelmana on kuitenkin se, etta reaktio on hyvin herkka muutoksille, eikd kahdessa periaat-
teessa samanlaisessa ja samanlaisissa oloissa tehdyssakaan reaktiossa valttamatta saada samanlais-
ta maaraa tuotetta. Perinteisesti PCR-tuoteen maaraa on arvioitu elektroforeesigeeliin muodostu-
neista vydhykkeista niiden intensiteetin avulla. Naytteen muodostaman vyéhykkeen intensiteettia
verrattiin samassa ajossa olleiden tunnetun vahvuisten DNA-standardien muodostamien vydhykkei-
den intensiteettiin. Tama menetelma on kuitenkin melko epatarkka, silla suuretkaan erot alkuperai-
sen templaatin maardssa eivat tuota kovin suurta eroa elektroforeesiin muodostuneen vydhykkeen
intensiteettiin. Nykyisin DNA:n maaraa mitataan reaaliaikaisella kvantitatiivisella PCR:1l&. Alkuperai-
sen templaatin maaraa voidaan arvioida kayttdmalla reaktiossa mukana kilpailevana templaattina

toimivaa sisdista standardia, talldin suljetaan pois menetelmassa tapahtuvista pienistd muutoksista
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aiheutuvia eroja tuotteen maarassa. Reaaliaikaisessa PCR:ssa siis mitataan reaktioseoksessa muo-
dostuvan fluoresoivan signaalin voimakkuutta. Fluoresoivalle signaalille voidaan asettaa tietty kyn-
nysarvo. Mitd nopeammin kynnysarvo ylittyy, sita enemman DNA-templaattia on ollut alussa reak-
tioseoksessa. (Suominen ym. 2010, 166-170; Brown 2010, 158-160.)

Muodostuneen PCR-tuotteen puhtaus voidaan todeta mittaamalla tuotteen sulamislampd. Perintei-
selld PCR-laitteella tama tehddaan mittaamalla tuotteen absorbanssi 260nm:lla eri Iampétiloissa. Nay-
tettd lammitettdessa DNA-juosteet eroavat toisistaan sekvenssille tyypillisessé lampétilassa (sulamis-
Iamp0). Yksinauhaisessa muodossa oleva DNA absorboi 260 hm UV-valoa enemman kuin kaksijuos-
teinen muoto. Mitattua sulamislampéa voidaan sitten verrata sekvenssille ominaiseen teoreettiseen
arvoon, jolloin voidaan varmistua siitd, etta tuote on oikeaa. Reaaliaikaisen PCR:n laitteissa tuotteen

sulamiskdyrat tuotetaan automaattisesti. (Suominen ym. 2010, 168-169.)
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KLIINISESTI MERKITTAVIA PCR-MENETELMALLA TUTKITTAVIA BAKTEEREJA

Kliinisessa mikrobiologiassa on otettu kdyttdéon melko uusina menetelmina erilaisia PCR-tekniikkaan
perustuvia bakteerien tunnistus- ja tyypitysmenetelmia. Joidenkin bakteerien tunnistus ndytteestd
on riittavaa diagnoosin tekemiseksi ja sopivan hoidon aloittamiseksi. Eli kdytdnndssa kun spesifisilla
alukkeilla saadaan monistettua havaittava maara DNA:ta ndytteestd, voidaan todeta naytteen sisal-
téneen kyseisen bakteerin DNA:ta. Joissakin tapauksissa voi olla tarpeen tutkia 16ytyyké kyseiselta
bakteerikannalta tiettyd esimerkiksi virulenssiin oleellisesti vaikuttavaa geenia. Myés PCR-
menetelmilld tehtavien epidemiologisten selvitysten tekeminen on nykyisin arkipdivaa ja suureksi
avuksi epidemioiden levidmisen selvittelyssa ja uusien epidemioiden levidmisen ennaltaehkaisyssa.
Tassa kasitellaan joitakin bakteereja, joiden aiheuttamien infektioiden selvittelyssa voidaan hyédyn-
tda PCR-menetelmaa jollain tavalla. Perusteluja juuri ndiden bakteerien valitsemiseen kasiteltavaksi

on esitelty kappaleessa 7.1.

Bordetella pertussis

Bordetella pertussis aiheuttaa hinkuyskaa, joka oli etenkin aikaisemmin hengenvaarallinen sairaus
varsinkin imevaisikaisille lapsille. My&s jotkin muut bakteerit, kuten B. parapertussis aiheuttavat hin-
kuyskaa lievempana tautina. Hinkuyska on saanut nimensa tautiin liittyneista hinkumista aiheuttavis-
ta yskanpuuskista. Suomessa rokotukset hinkuyskaa vastaan aloitettiin 1952, minka jélkeen tauti on
vahentynyt huomattavasti seka ennen tyypillisen lastentaudin potilaiden ikdjakauma on muuttunut
siten ettd nykyisin kolmasosa tartunnoista todetaan aikuispotilailla. Rokotuksista huolimatta hinkuys-
katapauksia on ilmennyt jonkin verran jatkuvasti. Rokotteiden teho kestda vain muutamia vuosia ei-
ka sairastettu hinkuyskakaan anna elinikdistéa immuniteettia. (Forsius 2005; Kantele, He & Mertsola
2005; Mertsola & He 2010, 170.)

Bordetella pertussis on aerobinen gramnegatiivinen pieni sauvabakteeri. Sillda on monia virulessiteki-
joita. Se tarttuu hengitysteiden varekarvalliseen epiteeliin filamenttihemagglutiniinin (FHA), pertus-
sistoksiinin (PT), pertaktiinin (PRN) ja fimbrioiden avulla (FIM). B. pertussis tuottaa toksiineja, jotka
lamaannuttavat varekarvojen toiminnan ja aiheuttavat tulehduksen hengitysteihin ja siten sitkedn
hinkuyskalle tyypillisen yskan. (Kantele, He & Mertsola 2005; Mertsola & He 2010, 170.)

Hinkuyska tarttuu herkasti pisaratartuntana ja hengitystie-eritteiden valitykselld. Hinkuyskan tyypilli-
sin oire on puuskittainen tikahduttava yska. Hyvin nuorilla vauvoilla yskaa ei valttdmatta kehity vaan
tauti ilmenee toistuvina hengityspyséhdyksind. Taudin itdmisaika on yleensa noin viikko. Korkeaa
kuumetta ei yleensa liity tautiin, vahaista nuhaa ja lampdilya kyllakin. Kouluikdiset lapset ja aikuiset
hakeutuvat 1&akariin yleensa vasta yskan kestettya viikkoja. Yskakohtauksen laukaisee usein rasitus,
tupakan savu tai lampdtilamuutos. Tyypillisesti hinkuyska kestda kuudesta kymmeneen viikkoon.
Vaikeaan hinkuyskaan voi littya monia vakavia komplikaatioita etenkin rokottamattomilla pienilla
lapsilla. Keuhkokuume on tavallinen komplikaatio. (Mertsola & He 2010, 172-173.)
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5.1.2 Diagnostiikka ja hoito

Bordetella pertussiksen diagnostiikassa kaytetaan viljelyd, hinkuyska-PCR:aa ja serologiaa. Pitkaan
oireilleilla potilailla kaytetty menetelma on serologia, lyhyempaan oireilleilla viljely ja PCR-tutkimus.
Bakteeriviljelyndyte otetaan nenanielusta ja viljely vaatii erikoismaljoja ja on usein melko epaherkka
menetelmd. Negatiivinen viljelytulos ei siis tarkoita ettei tartuntaa olisi. Yli kuukauden ikdisissa tar-
tunnoissa viljelyn tulos on useimmiten negatiivinen ja viljely siten turha. Hinkuyskan diagnosoinnissa
kaytettyja PCR-menetelmia on useita. Useimat hinkuyskadiagnoosit tehdadan Suomessa serologiame-
netelmilld. Vasta-aineet kuitenkin kehittyvat hitaasti, joten tuoreissa tartunnoissa menetelmaa ei voi
kayttad. Serologiassa on my6s ongelmana menetelmien huono standardoitavuus. Nykyinen serologia
ei myoskaan erottele B. pertussista ja B. parapertussista. Aikuisten hinkuyskadiagnostiikkaan suosi-
tellaan PCR-tekniikan ja serologian yhdistamista. (Kantele, He & Mertsola 2005; Mertsola & He 2010,
173-174.)

Hinkuyskan hoitoon kaytetdan perinteisesti erytromysiinia, jonka uudemmat makrolidivalmisteet ovat
osin syrjdyttaneet vahaisempien gastrointestinaalisten sivuvaikutustensa vuoksi. Yli kuukauden yski-
neilld potilailla hinkuyskaa ei tarvitse hoitaa, silla elimistd on jo itse tuhonnut bakteerit. Hoidon teho
on paras alle kaksi viikkoa kestaneessa taudissa, vanhemmissa tartunnoissa hoitoa kdytetaan lahin-

na tartuttamisen ehkaisemiseksi. (Kantele, He & Mertsola 2005.)

5.1.3 PCR-diagnostiikka

Suomessa pienten lasten hinkuyskatapauksista yli 80 % diagnosoidaan nykyisin viljelyn ja PCR-
menetelmdn avulla. Useita erilaisia PCR-menetelmia on olemassa. B. pertussiksen PCR-
diagnostiikassa on yleensa pyrkimyksend tunnistaa B. pertussis ja erottaa se muista hinkuyskan kal-
taisia tauteja aiheuttavista bakteereista. Tavallisin hinkuyskadiagnostiikan PCR-menetelmista perus-
tuu B. pertussiksen toistojakson kopiointiin. Tavallinen kaytetty toistojakso on 1S481. Talla voidaan
tunnistaa B. pertussis. PCR-tutkimuksessa voi olla virhetekijana vastikdan USA:ssa havaittu puuskit-
taista yskaa aiheuttava B. pertussiksen sukulaisbakteeri Bordetella holmesii. B. holmesii reagoi ristiin
PCR-tutkimuksessa tavallisimmin kaytetyn pertussis-PCR-alukkeen kanssa (IS481 PCR). Suomesta
tata bakteeria ei ole 16ytynyt uusilla spesifisilla PCR-menetelmilla. (Mertsola & He 2010, 172-174.)

Uusi Yhdysvalloissa kehitetty monikohde PCR voi erottaa Bordetella-1ajit toisistaan (Tatti, Sparks,
Boney & Tondella 2011). B. pertussis tunnistetaan jaksolla I1S481. B. parapertussis tunnistetaan jak-
solla IS1001 (pIS1001). B. ho/mesii tunnistetaan 1S1001-kaltaisella jaksolla (hIS1001). Myds harvi-
nainen B. bronchiseptica voi joskus antaa positiivisen tuloksen kaytettdessa 1S481-PCR:4a. Tamén
erottamiseen voidaan kayttda pertussistoksiinin alayksikdon S1 (pixSI) kopiointia. Tutkimuksella B.
pertussis on positiivinen aina IS481:11a ja ptxS1:11a. B. Aolmesii on positiivinen IS481:113 ja
hIS1001:114, mutta negatiivinen pIS1001:1la. B. parapertussis on positiivinen pIS1001:11d ja ptxS1:lia,
mutta negatiivinen 1S481:11d ja hIS1001:11a. Menetelma testattiin myds useilla muilla kuin Bordetella-



28 (58)

lajien bakteereilla, eikd se reagoinut ristiin muiden bakteerien kanssa. Talld menetemalld voidaan
siis luotettavasti ja herkasti tunnistaa ja erotella kliinisesti merkittévat Bordetella-1ajit. Koska Suo-
messa ei ole havaittu B. holmesiita ja B. bronchiseptica on hyvin harvinainen ja harvoin etenkin ih-
misestd eristetyistd kannoista testattuna reagoi I1S481-PCR:ssa, riittdnee Suomessa B. pertussiksen

tunnistamiseksi 15481 ilman monimutkaisempia menetelmia.

PCR-tutkimusta varten nayte otetaan nendnielusta mieluiten dacrontikulla, joka lahetetaan laborato-
rioon kuivassa koeputkessa. PCR-tutkimukseen voidaan kayttda myos nenanielun imulimaa. PCR-
naytteen voi sailyttaa jadkaapissa ennen kuljetusta. PCR-tulos voi sdilya positiivisena vield useita
paivid antibioottihoidon alkamisesta. PCR-tutkimuksella voidaan myos |6ytaa oireettomia B. pertussis

-bakteerin kantajia. PCR-menetelma on hyvin herkka ja spesifinen. (Mertsola & He 2010, 173-174.)

Kuten kaikki PCR-menetelmdt, myds B. pertussis -PCR-menetelmat ovat herkkia kontaminaatioille,

minka vuoksi PCR-tydskentelyssa on tarkeaa olla huolellinen ja huolehtia hyvasta hygieniasta ja es-
tda kontaminanttien leviaminen. Naytteisiin voi tulla kontaminaatioita ja siten virheellisia positiivisia
tuloksia esimerkiksi B. pertussis -rokotteista, kuten oli havaittu tapahtuneen USA:ssa julkaistun tut-

kimuksen mukaan (Salimnia ym. 2012).

Ennen PCR-tutkimusta ndytteestd pitaa eristda DNA ja puhdistaa se. Naytetikusta DNA voidaan liuot-
taa esimerkiksi valmiiseen kuljetusliuokseen. DNA:n eristémiseen naytteesta voidaan kayttaa esi-
merkiksi valmista kaupallista MagnaPure LightCycler -eristyskittia. (Vestrheim ym. 2012; Tatti ym.
2011.)

PCR-menetelma on huomattavasti herkempi viljelyyn verrattuna, etenkin jos ndytteen bakteerimaara
on niukka. Norjalaisessa tutkimuksessa (Vestrheim ym. 2012) on todettu, etté B. pertussis -
viljelytuloksen positiivisuus PCR-positiivisista ndytteista riippuu ndytteen bakteerien maarasta. Tut-
kimuksessa oli tutkittu PCR-positiivisia nendnielundytteitd kvantitatiivisella reaaliaikaisella PCR-
menetelmalld. Tutkimuksessa tehtiin myos viljely samoilta potilailta otetuista ndytteista. Tutkimuk-
sessa todettiin, ettd mitd pienemmalla syklimaaralla saatiin kynnysarvo ylitettyd, sitd useammin
ndytteestd saatiin myos viljelysta positiivinen tulos. Eli mitd suurempi maara DNA:ta ndytteessa oli
ollut, sitd todenndkoisemmin viljelytulos oli positiivinen. Tutkimuksessa mukana olleista 223 PCR-

positiivisesta ndytteesta 45 eli 20,2 % antoi positiivisen viljelytuloksen.

5.2 Borrelia burgdorferi

Borrelioosia aiheuttaa Borrelia burgdorferi—bakteeri, jota kantavat Ixodes-puutiaiset. Naita borreli-
oosia levittdviad puutiaisia esiintyy koko Etela- ja Keski-Suomessa. Eniten niitd on Ahvenanmaalla ja
Saaristomeren alueella. Satunnaisesti puutiaisia eli kansanomaisesti punkkeja on tavattu pohjoisem-
panakin. Samat puutiaiset levittdvat myds vakavampaa puutiaisaivokuumetta (TBE-virus). Borreli-
oositartuntoja esiintyy vuosittain eniten huhtikuusta loka-marraskuuhun, kun puutiaiset ovat liikkeel-
1. (Seppanen 2011; Oksi, Seppala & Hytonen 2010, 247-248.)
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Borrelia burgdorferi on korkkiruuvin muotoinen 10-30 pm pitka ja 0,5 pm paksu spirokeettabakteeri.
Se luokitellaan gramnegatiivisiin bakteereihin soluseindrakenteensa perusteella. Tarkkaan ottaen
Borrelia burgdorferi sensu lato on yhteisnimi ryhmalle borreliabakteereja. Borrelia-bakteerien genomi
on epatyypillisesti jakaantunut lineaariseen kromosomiin seka useisiin lineaarisiin tai sirkulaarisiin
plasmideihin. (Seppénen 2011; Oksi, Seppéla & Hyténen 2010, 247-248.)

5.2.1 Infektio

Lymen borrelioosi sai nimensa, kun 1970-luvun lopussa Lymen pikkukaupungissa USA:ssa nivelreu-
man kaltaisen epidemian yhteydesséa havaittiin tautiin liittyvan puutiaisen purema ja rengasmainen
punainen ihomuutos. B. burgdorferi bakteeri I8ydettiin vuonna 1982 puutiaisesta. Borrelioositartun-
toja on Suomessa 3000-4000 vuosittain. Lymen borrelioosi tarttuu puutiaisen puremassa. Borrelia
burgdorferi -bakteerin tartunta on mahdollista usean, vahintaan 24 tunnin kuluttua siitd, kun puuti-
ainen aloittaa ateriointinsa. Tdman aikaa kestaa, etta puutiaisen suolessa eldvat bakteerit muuttuvat
infektiivisiksi ja siirtyvat iholle. Jos puutiainen saadaan poistettua iholta vuorokauden sisalla pure-
masta, infektioriski on olemattoman pieni. Borrelioosissa tavallinen 16ydés on puutiaisen purema-
kohdan ymparille iholle leviava rengasmainen laajeneva punoitus, erythema migrans (EM). Tama
johtuu bakteerien sateittdisesta levidamisesta ihon alla puremakohdasta poispain. Infektiokohtaan ke-
raantyy tulehdussoluja ja paikalliset verisuonet voivat vaurioitua ja tulehtua. EM levida yleensa 5
vuorokauden aikana 5 cm lapimittaiseksi. EM voi laajeta jopa kymmenien senttimetrien laajuuteen.
Kaikille tartunnan saaneille ei kehity EM:aa. Borrelioosin oireena voi olla kuumetauti, johon ei liity
yskdd, nuhaa tai ripulia. Suomessa suurin osa tartunnoista on ihoon rajoittuneita alkuvaiheen borre-
liooseja. Bakteerit voivat kuitenkin aiheuttaa levinneen infektion tunkeutuessaan verisuonten endo-
teeleihin ja veri-aivoesteen lapi. Taudin levitessa seurauksena voi olla muun muassa meningiitti, art-
riitti myokardiitti tai neuroborrelioosi eli infektion levinnyt tautimuoto, jonka yleisin oire on aivoher-
mohalvaus. Levinneen infektion oireet alkavat yleisimmin 1-3 kk kuluttua puremasta ja viimeistaan
vuoden kuluessa. (Seppanen 2011; Oksi, Seppala & Hytdnen 2010, 247-248.)

5.2.2 Diagnostiikka ja hoito

Borrelioosin diagnostiikka on hiukan ongelmallista. Infektiota ei aina voida yksiselitteisesti todentaa
tai poissulkea. Borrelioosi diagnosoidaan usein kliinisten oireiden, paaasiassa EM, perusteella. Anti-
bioottihoito voidaan usein aloittaa jo esitietojen ja EM:n perusteella. Tuoreessa tartunnassa ei ehdi
kehittya vereen vasta-aineita, joiden perusteella tauti voitaisiin diagnosoida. Vasta-aineiden kehitty-
minen kestaa 3-4 viikkoa ja vasta-ainetasojen muutokset kehittyvat hitaasti. Levinnyttd borrelioosia
epailtdessa vasta-ainemaarityksestd on yleensa apua. Joskus ilmenee kuitenkin levinnytta borreli-
oosia sairastavia potilaita, joilla vasta-aineet ovat negatiiviset, joten negatiivinen tuloskaan ei sulje
pois Lymen borrelioosia. Joskus vasta-ainetestit voivat antaa myds vaaria positiivisia tuloksia. Oireet-
tomilta henkilgilta ei tule mitata vasta-aineita lainkaan, silla kohonnutkaan vasta-ainepitoisuus ei
valttamatta kerro kdynnissa olevasta infektiosta. Poikkeuksena potilaat, joilla on ollut I&hiaikoina to-
denndkoisesti EM. Borrelian viljely on hyvin vaikeaa, eika sita kdyteta rutiinidiagnostiikassa. Pitkitty-

neissa ja keskushermoston infektioissa voidaan kayttda nukleiinihapon osoitusta likvorista, nivelnes-
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teestd tai kudosndytteestd. Tama menetelma on kuitenkin epdherkka periaatteellisesta herkkyydes-
tadan huolimatta. Ongelmana on se, ettei ndytetta saada otettua infektiopesdkkeestd. Negatiivinen
PCR-testikaan ei poissulje borrelioosin mahdollisuutta. Verinaytteista ei PCR-testia kannata tehda
kuin enintaan korkeakuumeisilta potilailta spiroketemiaepailyissa. (Oksi, Seppéla & Hyténen 2010,
249-254; Seppanen 2011.)

Borrelioosin hoitokdaytannot vaihtelevat eri maissa ja eri maiden hoitolaitoksissa. Hoito riippuu my6s
infektion voimakkuudesta ja kestosta. Varhaisen vaiheen infektioissa kdytetdan yleensa suun kautta
otettavaa antibioottihoitoa, esimerkiksi amoksisilliinia. Levinneissa infektioissa kaytetdan usein suo-
nensisdista antibioottia, kuten keftriaksonia. Ladkehoitokuurilla ei valttamatta saada oireita heti ha-
vidamaan, vaan oireiden poistumiseen voi menna aikaa yli puolikin vuotta. Borrelioosiin ei ole olemas-
sa rokotetta. Tartunnalta voidaan suojautua suojautumalla huolellisesti puutiaisten puremilta ja pois-

tamalla iholle joutuneet puutiaiset valittdmasti. (Oksi, Seppéla & Hyténen 2010, 254-255.)

5.2.3 PCR-diagnostiikka

Lymen borrelioosia aiheuttaa ryhma geneettisesti eri lajeihin kuuluvia bakteereja, joita kuitenkin kut-
sutaan yhteisnimityksella Borrelia burgdorferi sensu lato tai ainoastaan Borrelia burgdorferi. Yleensa
PCR-menetelmia kaytettdessakin on riittdvaa, kun tunnistetaan taudinaiheuttaja kuuluvaksi B. burg-
dorferi -ryhmaan ilman etta sita tarvitsisi tunnistaa tarkemmin. B. burgdorferi sensu lato voidaan
tunnistaa PCR:lld kopioimalla naytetta spesifisilla alukkeilla, joilla saadaan kopioitua osia konservoi-
tuneesta kromosomaalisesta flagelliinigeenista (/aB). PCR:ssa kaytettiin useita erilaisia alukkeita.
Tama menetelma on kuvattu tuoreessa yhdysvaltalaisessa Floridassa ja Georgiassa toteutetussa tut-
kimuksessa (Clark, Leydet & Hartman 2013). Tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia taudinaiheuttajia
Lymen borrelioosin kaltaisissa taudeissa Floridassa ja Georgiassa. Tutkimuksessa B. burgdorferi tun-
nistettiin PCR-tutkimuksella yhdistettyna sekvensointiin. Tutkimuksessa kaytettyjé naytteita olivat

seerumi, plasma, kokoveri, ihobiopsiat ja kuivatut veripisarat.

Toisessa yhdysvaltalaisessa tutkimuksessa kuvatun menetelman mukaan B. burgdorferi sensu lato
voidaan tunnistaa myds monistamalla joukolla alukkeita kromosomaalista p66-geenia, joka koodaa
66 kDa proteiinia. B. burgdorferin tunnistukseen voidaan kayttda myds esimerkiksi 31 kDa-kokoista

ulompaa pintaproteiinia koodaavaa geenia ospA. (Clark 2004.)

Positiivisen PCR-tuloksen saaminen ei valttdmatta tarkoita, ettd potilaalla olisi kdynnissa aktiivinen
akuutti infektio. B. burgdorferin DNA:n |6ytyminen kertoo, ettd bakteeria on naytteessa, mutta se ei
valttamatta ole enda elinkykyista ja taudinaiheuttamiskykyista. Eraassa 2013 julkaistussa tutkimuk-
sessa (Iyer ym. 2013) viljeltiin B. burgdorferi —bakteeria maljoilla, joita kasiteltiin keftriaksoni-
antibiootilla. Tutkimuksessa todettiin ettd PCR-tulokset sailyvat positiivisina pitkdan viela antibiootti-
kasittelyn jalkeenkin, vaikka bakteerit eivat olleet enda elinkykyisid. Tutkimuksessa todettiin myds,
ettd antibioottihoidon jalkeisiin positiivisiin PCR-tuloksiin ilman positiivista viljelytulosta tulee suhtau-
tua harkitsevasti. Tutkimuksessa kaytettiin 5. burgdorferin havaitsemiseen perinteisella PCR:lla
ulompaa pintaproteiinia A (outer surface protein A) tuottavaa geenia ospA. Menetelmassa kaytetyt
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olosuhteet ja alukkeet on kuvattu tutkimuksessa yksityiskohtaisesti. Monistuksen jalkeen PCR-tuote
analysoitiin elektroforeesilla. Tutkimuksessa viljelmista tutkittin myds B. burgdorferin RNA:ta. RNA
tutkittiin kayttden kaanteiskopiointi PCR:ta. cDNA-molekyylien havaitsemiseen kaytettiin useita eri-
laisia spesifisid alukkeita, joilla mitattiin neljan eri geenin transkriptiota viljelmissa. RNA-aktiivisuuden
havaittiin laskevan antibioottikasitellyiltd viljelmilta nopeasti antibioottikasittelyn jélkeen. DNA:ta ha-

vaittiin PCR:1la koko antibioottikasittelyn jalkeisen havainnointiajan eli 56 vrk.

5.3 Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis aiheuttaa ihmiselle sukupuoliteitse tarttuvan infektion. C. trachomatis on pie-
ni solun sisdisesti lisdantyva gramnegatiiviseksi varjaytyva bakteeri. C. trachomatiksen soluseina kui-
tenkin poikkeaa muiden gramnegatiivisten bakteerien soluseindrakenteesta. C. trachomatis jaotel-
laan soluseinan paaproteiinin, MOMP:n (Major Outer Membrane Protein) antigeenisten ominaisuuk-
sien ja geenisekvenssien perusteella yli 20 immuno- ja genotyyppiin. Genotyyppien A-K bakteerit
kuuluvat trakoomabiotyyppiin ja L;-Ls kuuluvat lymfogranuloomabiotyyppiin. Klamydiabakteereille on
ominaista niille tyypillinen lisaantymiskierto: solun ulkopuolella bakteerit ovat ulkoisia olosuhteita
kestavassa infektiivisessa EB-muodossa (Elementary Body) ja solun sisdlla ne puolestaan ovat ei-
infektiivisessa, metabolisesti aktiivisessa RB-muodossa (Reticulate Body). (Puolakkainen & Paavonen
2010, 287-288.)

5.3.1 Infektio

Suomessa todettujen -tartuntojen maara on lisdantynyt vuosi vuodelta 2000-luvun aikana. Tapauk-
sia on vuosittain noin 14 000. Kuten muillekin sukupuolitaudeille, C. trachomatis- tartunnalle, voi al-
tistaa seksuaalinen riskikdyttdytyminen, jota ilmenee erityisesti nuorilla ja paihteiden kayttajilla.
(Puolakkainen & Paavonen 2010, 293; Kurkinen, Sarkkinen, Kaérpanoja & Ranta 2006.)

Naisten klamydiainfektioista jopa 90 % on oireettomia tai niin vahdoireisia, etta infektio jaa totea-
matta. Klamydiabakteerit kasvavat hitaasti soluissa saaden aikaan kroonisia tai piilevia infektioita.
Klamydia ilmenee yleisimmin kohdunkaulan tulehduksena. Kohdunkaulan tulehdus on kuitenkin
usein niin vahdoireinen, ettd sen toteaminen gynekologisen tutkimuksen yhteydessakin on vaikeaa
tai mahdotonta. Klamydia-infektio aiheuttaa myos virtsaputkitulehduksia, jotka ilmenevat virtsaami-
sen kivuliaisuutena. Infektio voi myds levita sisasynnyttimiin, missa se aiheuttaa endometriitin tai
munajohtimen tulehduksen tai molemmat, jolloin kyseessa on sisasynnytintulehdus (PID). Vaikeissa
tapauksissa PID voi levita kuumeiseksi lantion alueen vatsakalvon tulehdukseksi tai pikkulantion
markapesdkkeeksi. Vatsakalvon tulehdus voi levitda myos ylavatsan alueelle. Klamydiainfektio voi
saada aikaan hedelmattdmyytta aiheuttamalla munajohdinvaurioita. Klamydiainfektion aiheuttamien
kudosmuutosten ja solujen toiminnallisten muutosten on todettu olevan kohdunkaulansyévan riski-
tekija. (Puolakkainen & Paavonen 2010, 293-295.)

Miehilla C. trachomatis voi aiheuttaa virtsaputkitulehduksia, jotka ovat yleisimmin oireettomia tai va-

haoireisia. Joskus virtsaputkentulehdus voi levita lisakivestulehdukseksi. Vastasyntyneet lapset voivat
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saada klamydiainfektion altistuttuaan bakteerille synnytyskanavassa. Infektio ilmenee silloin sidekal-
votulehduksena tai keuhkokuumeena. Jos &idin klamydiainfektio on jaanyt toteamatta raskauden ai-
kana, lapsi altistuu infektiolle. (Puolakkainen & Paavonen 2010, 294; Kurkinen ym. 2006.)

5.3.2 Diagnostiikka ja hoito

C. trachomatiksen diagnostiikassa kadytetdaan nykyaan miltei ainoastaan nukleiinihappojen monistuk-
seen ja osoitukseen perustuvia testeja. Naita testeja on kaupallisesti saatavilla ja ne on todettu her-
kiksi ja tarkoiksi seka viljelya nopeammiksi. Nukleiinihappotestien etuna viljelyyn verrattuna on myds
se, ettd ndytteena voidaan kayttda helposti saatavaa ensivirtsandytetta ja bakteerien inaktivoitumi-

nen kuljetuksen aikana ei haittaa testin onnistumista. (Puolakkainen & Paavonen 2010, 291.)

Klamydian aiheuttamissa genitaali-infektioissa ndyte nukleiinihappotestia varten voidaan ottaa virt-
saputkesta, kohdunkaulasta tai emattimesta tai testiin voidaan kayttaa ensivirtsandytettd. Sidekalvo-
tulehduksissa ndyte otetaan sidekalvolta. Pikkulapsilla ndyte voidaan ottaa infektion laadusta riippu-
en silman sidekalvolta tai keuhkotulehduksissa nenanielusta. Kaytettdessa naytteend virtsaa, tulee
huolehtia etteivat bakteerit paase kasvamaan kuljetuksen aikana ja tuhoamaan naytetta. (Puolak-
kainen & Paavonen 2010, 290.)

Viljelya varten otetut naytteet ovat herkempia naytteen sailytyksen ja kuljetuksen suhteen. Naytteen
kuljetuslampétilan tulee olla riittdvan alhainen ja nayte pitaa toimittaa mahdollisimman nopeasti la-
boratorioon. Kun ndytteen kuljetus on onnistunut, viljely on herkka ja tarkka C. trachomatis-
bakteerin osoitusmenetelma. Viljelyvastauksen saamiseen menee kuitenkin useita paivia, kun PCR-

testilld vastaus saadaan paljon nopeammin. (Puolakkainen & Paavonen 2010, 290-291.)

C. trachomatis -infektion ensisijaisena hoitona kdytetadn 1 gramman kerta-annosta atsitromysiinia
suun kautta otettuna. Tama hoito on helppo toteuttaa. Hoitoon voidaan kayttda myds erytromysii-
nid. Koska infektio tarttuu sukupuoliteitse ja voi helposti uusiutua, on myoés partnerin hoito tarkeaa,
vaikkei partnerilla olisikaan mitdan oireita. Taudin levidmisen estamiseksi olisi tarkeda etsia ja hoitaa
kaikki partnerit. Hoitamattomana tauti voi levita ja aiheuttaa komplikaatioita. (Puolakkainen & Paa-
vonen 2010, 295; Kurkinen ym. 2006.)

5.3.3 PCR-diagnostiikka

Chamydia trachomatis voidaan havaita reaaliaikaisella monikohde PCR-menetelmalla (MRT-PCR), jo-
ta voidaan kayttaa rutiinidiagnostiikassakin C. trachomatiksen tunnistamiseksi. Tallainen tutkimus-
menetelma on kehitetty ja validoitu seka sita kuvaava artikkeli on julkaistu 2006. Tassa PCR-
menetelmdssa kaytetadn yhdessa reaktiossa kolmea eri monistuskohtaa, kryptista plasmidia, MOMP-
proteiinia (major outer membrane protein) koodaavaa geenia ja sisdista kontrollia. Talla menetel-
malla voidaan yhdella reaktiolla havaita ja varmistaa C. frachomatiksen olo nadytteessa, tunnistaa
kaikki eri C trachomatiksen genotyypit, tunnistaa C. {rachomatis ilman ristireaktioita muiden mah-

dollisesti naytteessa olevien bakteerien kanssa, tunnistaa C. trachomatis 95 % todennakdisyydella jo



33 (58)

kolmesta MOMP-geenikopiosta ja yhdesta kryptisesta plasmidista seka havaita monistusreaktion in-
hiboituminen. Menetelmallad pystyttiin tunnistamaan oikein kaikki tutkitut naytteet, joista osa oli posi-
tiivisia ja osa negatiivisia, ja tulokset oli vahvistettu COBAS Amplicor PCR:lld. Témdn menetelman
kdyttaminen vahentaa tulosten vahvistamisen tarvetta ja vaarien negatiivisten maaraa, mika puoles-
taan vahentaa tutkimusten vuorittamiseksi vaadittavaa tydmaaraa ja lyhentda tutkimusten valmis-

tumisaikaa. (Jalal ym. 2006.)

Tutkimuksella on tutkittu C. frachomatiksen PCR-naytteiden sailytysolosuhteiden vaikutusta DNA:n
madraan nadytteessa ja siten PCR-tulokseen. PCR-menetelmana kaytettiin edella kuvattua reaaliai-
kaista PCR-menetelmaa, jossa alukkeet sitoutuvat kryptiseen plasmidiin. Naytteita sailytettiin kaksi
vuotta eri ldmpétiloissa huoneenlammasta -80 °C asti neljassa eri lampdtilassa. Naytteet analysoitiin
kuusi kertaa sailytyksen aikana (0, 1, 7, 14 ja 30 vrk ja 2 vuotta). Kaytettyja naytteita olivat ematti-
men pyyhkaisynadytteet ja virtsa. Sailytysolosuhteilla ja ajalla ei ollut vaikutusta PCR-tuloksen posi-
tiivisuuteen, vaan pisimpaankin sailytetyista naytteista voitiin havaita DNA:ta. Pidemmilla saily-
tysajoilla kynnysarvon ylittymiseksi saatettiin tarvita useampia sykleja, mutta positiivinen tulos kui-

tenkin saatiin. (Dommelen ym. 2013.)

Jo pidempaan kaytdssa olleiden PCR-menetelmien rinnalle on kehitetty ja tullut kayttédn nukleiini-
happojen nopeaan spesifiseen tunnistukseen perustuvia menetelmid. Italialaisessa yliopistossa on
tehty tutkimus, jossa on verrattu kahta erilaista C. trachomatiksen diagnostiikassa kaytossa olevaa
menetelmaa. Verrattavat menetelmat olivat BD ProbeTec ET System ja "“in-house one tube nested
PCR” eli ei-kaupallinen PCR-menetelma, jossa suoritetaan kaksi perakkaista “sisakkaistd” PCR-
reaktiota. Jalkimmaisessa reaktiossa kaytetdan alukkeita, joilla monistetaan osia ensimmaisella reak-
tiolla monistetuista alueista. (Molicotti, Usai, Cubeddu, Sechi & Zanetti 2013.) ProbeTec ET System
on ensimmainen reaaliaikainen menetelma, joka perustuu DNA:n monistukseen ja havaitsemiseen ja
C. trachomatiksen nopeaan tunnistukseen kliinisista naytteista. Monistuksen periaatteena on DNA-
juosteiden homogeeninen pariutuminen ja DNA:n ilmaisemiseen naytteestd kdytetdaan fluoresens-
sisignaalia. (BD 2013.) Tutkimuksessa tutkittiin kaikkiaan 511 naytettd kayttden molempia menetel-
mid. Menetelmilla todetut positiiviset ndytteet vastasivat hyvin toisiaan, mutta ProbeTec ET System -
menetelma oli hieman toista menetelmaa herkempi. (Molicotti, Usai, Cubeddu, Sechi & Zanetti
2013.)

Epidemiologisiin selvityksiin voidaan kayttda C. trachomatiksen genotyypitysta. Tyypitysta voidaan
monistamalla ompI-geenia "nested” eli sisdkkaisella PCR:Ild. Tyypitysta voidaan tehda myds RFLP-
analyysilla (restriction fragment length polymorphism), DNA sekvensoinnilla, blottausmenetelmilla ja
oligonukleotidisiruilla. C. trachomatiksen seksuaalivalitteisesti levidvien kantojen tyypitykseen voi-
daan kayttaa reaaliaikaista nested PCR:a3 (NRT-PCR). Tama menetelma on kuvattu tutkimuksessa,
jossa oli selvitetty voiko kantoja tyypittaa NRT-PCR:lla ja mika on tdman menetelman herkkyys ver-
rattuna non-NRT-PCR-menetelmaan (NNRT-PCR). NRT-PCR suoritettiin tekemallad kaksi perakkaista
PCR-reaktiota. NNRT-PCR suoritettiin tekemalla vain jaljempi NRT-PCR:n PCR-reaktio pienin muutok-
sin. Tutkimuksessa tutkitut genotyypit olivat C. trachomatiksen genotyypit D-K ja kolme lymfogranu-
loomaa aiheuttavaa genotyyppia LGV I-III. Kantojen tunnistukseen kaytettiin yhtdtoista spesifista
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koetinta eli omansa kutakin genotyyppia kohti. Naytteet monistettiin ensin kayttaen alukkeita, jotka
monistivat ompI —geenin konservoituneita jaksoja ja kannat tunnistettiin toisessa PCR-reaktiossa
koettimilla, jotka sitoutuivat omp1 —geenin vaihteleviin jaksoihin. Tutkimuksessa naytteet tyypitettiin
seka kayttaen NRT-PCR- ettd NNRT-PCR-menetelmaa. Tutkimuksessa todettiin NRT-PCR:n olevan
hyva menetelma C trachomatiksen seksuaalivdlitteisia tauteja aiheuttavien kantojen genotyyppis-
pesifiseen tyypitykseen. Menetelma pystyi havaitsemaan 95 % todenndkéisyydelld C. trachomatik-
sen jo neljastd geenikopiosta reaktiota kohti. NRT-PCR:n myds havaittiin olevan herkempi tunnista-
maan genotyyppeja verrattuna NNRT-PCR-menetelmaan. NNRT-PCR tyypitti vain 80 % genitaali-
naytteista ja 90 % perdsuolen pyyhkaisynaytteistd, kun NRT-PCR-menetelma onnistui kaikkien nayt-
teiden tyypityksessa. Genotyypit oli varmistettu toisessa riippumattomassa laboratoriossa. (Jalal,

Stephen, Alexander, Carne & Sonnex 2007)

5.4 Clostridium difficile

Clostridium difficile on anaerobinen, grampositiivinen subterminaalisia itiita tuottava suora sauva-
bakteeri (Jalava, Eerola, Lindholm, Meurman & Virolainen-Julkunen 2009, 248). Se on tavallisin anti-
bioottihoitoon liittyvan ripulin aiheuttaja. Bakteeria on eristetty luonnosta seka ihmisten ja eldinten
ulosteesta. Se kuuluu suoliston normaaliflooraan jopa puolella terveistad vastasyntyneista ensimmai-
sen ikavuoden aikana. Kantajuus vahenee nopeasti ian myota. Bakteeri aiheuttaa tyypillisesti sairaa-
loissa ripuliepidemioita. (Rautio 2010, 233-234.)

5.4.1 Infektio

C. difficile voi aiheuttaa ripulin tilanteessa, jossa suoliston muut mikrobit eivat ole rajoittamassa bak-
teerin kasvua. Talléin bakteeri voi lisdantya niin suureksi pitoisuudeksi, ettéd sen aiheuttamat toksiinit
saavat aikaan taudin. Taudin ajateltiin aikaisemmin olevan sisasyntyinen eli endogeeninen ja paase-
van vallalle, kun suoliston normaalifloora on hairiintynyt antibioottihoidon tai muun syyn vuoksi. Ny-
kyisin on kuitenkin todettu C. difficilen leviavan myos itiona ulosteesta suun kautta potilaalta toiselle

tai hoitohenkildkunnan tai kontaminoituneen ymparistdn valitykselld. (Rautio 2010, 234.)

Lisddntyessaan ja kasvaessaan bakteeri padsee stationaarivaiheeseen, missa se alkaa tuottaa muun
muassa toksiineja A ja B. Ennen stationaarivaihetta fcdC-geeni repressoi toksiineja A ja B koodaavia
geeneja. TcdA- ja TcdB-toksiineja koodaavat geenit sijaitsevat C. difficilen genomissa pato-
geenisuusalueella, PaLoc. Tahan alueeseen kuuluu toksiineja tuottavien geenien lisaksi toksiinien
tuottoa saatelevia geeneja kuten fcdR, tcdCja tcdE. Hypervirulenteissa kannoissa, kuten esimerkiksi
027-ribotyypin hypervirulenteissa kannoissa, tcdC-geenissa on yhden emaksen suuruinen deleetio,
joka tuottaa viallisen tcdC-saatelyproteiinin. Tama saa aikaan toksiinigeenien aikaisemman transkrip-
tion ja siten toksiinien moninkertaisen tuoton. Joillakin muilla PCR-ribotyypeilld on havaittu muitakin
yhden emdksen suuruisia tcdC-proteiinin inaktivoitumiseen johtavia mutaatioita. (Rautio 2010, 235;
Jalava ym. 2009, 246-247.)
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Jotkin kannat muodostavat primaaritoksiinien lisdksi binddritoksiinia. Binaaritoksiinin tuottoa saatele-
va geenialue, CDT locus, koostuu kahdesta alayksikdstd, joita koodaavat geenit cdiAd ja cdiB seka
positiivinen saatelygeeni cdfR. Useimmilta kannoilta voidaan 16ytaa ainakin osia tastd bindaritoksiinia
koodaavasta geenialueesta, mutta oleellisia osia kuitenkin puuttuu, niin ettei bindaritoksiineja tuote-
ta. Pelkastadn bindaritoksiineja tuottavien bakteerien ei ole todettu aiheuttavan tautia. HYKS:ssa on
todettu vuosien 2007-2008 tautitapausten perusteella, ettd 027-kantojen aiheuttama kuolleisuus ja
ripulin uusiutumisriski on suurempi kuin muilla kannoilla. C. difficilen aiheuttaman taudin vakavuus
vaihtelee lievasta ripulista vakavaan, hengenvaaralliseen pseudomembranoottiseen suolitulehduk-
seen, johon voi liittya toksinen megakoolon ja jopa suolen puhkeaminen. Suurin sairastumisriski on
yli 65-vuotiailla ja immuunipuutteisilla henkilGillda. (Rautio 2010, 235; Jalava ym. 2009, 246-247.)

5.4.2 Diagnostiikka ja hoito

Diagnoosi perustuu yleensa bakteerin viljelyyn ja toksiinin osoitukseen, mika voidaan tehda joko
suoraan ulosteesta tai eristetysta bakteerikannasta. Viljelysta tekee haasteellisen C difficilen happi-
herkkyys ja ulosteen runsas normaalifloora. Viljely tehdadn selektiiviselle kasvualustalle, jonka anti-
biootit estdvat useimpien normaaliflooran bakteerien kasvun. Maljoja kasvatetaan anaerobiolosuh-
teissa 2 vrk, minka jalkeen C. difficilen voidaan havaita kasvavan tyypillisena reunoiltaan epatasaise-
na litteana pesdkkeena tuottaen tyypillista hevosenlannan hajua. Pelkalld viljelylla ei voida todeta
kannan toksiinin tuottoa ja siten patogeenisyytta. Toksiinin osoitus perustuu usein entsyymi-
immunologiaan. Nama testit ovat usein kaupallisia, molempia toksiineja mittaavia seka yksinkertaisia
ja katevia suorittaa. Toksiininosoitustestit on usein tarkoitettu tehtavaksi suoraan ulosteesta, eika
maljalle viljellysta kannasta. Toksiinigeenin osoitukseen viljellystd kannasta sopii paremmin PCR-
testi. Vaikka viljely ja toksiinin osoitus onkin usein riittdva diagnoosin tekemiseen, epidemiologisia
selvityksia varten on kehitetty PCR-menetelmia. PCR-menetelmilld voidaan tyypittda kantoja ja tun-
nistaa hypervirulentteja kantoja. PCR-menetelmien lisdksi kantoja voidaan tyypittaa pulssikentta-
elektroforeesilla eli PFGE:lla ja REA:lla, joka perustuu DNA:ta pilkkovien restriktioendonukleaasient-
syymien ja elektroforeesin kayttéon. (Rautio 2010, 235; Jalava ym. 2009, 247-250.)

Lievissa ripulitapauksissa tauti paranee, kun lopetetaan taudin laukaissut antibioottiladkitys. Vaikeita
ripuleita voidaan hoitaa suun kautta vankomysiinilla tai metronidatsolilla. Tauti on kuitenkin herkka
uusiutumaan. Pahimmissa tapauksissa voidaan joutua tekemaan kolektomia hengen pelastamiseksi.

Myds ulosteen siirron on todettu olevan tehokas antibioottiripulin hoidossa. (Rautio 2010, 235.)

5.4.3 PCR-diagnostiikka

C. difficile voidaan tunnistaa PCR-menetelmilld, minka lisdksi bakteerikannan ominaisuuksia, kuten
toksiinintuottogeeneja voidaan tutkia tarkemmin PCR-menetelmilld. PCR-menetelmilld voidaan selvi-

telld epidemioiden syntya ja tyypittaa ja tunnistaa bakteerikantoja.

Reaaliaikaisella PCR-menetelmalla voidaan tunnistaa C. difficile ulostendytteista potilailta, joilla epail-
Iaén olevan C. difficilen aiheuttama infektio. 2011 julkaistun meta-analyysin mukaan C. difficilen to-
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teaminen reaaliaikaisella PCR-menetelmalla on hyvin herkka ja spesifinen menetelma C. difficile-
infektion varmistamiseksi. Meta-analyysissa oli kayty Iapi 19 eri tutkimusta, joissa oli verrattu PCR-
menetelmaa viljelymenetelmiin. PCR-menetelman herkkyydeksi oli meta-analyysissa maaritetty 90 %

ja spesifisyydeksi 96 %. (Deshpande ym. 2011.)

Toksiinigeenit voidaan osoittaa PCR:Ild ja ndin todeta kannan olevan ainakin potentiaalisesti virulent-
ti. Kantojen tunnistamiseen ja tyypitykseen on kehitetty monia menetelmia, kuten toksiinigeenien ja
tcdC -geenin PCR ja tuotteen elektroforeesi, PCR-ribotyypitys ja rep-PCR. Suomessa ainakin kolme
yliopistotason laboratoriota tekee nopeaa C. difficilen toksiinigeenien osoitukseen perustuvaa diag-
nostiikkaa. (Rautio 2010, 235; Jalava ym. 2009, 248, 250.)

PalLoc-geenien (mm. tcdG, tcdR ja tcdE) osoittamiseen sopivia perinteisia ja reaaliaikaisia PCR-
menetelmia on kuvattu useita. PaLoc-alueen geenien monistus onnistuu normaalissa molekyylibiolo-
giaa hyodyntavassa mikrobiologian laboratoriossa. Useiden eri C. difficile -kantojen PaLoc-alueen
sekvenssi on madritetty. PCR-menetelmia suunnitellessa alukkeet on suunniteltu sijoittuvaksi alueel-
le siten, ettd yleisimmat geenien toimintaan vaikuttavat mutaatiot voidaan havaita. Isot alueella ta-
pahtuneet deleetiot on helppo todeta, yhden emaksen mutaatiot vaikeampi. Koska bakteerien ge-
nomit mutatoituvat jatkuvasti, eri PCR-menetelmien toimivuutta tulee tarkkailla jatkuvasti sekvens-

sianalytiikalla ja analysoimalla eri mutaatioita omaavia bakteerikantoja. (Jalava ym. 2009, 248.)

Perinteisesti C. difficile -kannat on luokiteltu PaLoc-alueensa perusteella eri toksinotyyppeihin. Tassa
toksinotyypitykseksi kutsutussa menetelmdssa koko bakteerin PaLoc-alue monistetaan usealla eri
PCR:lla, minka jalkeen reaktiotuotteet pilkotaan restriktioentsyymeilla ja analysoidaan geelielektrofo-
reesilla. Téma menetelma on merkittdva tyypitysmenetelma ja antaa paljon tietoa PaLoc-alueen ra-
kenteesta. Se on kuitenkin varsin tydlas ja hidas, minka vuoksi sitd kdytetdankin vain muutamissa

laboratorioissa maailmassa. (Jalava ym. 2009, 249.)

Suomessakin julkaistiin kuitenkin melko vasta uusi nopeampi menetelm3, jolla voidaan todeta osa
virulenssiominaisuuksiensa osalta muuntuneista kannoista. Menetelman tekniikka muistuttaa nor-
maalia toksiinigeenien osoitusta multiplex-PCR:lla. PCR-alukkeet on kuitenkin valittu niin, ettd ne an-
tavat toksiinigeenien lisdksi tietoa saatelygeenistd fcdCja bindaritoksiinigeeneistda CDT-alueella. Nail-
I8 menetelmilld saatujen tietojen yhdistdminen ribotyypitystietoihin on osoittanut PaLoc- ja CDT-
alueilla havaittujen mutaatioiden ja ribotyypitystietojen korreloivan keskenaan esimerkiksi 027-
ribotyypin kannoilla. N&ita tietoja voidaan hyédyntda ainakin 027-ribotyyppien nopeassa tunnistuk-
sessa. Toksinotyypitykseen ja PCR-ribotyypitykseen verrattuna tallainen multiplex-PCR on helppo ja
nopea suorittaa, joskaan se ei pysty havaitsemaan kaikkia mutaatioita. Menetelmdssa osa informaa-
tiosta perustuu ainoastaan olettamukseen, etta nakyvat, isot mutaatiot ovat sidoksissa fcdC-geenin
toiminnallisiin muutoksiin. Virhettd tdssa 027-ribotyypin nopeassa tunnistuksessa voivat antaa jotkin
toiset ribotyypit, jotka myds antavat positiivisen tuloksen talla menetelmalld. Nama kannat ovat kui-
tenkin Suomessa ainakin toistaiseksi harvinaisia, joten niilla ei ole kdytdnnén merkitysta kliinisessa

diagnostiikassa. (Jalava ym. 2009, 248.)
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PCR-ribotyypitys on vakiintunut Euroopassa tarkeimmaksi C.difficile -kantojen tyypitysmenetelmaksi.
Ribotyypitys perustuu 16S ja 23S RNA-molekyyleja koodaavien geenialueiden valisen alueen monis-
tamiseen spesifisilld PCR-alukkeilla. Naita rRNA:ta koodaavia geeneja on useita C. difficilen genomis-
sa. Geenit sijoittuvat aina toisiinsa ndhden samalla tavalla, mutta geenikopioiden maara vaihtelee ja
kopioiden valisessa etdisyydessa on eroja. Kun geenien valinen alue kopioidaan, saadaan eripituisia
DNA-molekyyleja, jotka sitten voidaan havaita ja erotella geelielektroforeesilla. Elektroforeesilla saa-
tu monistettujen DNA-molekyylien juosteprofiili on kyseisen bakteerikannan ribotyyppi. Erilaisia C.
difficilen ribotyyppeja on nykyisin tunnistettu yli 180. PCR-ribotyypitys on melko tydlas ja hidas me-
netelma ja sen heikkoutena on sen tuloksen riippuvaisuus kaytetyista olosuhteista, tekijan ammatti-
taidosta ja subjektiivisesta tulkinnasta. Jotta tulokset eri laboratorioiden kesken olisivat vertailukel-
poisia, PCR-ribotyypitys vaatii avukseen laajan ribotyyppeja edustavan referenssikantakokoelman ja
profiilikirjaston. Suomessa tyypitysta tehdaan THL:n laboratoriossa. Suomesta on l6ytynyt vuoteen
2009 mennessa yli 70 erilaista PCR-ribotyyppia, joista noin 30 on tunnistettu aikaisemmin kansainva-
lisesti raportoiduiksi ribotyypeiksi. (Jalava ym. 2009, 249-250.)

Uutena hyvin erottelevana tyypitysmenetelmana on tullut kaytt6dn MLVA eli multilocus variable
number tandem repeat —analyysi. Se perustuu bakteerin genomissa olevien toistosekvenssien maa-
rittdmiseen PCR:n ja geelielektroforeesin tai sekvensoinnin avulla. Menetelmasta saadaan tuloksena
numeerinen arvo, joten eri laboratorioiden tuloksista saadaan hyvin vertailukelpoisia. Téma mene-

telma on kaytéssa Suomessakin THL:n laboratoriossa. (Jalava ym. 2009, 250.)

PCR-menetelmien luotettava kayttd patogeenisten kantojen tunnistuksessa vaatii alituista menetel-
mien paivittamista. C difficilen virulenssin kannalta tarkeilld geenialueilla tapahtuu jatkuvasti muu-

toksia, joten sekvenssitietoja tulee tdydentda ja kaytettyja alukkeita testata. (Jalava ym. 2009, 251.)

5.5  Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis kuuluu mykobakteereihin, joiden yhteinen ominaisuus on niiden hapon-
kestavyys. Tama johtuu niiden soluseinaman erityisen suuresta rasvapitoisuudesta. Mykobakteerit
ovat suoria tai hieman kaareutuvia, itiottdmia ja likkumattomia sauvabakteereja. Kooltaan ne ovat
0,2-0,6 x 1,0-10 pm. Mykobakteerit varjaytyvat useimmiten grampositiivisiksi. Mykobakteerien solu-
seindma on monikerroksinen ja siind on pitkid ja haarautuneita lipideihin luettavia mykolihappoja,
jotka tekevat seindmasta vahvan, vahamaisen ja alkoholeja ja happoja kestavan. Paksu seindama an-
taa mykobakteereille suojan myds fagosyyttisolujen soluja hajottavia tekijoita vastaan. Mykobaktee-
rit ovat ehdottoman aerobisia. Patogeeniset mykobakteerit, kuten M. tuberculosis, ovat viljelyssa hy-
vin hidaskasvuisia ja havaittavia pesakkeita ilmenee yleensa 2-6 viikossa. Mykobakteerit kasvavat 37
°C:ssa tai 31 °C:ssa. M. tuberculosis kasvaa parhaiten 6,4-7,0 pH:ssa. (Soini, Liippo & Vasankari
2010, 140-141.)
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5.5.1 Infektio

M. tuberculosis tarttuu lahes poikkeuksetta hengitysteitse pisaratartuntana ja aiheuttaa tuberkuloo-
sia. Tartuntaa levittda ihminen, jolla on keuhkoissaan bakteereja yskoksiin erittava infektio. Yskies-
sd, puhuessa tai aivastaessa ilmaan levida bakteereja sisdltdvia hiukkasia, joista pienimmat voivat
leijailla keuhkorakkuloihin asti. Bakteerit voivat sdilyd hengissa kuivassa polyssa, mutta eivat paase
sitten enaa leijumaan keuhkoihin asti tartuntaa aiheuttamaan. Tuberkuloosipotilas on yleensa sita
vahvemmin tartuttava, mita enemman bakteereja voidaan havaita varjayksessa. (Soini, Liippo & Va-
sankari 2010, 143-144.)

M. tuberculosis muodostaa infektiossa primaaripesdkkeitd tavallisimmin keuhkojen ala- ja keskiosiin.
Jos tartunnan saanut henkilé on immuuni, voi tartunta rajoittua vain primaaripesakkeisiin. Kun hen-
kilo ei ole immuuni tai immuunipuolustus on heikentynyt, bakteerit voivat levita keuhkoportin
imusolmukkeisiin, jotka suurentuessaan voidaan havaita rontgenkuvalla. Alkuperdinen infektiokohta
yhdessa imusolmukkeiden kanssa muodostaa primaarikompleksin, jonka muodostumiseen voi kulua
useita viikkoja ilman mitaan oireita. Primaarikompleksi voi levittaa etdpesdkkeita muihin elimiin. 90
%:lla potilaista infektio jaa ikuisesti piilevaksi, vain 10 % sairastuu elamansa aikana. Muutama pro-
sentti tartunnan saaneista saa infektion alkuvaiheessa oireita aiheuttavan taudin. Oireellinen infektio
voi syntya paikkoihin, joihin on muodostunut etdpesdkkeita tai voi kehittya tuberkuloottinen aivokal-
vontulehdus tai yleistynyt tauti eli miliaarituberkuloosi. My6haistuberkuloosi voi kehittya jopa vuosi-
kymmenia tartunnan jalkeen piilevistd pesdkkeistd aktivoituneista bakteereista. (Soini, Liippo & Va-
sankari 2010, 144.)

Tuberkuloosiin sairastuneet ovat usein jollain tavoin immuniteetiltaan heikentyneitd. Sairastumisalt-
tiutta lisddvat esimerkiksi alkoholismi, diabetes, aliravitsemus, HIV-infektio ja AIDS. Vanhoilla ihmisil-
Ia immuunijarjestelma on heikentynyt idn myétd, minka seurauksena tauti voi puhjeta. Myds vas-
tasyntyneet voivat saada vakavia tautimuotoja. Joskus M. tuberculosis aiheuttaa taudin myds aiem-

min tdysin terveessa ihmisessa. (Soini, Liippo & Vasankari 2010, 144-145.)

Tuberkuloosia vastaan kehitetty BCG-rokote (Bacillus Calmette-Guérin) siséltaa eldvia heikennettyja
naudan M. bovis tuberkuloosibakteereja. Suomessa BCG-rokote on annettu ennen yleisesti, mutta
nykyisin se annetaan vain riskiryhmiin kuuluville vastasyntyneille ja aiemmin rokottamattomille alle
seitsemanvuotiaille riskiryhmiin kuuluville lapsille. Rokotteen haittavaikutuksena voi olla luutulehdus

ja rokotteen teho on kiistanalainen. (Soini, Liippo & Vasankari 2010, 145.)

5.5.2 Diagnostiikka ja hoito

Mykobakteeri-infektioissa diagnostiikka perustuu varjaykseen, viljelyyn ja geenimonistukseen. Perin-
teisen diagnostiikan ongelmana on hitaus. M. tuberculosis kasvaa viljeltyna hyvin hitaasti. Nopeana
tunnistusmenetelmana on sailynyt ndytteesta tehtava happovarjdys. Varjayksella voidaan havaita
nayteesta mykobakteerit, jotka ovat haponkestavia. Varjaykseen sisaltyy varikasittelyn jalkeinen
happo-alkoholikasittely, joka huuhtoo vérin pois muista kuin haponkestavistd bakteereista. Varjayk-
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sessa voidaan kayttaa tavallisia tai fluoresoivia variaineita. Fluoresoivilla variaineilla ndytteen tarkas-
telu helpottuu ja nopeutuu. Varjayksen herkkyys on kuitenkin huono ja diagnoosin tekoon tarvittava

bakteerimaara on suuri. (Soini, Liippo & Vasankari 2010, 141.)

Viljely on menetelmana paljon herkempi kuin varjdys. Hidaskasvuiset mykobakteerit voivat jaada
kuitenkin viljelman kasvaessa normaaliflooran bakteerien alle, ellei ndytteessa olleita normaaliflooran
bakteereja dekontaminoida ennen viljelyd. Pesdkkeiden muodostuminen vie aikaa 2-6 viikkoa, minka
jalkeen voidaan tehda alustava luokittelu kasvunopeuden, ja -lampétilan, pesakemorfologian ja va-
rinmuodostuksen perusteella. Tarkempi lajinmaaritys tehdaan geeniteknisilla menetelmilld. (Soini,
Liippo & Vasankari 2010, 141-142.)

Lajimaarityksen voi tehda kaupallisten geenikoettimien avulla. Lajinmadrityksen voi tehdé myds 16S-
rDNA-sekvenssin madrityksen avulla. Samaan mykobakteerilajiin kuuluvien kantojen keskinaista su-
kulaisuutta voi tutkia geneettisilla sormenjalkitekniikoilla. RFLP-menetelma (restriction fragment
length polymorphism) on laajimmin kaytetty ja parhaiten standardoitu tuberkuloosibakteerin tunnist-
ruksessa kayttetty menetelma. Tama on kuitenkin melko hidas menetelma. Sen rinnalla voi tehda
esimerkiksi spoligotyypitystd ja MIRU-VNTR-maaritystd, mitka ovat nopeampia menetelmia. (Soini,
Liippo & Vasankari 2010, 142.)

PCR-tekniikkaa voidaan kayttad mykobakteerin osoitukseen suoraan naytteestd. PCR:lla [6ytyy tu-
berkuloosibakteeri miltei aina, kun on kyseessa varjayspositiivinen nayte. PCR-menetelmalla voidaan
nopeasti todeta onko varjayksessa havaittu mykobakteeri M. tuberculosis vai jokin ei- tuberkulootti-
nen mykobakteeri. PCR-menetelmia voidaan kayttad myos todennettaessa muualla kuin keuhkoissa
sijaitseva tuberkuloosi-infektio. Keuhkoista tuberkuloosi on helpompi diagnosoida kuin muualta ke-
hosta. Positiivinen PCR-tulos on merkittdvd, mutta negatiivisella tuloksella ei voida kuitenkaan taysin

sulkea pois tuberkuloosin mahdollisuutta. (Soini, Liippo & Vasankari 2010, 142.)

Tuberkuloosi-infektio voidaan todeta myds gammainterferonitesteilld. Testit perustuvat tuberkuloo-
sibakteerien immunogeenisten proteiinien aikaan saamaan T-soluvasteeseen. Testeilld voidaan mita-
ta gammainterferonia, jota muodostuu T-solujen tunnistaessa tuberkuloosibakteerien proteiinia.
Myds T-solujen maaraa voidaan laskea. Taman menetelman vaaran negatiivisen tuloksen voivat kui-
tenkin aiheuttaa potilaan vakava immuunivaje tai erittdin vaikea tuberkuloositauti. (Soini, Liippo &
Vasankari 2010, 142.)

Tuberkuloosin hoidossa ei ole riittdvaa apua tavallisista antibiooteista. Taudin hoitoon on olemassa
kuitenkin tehokkaitakin ladkeyhdistelmia. Hoito kestaa yleensa vahintdan kuuden kuukauden ajan.
Jotkin tuberkuloosibakteerikannat ovat kehittdneet resistenssia joitakin laakkeita, vahintaan rifampi-
siinia ja isoniatsidia vastaan. XDR-tuberkuloosibakteerit ovat kehitténeet resistenssia vield useammil-
le Iadkkeille. Talldin hoitoon tarvitaan tavallisuudesta poikkeava tehokas lddkeyhdistelma, tarkka ja
riittdvan pitka eristys ja pitka laakehoito vield senkin jalkeen, kun yskdksissa ei havaita bakteereja.
(Soini, Liippo & Vasankari 2010, 142.)
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5.5.3 PCR-diagnostiikka

PCR-tekniikoilla voidaan tunnistaa Mycobacterium tuberculosis ja selvitelld epidemioita seka tunnis-
taa ja tyypittda erilaisia kantoja. Erityisen térkeda on pystya tunnistamaan monille mikrobilddkkeille
resistentit bakteerikannat. N&ita tutkimalla voidaan ehkaista niiden leviamistd, saada potilaille oike-
anlainen hoito ja ymmartad kantojen antibioottiresistenssin toimintamekanismeja. Tuberkuloosin eri-
laisista diagnosointimenetelmista on julkaistu lukuisia tutkimuksia. M. tuberculosis tunnistetaan usei-
den erilaisten kaupallisten ja ei-kaupallisten PCR-menetelmien avulla. Myds bakteerin antibioottilaa-
keresistenssi voidaan havaita lukuisien erilaisten molekyylibiologisten, usein PCR-menetelmiin perus-
tuvien, menetelmien avulla. Kiinalaisen systemaattisen tutkimuksen ja meta-analyysin mukaan PCR-
yksijuoste-konformaatio polymorfismi menetelma (PCR-single-strand conformational polymorphism
method) on herkka ja spesifinen menetelma rifampisilliiniresistentin M. tuberculosiksen havaitsemi-
seen. Menetelman sovellettavuus talld hetkella on kuitenkin hyvin rajoittunutta eika sita ole saatavil-
la kaupallisesti. Tallakdan menetelmalla ei voida korvata perinteista viljelya ja ladkeherkkyystestaus-
ta. (Xu, Jiang, Sha, Li & Xiao 2010.)

Eraalla tutkimuksessa oli tutkittu, mika menetelma voisi olla edullinen ja tehokas menetelma keuh-
kotuberkuloosin havaitsemiseen ja seulomiseen seka multiresistenssien tuberkuloosikantojen tunnis-
tamiseen Ita-Euroopan ja Venajan vankiloissa. N&illa alueilla esiintyy paljon multiresistenttia tuber-
kuloosia, joten on tarkeaa saada tartunnan saaneet selville ja hoitoon leviamisen estédmiseksi. Vanki-
loissa luonnollisesti menetelman tulee olla edullinen ja tehokas. Tutkimuksella oli verrattu keskenaan
kahdeksaa erilaista strategiaa tuberkuloosin seulomiseksi. Kaytettyja menetelmia yhdistettyna tai it-
sekseen olivat itsearviointi, oireiden seulonta, MMR (mass miniature radiograpfy) ja yskdksen PCR-
tutkimus. PCR-tutkimuksena kaytettiin Xpert MTB/RIF —menetelmad, joka tunnistaa M. tuberculosik-
sen ja bakteerin multiresistenttiydesta kertovan rifampisilliiniresistenttiyden. Tutkimuksessa todettiin
yskoksen PCR-tutkimuksen olevan nopea, tehokas ja myds kustannustehokas menetelma tuberku-
loosin seulontaan ja sen multiresistenttien kantojen tunnistamiseen. Tata PCR-menetelmaa pidettiin
parhaana seulontamenetelmédnd. Tutkimusjakson aikana saatiin seulontojen avulla seka tuberkuloo-
sin ettd multiresistentin tuberkuloosin esiintyvyys vankiloissa laskemaan. (Winetsky ym.

2012.)

Kaupalliset NAA-testit (nuclein acid amplification test) eli nukleiinihappojen monistustestit ovat ylei-
sesti spesifisia M. tuberculosiksen havaitsemisessa, mutta viljelyyn verrattuna epasensitiivisia mene-
telmid. Viljely menetelmana on kuitenkin hidas. Indonesiassa toteutetulla tutkimuksella on vertailtu
reaaliaikaista 1S6110-PCR-menetelmaa mikroskopointiin ja viljelyyn tuberkuloottisen meningiitin
diagnostiikassa. Tutkimuksessa tutkittiin meningiittidiagnosoitujen potilaiden aivoselkdydinnesteesta
otetut naytteet reaaliaikaisella PCR-menetelmalld, joka perustui M. tuberculosis-kompleksille spesifis-
ten 1S6110-toistojaksojen monistukseen. Naytteista tutkittiin myds solut, proteiinit ja glukoosi seka
tehtiin mykobakteeriviljely, varjdys ja kryptokokkimaaritys. Tutkimuksessa todettiin I1S6110-PCR:n
olevan herkka ja spesifinen menetelma tuberkuloottisen meningiitin havaitsemiseksi ja voivan no-

peuttaa diagnoosin saamista ja siten hoidon aloitusta. (Chaidir ym. 2012.)
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Tuberkuloosin aiheuttamia epidemioita voidaan selvittda ja alkuperaista tartunnanaiheuttajaa etsia
selvittdmalla ilmenneiden tartuntatapausten aiheuttajabakteerien kantojen identtisyyttd. Pirkkalassa
vuonna 2008 ilmenneessa tuberkuloosiepidemiassa etsittiin tartuntojen alkuperaista lahdetta ja sel-
vitettiin tapausten yhteenkuuluvuutta. Bakteerikantojen identtisyys varmistettiin THL:n laboratorios-
sa MIRU-VNTR-analyysilld, joka hyédyntda PCR:da. Talla pystyttiin varmistamaan tapausten sama
alkupera ja yhteenkuuluvuus ja varmistumaan alkuperdisesta tartunnan ldhteesta ja epidemian levit-

tajasta. (Valve ym. 2011.)

5.6  Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus on tavallisin ihmisen markabakteeri ja merkittava taudinaiheuttaja, joka ai-
heuttaa infektioita sekd perusterveille, ettd toimintakyvyltdan heikentyneille ihmisille. Monet kanta-
vat oireettomina Staph. aureusta ajoittain etenkin nendssa tai nenanielussa, iholla tai joskus myoés
emattimessa, valilihan tai perasuolen alueella. Bakteeri voi levitd muualle iholle tai limakalvolle kos-
ketus- tai aerosolitartuntana. Terve iho ja limakalvot toimivat hyvin tartuntasuojana, mutta vau-
riokohdasta bakteeri voi levita syvempiin kerroksiin ja aiheuttaa paikallisen ja edelleen levitessdan
syvemman tai yleistyneen infektion. Mikroskooppisesti Staph. aureus havaitaan yksin, pareittain tai
pienind ryppaina kasvavana grampositiivisena kokkibakteerina. (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen
2010, 83.)

5.6.1 Infektio

Tyypillisida Staph. aureuksen aiheuttamia infektioita ovat markaiset iho- ja pehmytkudosinfektiot,
leikkaushaava-, luu- ja nivelinfektiot seka vakavat yleisinfektiot kuten sepsis ja endokardiitti. Lie-
vempia ihoinfektioita ovat follikuliitti eli karvatuppitulehdus ja furunkuloosi eli paisetauti, joka syntyy
follikuliitin levitessa laajemmalle ymparoidaan kudokseen. Myods pikkulapsilla yleinen markarupi on
yleisimmin Staph. aureuksen aiheuttama. Yleistd on myds Staph. aureuksen aiheuttama selluliitti se-
ka mastiitti eli rintatulehdus. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 86-87.)

Vakavampia infektioita ovat bakteremia ja sepsis. Useimmiten bakteremia on seurausta paikallisesta
infektiosta. Tartuntareittind voivat olla verisuonikanyylit ja invasiiviset toimenpiteet. Verisuonikanyylit
tulisikin poistaa heti kun niitd ei enda tarvita. Staph. aureuksen aiheuttama sepsis alkaa usein kor-
kealla kuumeella ja vilun vareilld, ja voi olla rajuocireinen seka nopeasti eteneva, jolloin voi pian il-
maantua vakavan yleisinfektion oireita. Sepsiksen seurauksena voi kehittyd muun muassa septinen
sokki, aikuisen hengitysvaikeusoireyhtymd, metastaattisia infektiopesakkeita sisaelimiin tai endokar-
diitti eli sydémen sisakalvon tulehdus. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 87-88; Huttunen, Syrjanen & Vuen-
to 2013)

5.6.2 Diagnostiikka

Staph. aureus erotetaan muista stafylokokeista koagulaasireaktion perusteella. Bakteeri hyydyttaa
plasman kasvaessaan koeputkessa plasman lasna ollessa. Staph. aureusta lukuun ottamatta ihmisen

stafylokokit ovat koagulaasinegatiivisia. Staph. aureus muodostaa kasvaessaan yleisimmin variltdan
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keltaisia pesakkeitd. Viljelyissa saatetaan havaita pienipesdkkeisia SCV-variantteja (small colony va-
riants), joiden resistenssi antibiootteja vastaan on usein lisddntynyt. SCV-varianttien pesakkeiden
tunnistus Staph. aureukseksi voi olla vaikeaa niiden epatyypillisen nakdisten ja kokoisten pesakkei-
den vuoksi. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 83-84.)

Staph. aureus on tyypillinen grampositiivinen kokki, jonka soluseindn padrakennusaineina ovat pep-
tidoglykaani ja teikkohapot. Peptidoglykaaniin sitoutuu monia Staph. aureukselle tyypilllisia seina-
maproteiineja, jotka saavat ihmisessa aikaan luonnollisen immuniteetin ja tulehdusreaktion. Taman
vuoksi suurin osa Staph. aureus- kannoista suojaakin seinamaproteiininsa polysakkaridien muodos-
tamalla kapselilla. Syvissa infektioissa elimistdé muodostaa mitattavissa olevia vasta-aineita Staph.
aureuksen antigeeneja kohtaan. Staph. aureuksella on pinnallaan adhesiineja, joilla se voi paremmin
tarttua elimistdn solujen ja rakenteiden pintaan. Adhesiinit voivat myds suojata bakteereja elimistdn
puolustusreaktioilta. Staph. aureus tuottaa monia eksoentsyymeja ja toksiineja. Nama ovat tarkeita
stafylokokin taudinaiheuttamiskyvylle. Hemolysiinit hajottavat etenkin elimistén punasoluja useilla eri
mekanismeilla. Panton-Valentinen leukotoksiini eli leukosidiini (PVL) on laheinen sukulainen p-
hemolysiinille. PVL:n tuotanto liittyy nuorilla aikuisilla esiintyviin furunkulooseihin ja hemorragisiin
keuhkokuumeisiin seka joidenkin tiettyjen MRSA-kantojen aikaan saamiin syviin ihoinfektioihin ja
paiseisiin. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 84-86.) PVL:a koodaava geeni voidaan havaita PCR-tekniikan
avulla (Huslab 2013).

Staph. aureus voi tuottaa superantigeeneina toimivia eksotoksiineja, jotka voivat kiinnittya suoraan
T-solun reseptoriin, miké johtaa laajaan T-solujen aktivaatioon. Staph. aureuksen tuottamia super-
antigeeneja ovat TSST-1, joka aiheuttaa toksisen sokkioireyhtyman, seka joukko enterotoksiineja.

Enterotoksiinit voivat aiheuttaa ruokamyrkytyksia. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 86.)

Staph. aureukselle on tyypillistd sen genomiiin liittyvat siirtyvat genomin osat. Naita ovat esimerkiksi
bakteriofagiperdinen DNA ja patogeenisuussaarekkeet. Bakteriofaagien avulla perimaan voi siirtya
esimerkiksi PVL-geeni. Patogeenisuussaarekkeet puolestaan ovat pidempida DNA-jaksoja, jotka voivat
sisaltad useita geeneja, jotka ovat resistenssin ja virulenssin kannalta tarkeita. Jaksoille tyypillistd on
niiden molemmissa paissa olevat alueet, joiden avulla ne voivat liittyd genomiin. Kliinisesti erityisen
tarked patogeenisuussaareke on SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec), joka on me-
tisilliiniresistenteille kannoille leimallinen. Tarkein geeni saarekkeessa on muuttunutta peptidogly-
kaanin synteesin entsyymia koodaava geeni mec. Muuttunut entsyymi, PBP2A tekee bakteerisolut
resistentiksi stafylokokkipenisilliineille, kefalosporiileille ja karbapeneemeille. Rakenteen perusteella
SCCmec-saarekkeet voidaan jaotella eri tyyppeihin, mita kaytetdan hyddyksi MRSA-kantojen epide-
miologisessa tyypityksessa. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 86.)

5.6.3 MRSA eli metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus

Staph. aureus on kehittanyt resistenssia kaikille kliinisessa kaytdssa oleville mikrobiladkeryhmille. Yli
80 % kaikista Staph. aureus -kannoista on resistentteja tavalliselle penisilliinille tuottamansa penisil-

liinid hajottavan beetalaktamaasi-entsyymin ansiosta. Stafylokokkipenisilliinit (beetalaktamaasia kes-
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tavat penisilliinit), kuten kloksasilliini, ovat kuitenkin tehokkaita naita bakteereja vastaa. Osa kan-
noista on kuitenkin stafylokokkipenisilliineillekin resistentteja. Silloin kyseessa on metisilliiniresistentti
Staph. aureus. MRSA-kannat ovat penisilliinien lisaksi resistenttejd my6s kaikille muille beetalaktaa-
miantibiooteille sisdltden kefalosporiinit ja karbapeneemit. Resistenssi perustuu bakteerin ilmenta-
maan mecA -geeniin, joka koodaa soluseindan muodostuvaa muuttunutta penisilliinia sitovaa prote-
iinia. MRSA:n mecA -geeni pystytaan tunnistamaan ja kopioimaan PCR-tekniikan avulla. (Vuopio-
Varkila ym. 2010, 89-90; Huttunen, Syrjanen & Vuento 2013.)

MRSA-kannat ovat lisadntyneet viime vuosina nopeaa tahtia monissa maissa. Suomessa ja muissa
Pohjoismaissa tilanne on vielad verrattain hyva, joskin tapausten maara on huomattavasti lisadntynyt.
Vuonna 2012 uusia tapauksia ilmoitettiin 1280 (Jaakola ym. 2013). Usein tapauksissa on kyseessa
oireeton kantajuus, mutta myds vakavien infektioiden maara on huolestuttavasti kasvanut. MRSA ai-
heuttaa sairaalaperaisid leikkaushaava- ja luuinfektioita seka septisia yleisinfektioita. MRSA:n aiheut-
tamat infektiot ovat oireiltaan ja taudinkuvaltaan melko samanlaisia kuin "tavallisen” Staph. aureuk-
sen aiheuttamat infektiot, mutta niiden hoito on vaikeampaa niiden antibioottiresistenttiyden vuoksi.
MRSA saattaa myos levitd sairaalaoloissa nopeasti ja aiheuttaa epidemioita. Tartunnan saanut henki-
|6 saattaa jaada oireettomana tartunnan kantajaksi vuosikausiksi ja levittda tietamattdan tartuntaa
eteenpain sairaalassa tai muualla. Yleisimmin MRSA levida sairaaloissa henkilokunnan kasien muka-
na. Taman vuoksi on tarkeaa huolehtia eristyksesta ja hyvasta kasihygieniasta. Vaikka terveyden-
huollon henkilékunta usein levittaa tartuntaa, he eivat silti itse saa juurikaan MRSA-infektioita, silla
heilla ei ole infektioille altistavia sairauksia. Vaikka MRSA-tartunta on useimiten sairaalaperadinen, se
voi syntya myos avohoidossa. Tyypillisesti tall6in on kyseessa iho- tai pehmytkudosinfektio. Naitd in-
fektioita aiheuttavien MRSA-kantojen ominaisuudet ovat yleensa erilaisia kuin sairaalaperdisilld kan-
noilla. Avohoitokannat ovat usein mikrobiladkeherkempia kuin sairaalakannat. Nailté avohoitokan-
noilta 16ytyy usein PVL-geeni. MRSA-tartunnat taytyy ilmoittaa tartuntatautilain mukaisesti THL:n
kliinisen mikrobiologian laboratorion tartuntatautirekisteriin ja MRSA-kanta tulee lahettda sairaalain-
fektiolaboratorioon jatkotyypitysta varten. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 90-91; Huttunen, Syrjanen &
Vuento 2013.)

5.6.4 PCR-diagnostiikka

Staphylococcus aureuksen tunnistamiseen kaytetadn perinteisia menetelmia. Staph. aureuksen
diagnostiikassa PCR-menetelmia kaytetadn Idhinna resistenssi ja virulenssiominaisuuksien todenta-
miseen esimerkiksi MRSA:n tunnistamiseksi. Lisaksi [6ydetty kanta pystytaan tyypittdmaan PCR-
tekniikkaa apuna kayttden. (Huttunen, Syrjanen & Vuento 2013.)

PCR-menetelmilla voidaan tunnistaa metisilliiniresistentti Staph. aureus eli MRSA nopeammin kuin
perinteisilla viljelyyn perustuvilla menetelmilld. PCR:lla monistetaan SCC mec kasetti-aluetta, joka si-
saltda mecA —geenin, joka on MRSA:n tunnistusgeeni ja or7X:n, joka on tyypillinen Staph. aureuksel-
/e. Kaupallisesti saatavilla on useita MRSA:n tunnistukseen pystyvia PCR-testeja. Naita ovat muun
muassa BD GeneOhm MRSA Assay, Xpert MRSA Assay ja Roche LightCycler MRSA Advanced. Sys-
temaattisessa tutkimuksessa on tutkittu téllaisten MRSA-pikatestien kliinisia vaikutuksia sairaalapoti-
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laiden keskuudessa. Tutkimuksessa on tutkittu PCR-menetelman kaytén vaikutuksia MRSA:n seulon-
nassa verrattuna kromogeenisen agarin kdyttdon seka mita eroja on kun kdytetdan PCR-seulontaa
tai ei kdyteta seulontaa lainkaan. Kliinisid vaikutuksia arvioitiin muun muassa infektioluvuilla, eristys-
paivien lukumaéarilla ja infektioiden leviamiselld. Tutkimuksessa todettiin PCR-seulonnan lyhentavan
tutkimusten valmistumisaikaa ja véahentdvan tarvittavien eristyspdivien lukumaaraa. Nopeammin
saatu MRSA-seulontavastaus myds vdhentaa infektoituneiden potilaiden kontaktien maaraa ja siten

vahentda MRSA-tartuntojen leviamista. (Polisena, Chen, Cimon, McGill, Forvard & Gardam 2011.)

Myés toisessa uudemmassa tutkimuksessa oli vertailtu PCR-menetelman ja kromogeenisen agarin
kayttoon perustuvan menetelman eroja MRSA:n seulonnassa. Vertailtavana oli kromogeenisen aga-
rin lisdksi kaksi kaupallista PCR:n perustuvaa menetelmaa. Tutkimuksen mukaan luotettavin tapa
MRSA:n seulontaan ja havaitsemiseen on kdyttaa PCR-menetelmaa yhdistettyna viljelyyn kromo-

geeniselle agarille. PCR:n etuna on sen nopeus. (Aydiner ym. 2012.)

PVL-geenin sisaltavia Staph. aureus -kantoja on seka MRSA-kannoissa ettd MSSA-kannoissa. PVL-
geenin |6ytymisen on todettu olevan usein tyypillinen avohoidosta |6ytyneille MRSA-tapauksille.
(Vuopio-Varkila ym. 2010.) PVL-geeni tuotta Panton-Valentinen leukosidiinia, joka on huokosia
muodostava kaksikomponenttinen toksiini, joka aiheuttaa neutrofiilien hajoamista. PVL-geeni tode-
taan kopioimalla sitéd PCR:IlId. PVL-geenin merkitys infektion vakavuudelle esimerkiksi vakavissa
MRSA:n tai MSSA:n aiheuttamissa ihoinfektioissa on ollut kiistanalaista. Tutkimuksella on kuitenkin
voitu vastikaan todeta, ettei PVL-geenin I6ytyminen ole ensisijainen infektion vakavuutta maarittéva
seikka. (Tong ym. 2012.)
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6 TYON TARKOITUS JA TAVOITE

Opinnaytetyoni aiheena on PCR kliinisessa bakteriologiassa. Kasittelen tdssa tydssa polymeraasiket-
jureaktiota eli PCR:aa ja sen hyédyntamista kliinisen mikrobiologian bakteriologisissa tutkimuksissa.

Kasittelen aihetta teoreettisesti Iahdeaineistojen pohjalta.

Opinnaytetyoni tarkoituksena on luoda katsaus kdytossa oleviin molekyylibiologian PCR-tekniikkaan
pohjautuviin kliinisen mikrobiologian bakteriologisiin laboratoriotutkimuksiin ja tutkimusmenetelmiin.
Tarkoituksenani on tehda tyd, joka kasittee kattavasti kdytdssa olevia tutkimuksia ja menetelmia.
Tyon tulisi kuitenkin olla helposti ymmarrettdva, jotta se palvelisi muita opiskelijoita tiedonhaussa.
Tyd voisi olla pohjamateriaalina ja tietopakettina opiskelijoille, jotka opinndytetydnadn tyostaisivat
PCR-pohjaista menetelmaa Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelman mikrobio-
logian ja molekyylibiologian sekd geeniteknologian opetuskayttédn. Tamén tydn avulla toiset opiske-

lijat voivat saada hyvat mahdollisuudet uuden menetelman sisadanajoon.

Kasittelen tyossani kliinisesti tarkeimmiksi arvioimiani PCR-menetelmiin pohjautuvia laboratoriotut-
kimuksia. Olen koostanut tietoa kunkin tutkimuksen kohteena olevasta bakteerista ja sen aiheutta-
mista infektioista. Teoriaosio sisdltad tietoa myods tutkimusten ndytteistd, ndytteenkasittelystd, tut-

kimusmenetelmista seka tutkimusten eduista, vahvuuksista ja heikkouksista.

Opinnadytetyoni on kehittamistyd, jonka tuotoksena teen taustatydni pohjalta posterin, johon kokoan
tarkeimmat asiat polymeraasiketjureaktiosta ja sen hyddyntamisesta kliinisessa bakteriologiassa. Ta-
voitteena on tehda posteri, jonka valityksella voidaan lisata etenkin bioanalytiikan opiskelijoiden tie-
toja PCR:sté ja sen kaytosta. Posterin avulla opinndytetydn sisdlttéa saadaan helposti saavutettavaan
ja omaksuttavaan muotoon. Posteri asetetaan sitten nahtaville Savonia-ammattikorkeakoulun Kuopi-
on terveysalan yksikkéon siten, ettd etenkin bioanalytiikan ja muut terveysalan opiskelijat voivat
esimerkiksi valituntiensa aikana tutustua posterin sisaltéon ja oppia perusteita PCR:sta ja sen kay-
tdsta bakteriologiassa. Tydni tavoitteena on lisata opiskelijoiden ja muiden Savonia-
ammattikorkeakoulun tiloissa kulkevien tietoisuutta PCR:std ja sen hyddyntamisestd bakteriologias-

Sa.
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TYON TOTEUTUS

Opinnaytetyoni on kehittamistyd, jonka tuotoksena on posteri PCR:sta ja sen kaytdsta kliinisessa
bakteriologiassa. Kehittdmisty®d on toiminnallinen tyd, joka voi olla esimerkiksi tapahtuman jarjesta-
minen, taideteko, liiketoimintasuunnitelma tai tuotteen suunnittelu ja rakentaminen. Kehittédmistyo
muodostuu yleensa kahdesta osasta: kehitettdvasta tuotteesta tai tapahtumasta ja prosessia kuvaa-
vasta kirjallisesta raportista. Kehittamistydssa opinnaytetyon tuotoksena voidaan esitelld esimerkiksi
uusi tydvaline. Sen tuottamisen prosessi esitellaan kirjallisesti sen mukaan miten kehittamishanke tai
tuotos on suunniteltu, toteutettu ja arvioitu. Raportissa esitetdan myos tyén lahtékohtana oleva tie-
toperusta. (Liukko 2012.) Opinnadytetydraporttini muodostuu suurelta osin posterin koostamisen
pohjana olevasta teoriatiedosta. Teoriatiedon etsiminen ja kokoaminen on ollut merkittéva osa kehit-

tdmistydprosessiani.

Ideointi, suunnittelu ja tiedonhaku

Tyon ideointi lahti liikkeelle sopivan aiheen valinnasta ja rajaamisesta oman mielenkiinnon pohjalta
pohtien yhdessd oman alan opettajien kanssa. Ajatuksena oli tehda posteri jostain bioanalytiikan
alaan kuuluvasta aiheesta. Olen ollut aina kiinnostunut luonnontieteistd, kemiasta, biologiasta ja
biokemiasta. Ammattikorkeakouluopinnoissa mielenkiinnon kohteeksi on noussut mikrobiologia. Nai-
den mielenkiinnon kohteiden pohjalta aihe muotoutui. Voidakseni rajata aihetta tarkemmin, hain
alustavasti tietoa polymeraasiketjureaktiosta eli PCR:sta ja erilaisista PCR-menetelmista. Tein tie-
donhakuja useista eri tieteellisista tietokannoista kuten Medic:std ja Cochranesta. Etsin myds Savo-
nia-ammattikorkeakoulun kirjastosta aiheeseen liittyvaa kirjallisuutta. Hain kirjallisuutta PCR:sta ja
mikrobiologiasta. Pyrin kdyttdmaan ajantasaista ja mahdollisimman luotettavaa tietoa. Pyrin ole-

maan kriittinen 16ytdmani tiedon suhteen ja kaytin vain luotettavaksi arvioimaani tietoa.

Selvittdakseni minkalaisia laboratoriotutkimuksia nykyisin on kaytdssa Suomessa kliinisen mikrobio-
logian laboratorioissa, kavin Iapi eri laboratorioiden internetsivuja ja tutkimusohjekirjoja etsien sielta
aihealueeseeni kuuluvia tutkimuksia. Kavin lapi tutkimusohjekirjat seuraavilta laboratorioilta: Huslab,
Islab, Oyslab/Nordlab, Satadiag, Tykslab ja Utulab. Hain tutkimuksia tutkimusohjekirjoista aihealueit-
tain (esim. "bakteriologiset pcr-tutkimukset”) seka hakusanoilla "pcr” ja “nukleiini”. Joissakin tutki-
musohjekirjoissa sopivien tutkimusten etsiminen oli haastavaa, koska tutkimuksia ei ollut ryhmitelty
selkedsti siten, etta kaikkien aihealueeseen kuuluvien tutkimusten |6ytaminen olisi ollut helppoa. Joi-
takin tutkimuksia tehddan useammassa laboratoriossa. Talléin kdytanndssa saman tutkimuksen tut-
kimusnimike saattaa hieman vaihdella, mutta tutkimusnumero on sama. Joissain tapauksissa saman
tutkimusnimikkeen ja tutkimusnumeron alle on yhdistettu kaksi tutkimusta kuten viljely ja nukle-
iinihapon osoitus. Talléin osa tutkimuksesta on kaytanndssa sama kuin toisessa laboratoriossa, mut-
ta tutkimusnumero on eri (esim. Bordetella pertussis). Esimerkiksi Islab:n ohjekirjasta l6ytyi Iahes
kaikki alla olevat tutkimukset, mutta ne teetetdén alihankintana, joten en ole maininnut niita alla.
PCR-tutkimukset ovat selkeasti keskittyneet UTULab:iin ja Huslab:iin.
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Valitsin joitakin tutkimuksia, joista Idhdin etsimaan enemman tietoa mydhdisemmassa vaiheessa.
Kokosin eri laboratorioiden tutkimusohjekirjoista I6ytamani ja kasittelyyn valitsemani tutkimukset alle
taulukon muotoon (Taulukko 1). Tarkemmassa kasittelyssani kévin lapi mahdollisia bakteereille teh-
tavia tutkimuksia ja tutkimusten tutkimusperiaatteita yleisesti, talldin kaikki tutkimusten ja tutkimus-

periaatteiden yksityiskohdat ole samanlaisia kuin alla olevan taulukon analyysilaboratorioissa kaytos-

sa olevat.

Taulukko 1 PCR-tutkimuksia

Tutkimusnimike

Lyhenne ja tutkimus-

Analyysilaboratorio

numero
Bordetella pertussis, nukleiinihapon osoitus (PCR) | BopeNhO (4345) UTULab
Bordetella pertussis, viljely ja nukleiinihapon osoi- | -BopeViP (9441) Huslab

tus (PCR)

Borrelia, nukleiinihapon osoitus (PCR)

BorrNhO (4202)

UTULab, Huslab

Chlamydia trachomatis (ja Neisseria gonorrhoeae), | U-ChTrNhO (U- SataDiag
NhO, virtsasta CtGeNhO) (4816)

Clostridium difficile genotyypitys CIdiNhO (12518) UTULab
F-Clostridium difficile, kannan tyypitys F-CldiTy (20555) Huslab

Mycobacterium tuberculosis, nukleiinihappo

“TBNhO (4490)

Oyslab, Huslab, Islab

Staphylococcus aureus, mecA-geenin 0soitus

-StauMec (20225)

Huslab

Staphylococcus aureus, Panton Valentine leukosi- | -StauPVL (20698) Huslab
diini (PVL-geeni)
Staphylococcus aureus, metisilliiniresistentti, nuk- | MRSANhO (4981) Tykslab

leiinihappo (kval)

Rajasin tutkimusaluetta valitsemalla kasittelyyn kliinisesti merkittavia, toisistaan poikkeavia ja mie-
lenkiintoisia tutkimuksia. Valintojeni pohjaksi perehdyin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen "Tartun-

tataudit Suomessa 2012" -julkaisuun (Jaakola ym. 2013).

Valitsin tarkastelun kohteeksi hinkuyskaa aiheuttavan Bordetella pertussis -bakteerin, silla hinkuys-
katapauksia oli ollut vuonna 2012 536 ja etenkin alle 1-vuotiaiden tapauksista suurin osa oli todettu
PCR-tutkimuksella (Jaakola ym. 2013). Otin tarkasteluun mukaan yleista sukupuolitautia aiheuttavan
Chlamydia trachomatis -bakteerin. Klamydiatapauksia ilmoitettiin vuonna 2012 tartuntatautitilastojen
mukaan 13458 tapausta. Klamydiadiagnostiikassa on rutiinikdytéssa geenimonistusmenetelma. (Jaa-
kola ym. 2013.) Valitsin myds Clostridium difficile -bakteerin, jonka aiheuttamia tapauksia ilmoitettiin
vuonna 2012 yli 6000. C.difficile on kliinisesti merkittava erityisesti ollessaan hypervirulenttia kanta-
tyyppid. Taman vuoksi C. difficilen PCR-tekniikalla tehtava kantatyypitys on tarkeaa. (Jaakola ym.
2013.) Valitsin kasittelyyn myds Staphylococcus aureus -bakteerin tutkimukset. Metisilliiniresistentin
S. aureuksen (MRSA) tartuntojen leviamisen ehkdiseminen on tarkeda. MRSA-tapauksia ilmoitettiin
vuonna 2012 1280. MRSA-kanta tyypitettiin yli 1300 henkil6lta. (Jaakola ym. 2013.) Valitsin tarkas-
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teluun mukaan myds tuberkuloosin aiheuttajan Mycobacterium tuberculosis -bakteerin. Tuberkuloo-
sitartunnat ovat vdhentyneet viimeisimpina vuosikymmenina Suomessa merkittavasti, mutta silti tu-
berkuloosia viela esiintyy ja uusien tartuntojen torjunta on térkeda. Tuberkuloositapauksia oli Suo-
messa 275 vuonna 2012. Tuberkuloositartunta voidaan todeta viljelyyn verrattuna nopeasti PCR-
tutkimuksella. (Jaakola ym. 2013.) Néiden lisaksi valitsin mukaan borreliaa aiheuttavan Borrelia
burgdorferi -bakteerin. Borreliaa ei ole mainittu "Tartuntataudit Suomessa 2012" -julkaisussa. Borre-
liaa oli kuitenkin Suomessa tartuntatautitilastojen mukaan ilmoitettu 1589 tapausta (THL 2013). Bor-
relian havaitseminen on tarkead, koska hoitamattomana borrelia voi aiheuttaa vakavamman monia

oireita aiheuttavan myodhaisborrelioosin (Borrelia 2013).

Tarkasteluni kohteeksi valitut PCR-menetelmalla tutkittavat bakteerit ovat siis Bordetella pertussis,
Borrelia burgdorferi, Chlamydia trachomatis, Clostridium difficile, Mycobacterium tuberculosis ja
Staphylococcus aureus, josta erityisesti sen metisilliiniresistentti muoto. Bakteereja on kaikkiaan

kuusi kappaletta.

Tein naista valitsemistani bakteereista yhdistettyna polymeraasiketjureaktioon kirjallisuushaun. Hain
tutkimuksista tietoa PubMed-tietokannasta. Hakusanoiksi laitoin “polymerase chain reaction” ja ky-
seisen bakteerin nimi, esimerkiksi " Clostridium difficilé’ ja "polymerase chain reaction”. Rajasin ha-
kua siten, ettd hain vain vapaasti saatavilla olevia artikkeleja, joiden kielena oli englanti tai suomi ja
jotka olivat enintddn kymmenen vuotta vanhoja. Ensisijaisesti pyrin kdyttémaan mahdollisimman uu-
sia artikkeleja. Hain lisdksi kustakin bakteerista ja sen aiheuttamasta taudista tietoa mikrobiologian

julkaisuista.

7.2  Posterin koostaminen

Kehittamistyoni tuotoksena tein hakemani aineiston pohjalta posterin PCR:sta seka sen hyddyntami-
sestd kliinisessa bakteriologiassa. Posterilla tarkoitetaan yleensa julistetta, tutkimusjulistetta tai tieto-
taulua. Posteria kaytetdan usein tutkimusten ja tutkimustulosten esittelyyn tieteellisisten kokoontu-
misten yhteydessa. Posterit jaotellaan tieteellisiin ja ammatillisiin postereihin. Tieteellisessa posteris-
sa esitelldan jarjestelmallisesti joku tutkimus menetelmineen, tuloksineen ja johtopaatdksineen.
Ammatillinen posteri on vapaamuotoisempi. Posterini on ammatillinen posteri eli se saa olla melko
vapaamuotoinen. Tiedonhakujeni pohjalta opinnaytety6honi kasaamastani aineistosta valitsin edel-

leen posteriin tulevat asiat. (Perttila 2007.)

Posterin suunnittelussa tulee huomioida monia asioita. Posterin kohderyhma pitaa miettia, jotta pos-
terin sisallén voi kohdentaa oikeanlaiseksi. Posteria suunnitellessa on hyva ottaa myds huomioon
paikka, johon posteri asetetaan naytille. Posterini kohderyhma on Savonia-ammattikorkeakoulun ja
erityisesti terveysalan ja bioanalytiikan opiskelijat seka henkildkunta. Posteriin voivat tutustua myds
muut Savonia-ammattikorkeakoulun tiloissa kulkevat ja oleskelevat ihmiset. Posterin sisaltéa valites-
sa tulee keskittya olennaisiin asioihin, silld posterille ei saa mahtumaan kaikkea. Valitsin posteriin
oleellisimpia asioita ja pyrin esittdmaan asiat sellaisessa muodossa, ettéd asiaa entuudestaan tunte-

maton lukijakin ymmartaisi. (Perttila 2007.)
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Posterin pitaa olla ulkonadltaan selked, tyylikds ja informatiivinen seka sen tulee olla nahtdvissa
kahden metrin etdisyydelta. Posteri kannattaa sunnitella riittdvan isoon kokoon alusta lahtien. Liialli-
nen varien kaytto voi tehda tuotoksesta sekavan ja vaikeasti luettavan. Posterin kaytannon toteu-
tuksessa voi kayttaa jotain graafiseen suunnitteluun tarkoitettua taittoohjelmaa kuten Pagemakeria

tai Illustratoria. Itse suunnittelin posterin kayttéden Microsoft Office PowerPointia. (Perttila 2007.)

Posteriin valittujen kuvien tulee olla riittdvan hyvalaatuisia. Posteriin tulevat kuviot, tekstit ja taulu-
kot tulee laittaa riittédvan isoon kokoon. Teksti tulee suunnitella sopivan leveisiin palstoihin, rivivalin
tulee olla riittéva ja fontin helposti luettava isokokoisenakin. Otsikot on hyva erottaa muusta tekstis-
ta koon, varin, korostuksen ja valien avulla. Posteria tehdessa tulee huolehtia siita, etta posteriin jaa
riittavasti tyhjaa tilaa siten, etta kokonaisuus pysyy selkedna ja luettavana. (Perttild 2007.) Posterin
tekstimaaran rajoittaminen ja vahentaminen tuntui vaikealta. Vield aivan tyon loppuvaiheessa va-

hensin posterista tekstid, jotta se ei olisi niin raskas luettava.

Posterissa on kerrottu hyvin lyhyesti mitd on kliininen bakteriologia ja millaisia tutkimusmenetelmia
kliinisen bakteriologian kaytossa on. Posterissa on kuvailtu lyhyesti polymeraasiketjureaktion toimin-
taperiaate, PCR:n optimointi seka esitetty yleisimmat PCR-menetelman sovellukset. Posteriin on ku-
vailtu PCR-sykli vaiheittain. Sykli on esitetty seka kuvallisessa ettéd sanallisessa muodossa. Lisdksi
posterissa on kerrottu kuinka PCR:aa voidaan hyddyntaa kliinisessa bakteriologiassa, mité PCR-
menetelmilld voidaan selvittda ja mitd bakteereja voidaan esimerkiksi tutkia. Posteri on téssa opin-

naytetydssa mukana liitteessa 1.
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8 POHDINTA

PCR-menetelmat kehittyvat kaiken aikaa (Didelot, Bowden, Wilson, Peto & Crook 2012). Julkaistu
tieto voi olla jo julkaisuhetkelldan vanhentunutta tietoa. PCR-menetelmien perusperiaate sailyy kui-
tenkin samana. Menetelmistd kuitenkin tehdaan jatkuvasti uusia sovelluksia ja nama sovellukset
tuovat uutta tietoa. Uudet menetelmat voivat kehittyessadn syrjayttaa vanhoja pitkaankin kaytossa
olleita tutkimusmenetelmia (Katila 2004b, 346). Uuden menetelman siirtyminen rutiinidiagnostiik-
kaan on kuitenkin usein pitka (Didelot, Bowden, Wilson, Peto & Crook 2012). Uusi menetelma on
usein aluksi kallis ja saattaa vaatia laiteinvestointeja. Uusi menetelma saattaa kuitenkin olla entista
menetelmda nopeampi ja vaatia vahemman tydaikaa tyontekijaltd, mika puolestaan tuo saastéja

edelliseen menetelmaan verrattuna.

Olen pyrkinyt tekemaan opinndytetydstani selkedn ja ymmarrettdvan. Tydn aihe on kuitenkin sellai-
nen, etta alaan perehtymattomalla lukijalla voi olla vaikeuksia ymmartaa joitakin osioita perin pohjin.
Kaikkien sivuosassa olevien termien perinpohjainen selvittdminen olisi kuitenkin kasvattanut tyota
niin paljon, etten ole siihen ryhtynyt. Olen kuitenkin koettanut selittaa asiat siten, etta ne olisi help-
po ymmartaa. Posteriin kasaamani asiat etenkin olen pyrkinyt ilmaisemaan kansantajuisesti. Syvalli-
sempad ja siten hieman vaikeaselkoisempaa tietoa on enemman opinndytetydraportin teoriaosuu-

dessa.

Olen kayttanyt tydohén mahdollisimman tuoretta tietoa luotettaviksi arvioimistani lahteistd. Useam-
man léhteen tietoja kadyttaessani olen kayttanyt ajantasaisia tietoja. Geenitekniikan ala on hyvin no-
peasti uudistuva, joten melko tuoreetkin kirjaldhteet saattavat sisaltda vanhentunutta tietoa. Olenkin
aina arvioinut kriittisesti kayttdmiani tietoja. Tiedonhakuun kdyttdmissani tietokannoissa, kuten
PubMed:issa olevat artikkelit ovat yleisesti vertaisarvioituja. Naita tietoja voi pitda siis melko luotet-
tavina, vaikkakin tieto tulee suhteuttaa artikkelin julkaisuaikaan ja arvioida onko tieto voinut ehtia jo
vanhentua. Tietoja hakiessani katsoin 16ytyikd tietokannoista asettamillani hakuehdoilla meta-
analyyseja. Meta-analyysit ovat yksittdisia tutkimuksia kattavampia ja siten luotettavampia. Meta-
analyysin tuottamiseen on kaytetty suurta maaraa eri tutkimuksia. Ldysin joitakin meta-analyyseja

joita pystyin kayttdmaan tiedonlahteena.

Olin valinnut kayttdmani tietoldhteet siten, etta ne olisivat mahdollisimman luotettavia. Tiedonhakuni
ja tiedon tyostamisen heikkoutena oli kuitenkin kielitaitoni, joka ei ole valtavan vahva. Englanninkie-
listen artikkelildhteiden kaytté toi oman haasteensa tyén tekemiseen. Olen kuitenkin pyrkinyt sdilyt-
tamaan alkuperadisten lahteiden tiedot sellaisina kuin ovat. Haastetta tuotti my®s englannin kielisten
termien kaantdé suomen kielelle. Kaikille geenitekniikan termeille ei ole vakiintunutta suomenkielista
vastinetta olemassakaan, joten teksti sisaltaa joitakin englanninkielisia suomenkielisissakin tieteelli-
sissa teksteissa kaytdssa olevia termeja. Joidenkin termien ja tekstien kdantdmiseen kysyin apua toi-

silta paremmin kieltd ymmartavilta henkiloilta.

Talta aihealueelta ei ole juurikaan tehty opinnaytetdita aikaisemmin. Joitakin virologian PCR-
tekniikoita kasittelevia toita on tehty, mutta bakteriologian alue on hyvin vahan kasitelty ala. Vastaa-
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vaa katsausluonteista opinndytety6td en ainakaan 16ytanyt. Koska aikaisempia toita ei ole tehty, ver-
tailu aiempiin téihin on mahdotonta. Talla ty6lld on uutuusarvoa, kun edellisid vastaavia téita ei ole.
Tama tekemani opinndytety® voisi olla teoriapohjana toisille opiskelijoille, jotka opinnaytetyéndan
kehittdisivat PCR-menetelman harjokitusty6ta koulun opetuskayttéon. Jatkotutkimuksena voisi myés
tehda vertailua jonkin bakteerin PCR-menetelman ja perinteisten diagnostiikkamenetelmien kuten
viljelyn vahvuuksista ja heikkouksista toisiinsa verrattuna. Tallaisia tutkimuksia on tehty kansainvali-
sesti muun muassa Bordetella pertussis -bakteerille (Vestrheim ym. 2012) ja MRSA:lle (Aydiner ym.
2012.)

Bioanalyytikon kaikkea toimintaa ohjaavat terveydenhuollon yhteiset eettiset periaatteet ja kliinisen
laboratoriotydn eettiset periaatteet. Terveydenhuollon yhteisten eettisten periaatteiden mukaan poti-
laalla on oikeus hyvaan hoitoon. Tama kasittad potilaan oikeuden saada luotettavia laboratoriotutki-
mustuloksia ilman kohtuuttomia viiveitd. (Bioanalyytikon, laboratoriohoitajan eettiset ohjeet, 2006.)
PCR-menetelmiin pohjautuvat tutkimukset ovat yleisesti ottaen herkkié ja luotettavia ja hyvin nopei-
ta, joten ne parantavat potilaan tutkimustulosten luotettavuutta ja nopeuttavat diagnoosia ja sita
kautta hoidon saantia (Carlson & Koskela 2011). Kliinisen laboratoriotydn eettisten periaatteiden
mukaan bioanalyytikon velvollisuutena on yllapitda ja kehittdd ammattitoimintansa edellyttamaa
osaamista ja omaksua uusia tieteellisilla menetelmilld tutkittuja ja hyvaksyttyjé menetelmia ja toi-
mintatapoja (Bioanalyytikon, laboratoriohoitajan eettiset ohjeet, 2006). Taman opinndytetytn avulla
nykyiset ja tulevat bioanalyytikot voivat perehtyd PCR-menetelmien kayttéon bakteriologian tutki-
musmenetelmind. Bioanalyytikon velvollisuuksiin kuuluu myds antaa asiantuntija-apua muille am-
mattiryhmille laboratoriotutkimuksiin liittyvissa kysymyksissa (Bioanalyytikon, laboratoriohoitajan
eettiset ohjeet, 2006). Lueskelemalla opinndytetydtani ja posteria muidenkin alojen opinkelijat voivat
oppia perusasioita PCR:sta kliinisessa bakteriologiassa. Tama voi edistda muiden ammattiryhmien

opiskelijoiden ymmarrystéd PCR-tutkimuksiin liittyen.

Posteri on mielestani selkedn nakdinen ja ymmarrettava, joskin tekstia on edelleen vahentamispyr-
kimyksistani huolimatta melko paljon. Posterissa en ole kayttanyt kovin paljoa vareja tai muitakaan
tehostekeinoja. Olen pyrkinyt pitdmaan posterin ulkoasun yksinkertaisena ilman liiallista kikkailua.
Monipuolisemmalla vérien ja kuvien kaytdlla olisi posterista kylldkin voinut saada viela kiinnosta-

vamman nakoisen.

Ammatillinen kasvuni on vahvistunut opinndytetydn tekemisen myéta. Opinndytetydprosessi on tuo-
nut minulle paljon uutta tietoa bakteriologiasta ja geenitekniikasta, olen my®s havahtunut pohti-
maan voisiko laboratoriotukimusprosessia nopeuttaa uusilla tutkimusmenetelmilla ja siten saada po-
tilaan diagnoosin saamisen ja hoidon etenemaan nopeammin. Opinndytetyén tekeminen yksin on
vaatinut vahvaa motivaatiota ja paljon aikaa. Tydn teko on ollut hyvin tiivista ja keskittymista vaati-
vaa. Tietojen etsiminen on parantanut tiedonhaku- ja kasittelytaitojani. Ammattitaidon kehittamisek-
si ja yllapitamiseksi olisi hyva tulevaisuudessakin seurata uusien tutkimusmenetelmien kehittédmista
ja kayttdonottoa, tama voi vaatia tiedonhaku- ja tiedonkasittelytaitojen kayttdéa. Bioanalyytikon vel-
vollisuutena on pitda ammattitaitoaan ylla (Bioanalyytikon, laboratoriohoitajan eettiset ohjeet,
2006). Olen opinndytetyoprosessin aikana saanut tutustua paljon tieteellisiin artikkeleihin. Minun on
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nykyisin helpompi ymmartaa tieteellista tekstid. Kun tieteellisen tekstin lukeminen on tuttua, ammat-
titaitoa on helpompi pitda ylla tutustumalla uusia tutkimusmenetelmia kasitteleviin julkaisuihin. Vie-
raskielisten aineistojen kaytté on vahvistanut kielitaitoani. Tieteellisen tekstin kayttd, kasittely ja
muokkaus ovat tulleet perinpohjaisesti tutuiksi. Tieteellisen tekstin kirjoitus lahdeviitemerkintdineen
sujuu jo rutiinilla. Opinndytetyon tekeminen on ollut kaikkiaan hyvin ty6lastd, mutta opettavaista.
Toivottavasti tdma ty6 pystyy vélittamaan tietoa edelleen eteenpain. Tiedonvalityksen valineeksi

tydn tuotteena oleva posteri on tehty.
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POLYMERAASIKETJUREAKTIO KLIINISESSA

BAKTERIOLOGIASSA

Kliininen bakteriologia
Kliininen bakteriologia tutkii ihmisille infektiotauteja

aiheuttavia bakteereja.! Bakteerit ovat yksisoluisia,
esitumallisia, ja jakaantumalla tai itididen avulla
lisadntyvia  eli6ita.>® Bakteerin  perusrakenne on

kuvattuna kuvassa 1.

Kliinisessa bakteriologiassa paaasiallisina menetelmina
ovat mikroskopointi seka viljely ja
antibioottiherkkyysmaaritykset. Perinteisten
menetelmien lisdksi on kehitetty muun muassa nopeita
polymeraasiketjureaktion kayttoon perustuvia
geenimonistusmenetelmia. Bakteerindytteestd voidaan
etsid tietyille bakteereille tunnusomaisia DNA-jaksoja. #°

Kapseli
soluseini

k

kromosomi
ribosomi

solulima

plasmidi

solukalvon
poimuja

Kuva 1

Polymeraasiketjureaktio eli PCR

Polymeraasiketjureaktion eli PCR:n avulla voidaan
monistaa haluttua DNA-jaksoa, joka sijaitsee kahden
emadsjarjestykseltdan tunnetun DNA-jakson vilissa. PCR
perustuu nukleiinihapon emasten selektiiviseen
pariutumiseen. Oikean DNA-jakson  monistuminen
perustuu oikein valittuihin PCR:n alukkeisiin. PCR:3an

tarvitaan mallina eli templaattina toimivan
nukleiinihapon lisdksi korkeissakin [ampotiloissa
aktiivisena sdilyvd DNA-polymeraasientsyymi, alukkeet

sekd vapaita nukleotideja reaktiopuskuriliuoksessa. &7

PCR:n onnistumiselle on tarkeds, ettd reaktio
suunnitellaan hyvin etukdteen eli optimoidaan. Hyvin
optimoidulla PCR:lla voidaan saada yhta
templaattimolekyylia =~ kohti  valmistettua  miljoona
tuotemolekyylid.® Suunnittelussa oleellista on toimivien ja
oikeaan kohtaan sitoutuvien alukkeiden valinta. PCR-
syklin eri vaiheiden lampdtiloilla ja kestoilla on merkitysta
lopputulokseen. Vaarat lampotilat voivat estdd reaktion
onnistumisen. ’

Erilaisia PCR:n sovelluksia on kehitetty useita.
Reaaliaikaisessa PCR:ssd (real-time PCR) voidaan PCR-
tuotteen maaraa seurata reaktion aikana. Kvantitatiivisen
PCR:n (gPCR) avulla pystytdan madarittamaan naytteen
DNA-molekyylimaarad. RT-PCR:n (reverse transcriptase
PCR) avulla voidaan tutkia RNA:ta. %7
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PCR-sykli vaiheittain (kuva 2)
Alussa templaatti on yleensa kaksijuosteisena.

Denaturaatio. Juosteet erkanevat toisistaan  eli
denaturoituvat lammittamalla reaktioseos n. 94 °C:een.

Annealing. Alukkeet pariutuvat templaattijuosteiden
kanssa, kun lampdtila lasketaan n. 55 °C:een.

Ekstensio. DNA-polymeraasi aloittaa toimintansa ja
alukkeiden pidentdmisen n. 72 °C:ssa. Templaateille
muodostuu vastinjuosteet. Vaiheen lopussa on kaikkiaan
nelja juostetta, joista kaksi on alkuperaisid templaatteja.
Juosteiden maara siis kaksinkertaistuu syklin aikana.

Reaktiosykli muodostuu vaiheista: denaturaatio,
annealing, ekstensio. Vaiheita toistamalla saadaan
juosteiden maara kasvamaan joka syklissa

kaksinkertaiseksi. Syklien maara yhdessa reaktiossa on
usein n. 30. &7

PCR kliinisessa bakteriologiassa

Kliinisessa bakteriologiassa on otettu kayttoén melko
uusina menetelmind erilaisia PCR-tekniikkaan perustuvia
bakteerien tunnistus- ja tyypitysmenetelmia. PCR-
menetelmat bakteerin tunnistamiseksi ovat erityisen
hyodyllisia, kun pyritddn tunnistamaan hidaskasvuisia tai

vaikeasti viljeltdvia bakteereja, kuten tuberkuloosia
aiheuttavaa Mycobacterium tuberculosista,
sukupuolitauti  klamydiaa  aiheuttavaa  Chlamydia

trachomatista ja hinkuyskada aiheuttavaa Bordetella
pertussista. &910

Usein on tarpeellista tutkia l6ytyyké kyseiselta
bakteerikannalta tiettya geenia, joka vaikuttaa oleellisesti
esimerkiksi  bakteerin  taudinaiheuttamiskykyyn tai
resistenssiin. Tutkimalla Staphylococcus aureukselta onko
silla mecA-geeni, voidaan todeta onko se
metisilliiniresistentti MRSA-kanta.

PCR-menetelmilld selvitellddn epidemioita. Tutkimalla
ovatko infektioita aiheuttaneet bakteerit geneettisesti
samaa kantaa, voidaan selvittdd infektion alkuperda ja
tartuntojen  leviamisreitteja.  Selvityksid = tehdaan
erityisesti sairaalaepidemioita aiheuttaville bakteereille
kuten antibioottiripulia  aiheuttavalle  Clostridium
difficilelle ja MRSA:lle.!
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