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Tama opinnaytetyd tehtiin Elintarviketurvallisuusvirasto Eviran Helsingin yksikon eléintau-
tibakteriologian ryhmalle. Tydn tarkoituksena oli 16ytad ja ottaa kayttéén tdmanhetkisen
AccuProbe-menetelman lisdksi monipuolisempi menetelma mykobakteerien lajinméaarityk-
seen. AccuProbe-testilld pystytddn tunnistamaan suurin osa Eviraan tulleista naytteista
eristetyistd mykobakteereista, mutta muun muassa kalanaytteista eristettyjen mykobak-
teerien tunnistamiseen ei ole ollut menetelmaa. Tydhén valittin GenoType® Mycobacteri-
um CM -kitti.

Mykobakteerien lajinmaéritykseen kehitetyn GenoType® Mycobacterium CM -kitin kayttda
opeteltiin aluksi Mycobacterium avium ATCC 25291 -kannalla. Taman jalkeen kittia kokeil-
tiin eldimista eristetyilla sekd M. intracellulare ATCC 13950- ja M. tuberculosis ATCC
25177 -kannoilla. Kyseessa on hybridisaatioon perustuva DNA-liuska-menetelmd, joka
siséltda kolme paavaihetta: DNA:n eristdminen, monistaminen PCR:ll4 ja hybridisaatio.
Tydn aikana optimoitiin substraatin vaikutusaikoja, seurattiin hybrisaatiovaiheen lampétilo-
ja ja kehitettiin kitin valmistajan suosittelemaa ravistelevaa lampdhaudetta / inkubaattoria
vastaavia laitteita.

Tyon tuloksena kitti on kayttévalmis, mutta menetelman soveltuvuutta eldinkannoille tay-
tyy testata lisda. Osassa tulosliuskoissa oli vaaria vaaleita viivoja ja osa oikeista vaaleista
viivoista puuttui. Saadut tulokset antavat kuitenkin hyvan pohjan jatkaa kitin validointia.
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This graduate study was done for the Finnish Food Safety Authority Evira, Helsinki, for the
group of bacterial diseases of animals. The aim of this study was to introduce a versatile
method for species identification of Mycobacteria that could be used alongside with
AccuProbe-test which is used at the moment. Most of the Mycobacteria that have been
isolated in Evira from the animal samples can be identified with AccuProbe-test, but for
example there has been no method to identify the strains isolated from fish. GenoType®
Mycobacterium CM -test was chosen for the study.

At first the use of GenoType® Mycobacterium CM -kit, which has been developed for the
identification of Mycobacteria, was studied with Mycobacterium avium ATCC 25291
-strain. After that the kit was tested with animal strains and M. intracellulare ATCC 13950-
and M. tuberculosis ATCC 25177 -strain. The GenoType® Mycobacterium CM test is
based on the DNA-strip-method, which includes three main steps: DNA isolation,
amplification with PCR and hybridization. During the study the substrate incubation time
was optimized, the hybridization temperature was followed and a shaking water bath /
TwinCubator similar to the one recommended by the producer of the kit was developed.

As the result of the study the kit is now ready for use, but its suitability for animal strains
needs to be further tested. In some of the result strips there was wrong weak staining and
some of the right weak staining was missing. The obtained results give a good basis to
further validate the test.

Keywords: GenoType® Mycobacterium CM, Mycobacterium, strip hybridization
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1

JOHDANTO

Mykobakteerit ovat Mycobacterium-sukuun kuuluvia bakteereita, joista osa
kuten muun muassa ihmistuberkuloosin aiheuttaja Mycobacterium
tuberculosis, nautatuberkuloosin aiheuttaja Mycobacterium bovis ja paratu-
berkuloosin aiheuttaja Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis ovat
merkittéavia patogeeneja.

Suomessa elédinten mykobakteeridiagnostiikka suoritetaan Evirassa, jossa
tehddan seka seurantatutkimuksia mykobakteeritartuntojen esiintyvyydesta
ettd tautidiagnostiikkaa sairaiden eldinten naytteistd. Naytteet ovat paaasi-
assa elimia seka paratuberkuloosin kohdalla uloste- ja verinaytteita. Tutki-
muksen kulku sisaltda seuraavat vaiheet: naytteen otto, naytteen esikasitte-
ly, varjays ja viljelyt seka lajinm&aritys. Hitaan kasvun takia mykobakteerien
viljely ja lajinmaaritys kestavat useita viikkoja tai jopa kuukausia.

Eviran eldintautibakteriologian ryhméssa mykobakteerien tunnistamiseen on
kaytetty DNA-hybridisaatioon perustuvaa AccuProbe-testia (Gen-Probe), jol-
la voidaan tunnistaa muun muassa Mycobacterium avium, Mycobacterium
avium -kompleksi ja Mycobacterium tuberculosis -kompleksi. Testi on nopea
ja helppo tehda. Ongelmana on kuitenkin se, ettéd kaikkia elaimista eristettyja
mykobakteereita ei kyseisella testilla pystyta tunnistamaan. Eviraan tulleista
mykobakteeripositiivisista naytteistd yli 95 prosentista 6ytyy M. avium
-bakteeri. Osa naytteista, varsinkin kalanaytteet, sisaltavat kuitenkin myds
muita mykobakteerilajeja.

Taman ty6n tavoitteena oli testata mahdollista kayttédnottoa varten yhta
kaupallista kittid, jolla voitaisiin tunnistaa enemman eldintauteja aiheuttavia
ymparistdmykobakteereja kuin nykyisilla menetelmilla. Tarkoituksena oli 16y-
taa taydentidva menetelma AccuProbe-testille. GenoType® Mycobacterium
CM -kitti (Hain-Lifescience) vastasi parhaiten Eviran tarpeita, sillé se sisaltda
koettimet 13 merkittdvimman taudinaiheuttajamykobakteerin tunnistamiseen.
Kyseessa on hybridisaatioon perustuva DNA-liuska-menetelmd, joka sisél-
ta& kolme paavaihetta: DNA:n eristdminen, monistaminen PCR:lI4 ja hybridi-
saatio. Toimivuutta kaytdnndssa kokeiltiin aluksi M. avium ATCC 25291
-bakteerilla ja myéhemmin myds eldimistd eristetyistd kannoilla seka
M. intracellulare ATCC 13950- ja M. tuberculosis ATCC 25177 -kannoilla.



Tydn edetessé kitin valmistajan antama tyéohje kadannettiin ja kirjoitettiin Evi-

ran laatujarjestelman mukaiseksi.

2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Yleista

Mykobakteerit ovat Mycobacterium-sukuun kuuluvia haponkestévia baktee-
reita, joita tunnetaan yli 120 lajia [1, s. 5]. Niiden joukossa on seka pato-
geenisia eli tautia aiheuttavia bakteereja ettd apatogeenisia eli tauteja aihe-
uttamattomia bakteereja. Osa néistd mykobakteereista on opportunistisia
bakteereita eli bakteereja, jotka voivat aiheuttaa taudin iséntaelimistén puo-
lustuskyvyttémyyden takia (muun muassa immuunikato). Mykobakteerit ovat
heikosti gram-positiivisia, aerobeja, suoria tai lievasti kaareutuvia, itiéttémia
ja likkumattomia sauvabakteereita. Ne voivat joskus haarautua ja muodos-
taa rihmoja, jotka voivat pilkkoutuessaan muodostua lyhyiksi sauvoiksi tai
kokeiksi. Mykobakteerien taksonominen jaottelu perustui aikaisemmin I&hin-
n& bakteerien erilaisiin ominaisuuksiin, kuten muun muassa patogeenisuu-
teen, kasvunopeuteen ja pigmentin tuottoon. Naiden apuna lajimaaritykses-
sa kaytetdan nykyaan molekyylibiologisia menetelmia. [2, s. 438; 3; 4.]

Mykobakteerit jaetaan kahteen ryhmaan: Mycobacterium tuberculosis
-kompleksiin ja M. tuberculosis -kompleksiin kuulumattomiin mykobakteerei-
hin, joista kaytetdan nimitystd nontuberkuloottinen (NTM)-, atyyppinen- tai
ymparistdmykobakteeri. Poikkeuksena on kuitenkin ihmisten lepraa aiheut-
tava M. leprae. M. tuberculosis -kompleksin bakteerit tarttuvat ihmisesta tai
elaimestéa toiseen, kun taas ympéaristémykobakteeritartunta saadaan ympa-
ristdsta. Mykobakteerien aiheuttamia tauteja sanotaan mykobakteeriooseik-
si. [5, s. 2232; 6, s. 6.]

2.2 Mycobacterium tuberculosis -kompleksi

Mycobacterium tuberculosis -kompleksiin kuuluvia mykobakteereita ovat
muun muassa M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis ja M. microti. Ihmisten
tuberkuloosin aiheuttaja M. tuberculosis ja nautatuberkuloosin aiheuttaja M.
bovis ovat eraitd tarkeimpia ja tunnetuimpia taudinaiheuttajia. M. bovis voi
tarttua my6s ihmisiin. M. tuberculosis -kompleksiin kuuluvat bakteerit ovat
hidaskasvuisia. [7, s. 196 - 199.]



22.1

Mycobacterium tuberculosis ihmisissé

Suomessa tuberkuloosiin sairastumisen tarkeimpié riskitekijoitd ovat korkea
ikd, monet krooniset sairaudet, immunosuppressio eli immuunivasteen heik-
keneminen ja maahanmuutto alueelta, jossa tuberkuloosia esiintyy paljon.
Tautiin liittyy seka yleis- etta paikallisoireita, mutta sairaus saattaa olla myds
lahes oireeton. Tarkeimpia tuberkuloosin ehkaisykeinoja ovat rokotukset,
riskiryhmiin kohdistetut seulontatutkimukset, tapausten varhainen toteami-
nen, tartuttavuuden katkaiseva tehokas ladkehoito, hoitotuloksen varmista-
minen ja erityistilanteissa kaytetty ehkéiseva hoito. Tuberkuloosin hoitona
kaytetaan usean ladkkeen yhdistelmahoitoa. [7, s. 196 - 197; 8; 9.]

Tuberkuloosin tavallisin ja tartuntavaarallisin muoto on keuhkotuberkuloosi,
mutta se voi ilmetd myds muissa elimissa. Tauti levidd varsinkin yskdsvar-
jayspositiivista keuhkotuberkuloositautia sairastavista henkiléista ("avotuber-
kuloosi"), jolloin tartunta tapahtuu pisaratartuntana. Tavallisesti tuberkuloosi-
infektion tarttumisen edellytys on laheinen ja pitkdaikainen yhdessaolo sa-
massa taloudessa tai vastaavassa laheisessa kontaktissa tuberkuloosia sai-
rastavan kanssa. Muissa elimissa kuin keuhkoissa esiintyvan tuberkuloosin
tarttumisriski on hyvin pieni. Suurimmalla osalla tuberkuloositartunnan saa-
neista ei koskaan ilmene oireista tautia. Taudin kehittyessa ensioireet il-
maantuvat yleensa kahden vuoden kuluessa tartunnasta, mutta ne voivat il-
meta vasta kymmenien vuosien kuluttua vastustuskyvyn heikentyessa ikaan-
tymisen, perussairauksien tai puolustuskykyd heikentavien ladkehoitojen
vuoksi. [8; 9; 10.]

Suomessa tuberkuloosin ilmaantuvuus on pienentynyt tuberkuloositorjunta-
ohjelman ansioista (kuva 1). Viimeisten Kansanterveyslaitoksen tietojen mu-
kaan tuberkuloositapaukset laskivat vuonna 2006 ensimmaisen kerran alle
300 tapauksen. Maailmanlaajuisesti tilanne kuitenkaan ei ole yhtd hyva.
Muun muassa Vengjalla ja Baltian maissa taudin esiintyvyys on pysynyt sa-
mana tai lisdantynyt. Matkailun lisdantyessa ja rajojemme vapautuessa tauti-
tapaukset saattavat lisdantya myés meilla. [5, s. 2232; 11.]
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Kuva 1. Tuberkuloositapaukset Suomessa vuosina 1960 - 2000 [9]

2.2.2 Mycobacterium tuberculosis -kompleksin bakteerit eldimisséa

M. tuberculosis -bakteerin aiheuttaman avoimen tuberkuloosin voivat saada
ihmisten lisdksi my6s muun muassa kadelliset eldimet, norsut, marsut, kissat
ja koirat. Naudoilla, hevosilla ja sialla infektio pyséhtyy yleensd muotoon,
jossa on vain imusolmukemuutoksia. Naudoilla esiintyvan nautatuberkuloo-
sin aiheuttajabakteeri on M. tuberculosis -kompleksin bakteeri M. bovis, joka
aiheuttaa tavallisesti vaikean hitaasti etenevan sairauden. Myés muun mu-
assa peurat, mayrat, marsut, kanit, kissat ja koirat ovat herkkid M. bovis
-bakteerin aiheuttamalle tartunnalle. Suomessa nautatuberkuloositartunta on
todettu viimeisen kerran vuonna 1982. Euroopan komissio on mydntanyt
Suomelle virallisesti nautatuberkuloosivapaan maan aseman. Kyseista bak-
teeria ei ole eristetty Suomessa muistakaan elaimista vuoden 1982 jélkeen.
[12,s.80.]

Nautatuberkuloosia seurataan eléimille teurastuksen lihantarkastuksen yh-
teydessa tehtéavassa ruhon ja elinten tarkastuksessa. Sitd tutkitaan myds
keinosiemennyssonnien terveysvalvontaohjelmassa ja eldinten tuontien se-

ka vientien yhteydessa. [12, s. 80.]



2.3 Ympaéristomykobakteerit

Atyyppiset mykobakteerit ovat maaperassa, vesissa, ilmassa ja eldimissa
esiintyvia mykobakteerilajeja, jotka voivat aiheuttaa muun muassa hengitys-
tie-, imusolmuke-, iho- ja pehmytkudosinfektioita. Herkimpia infektion saajia
ovat ne eldimet ja ihmiset, joiden immuunipuolustus on heikentynyt. Atyyp-
piset mykobakteerit ovat rakenteeltaan ja varjaytyvyydeltddn hyvin saman-
laisia kuin M. tuberculosis. Niitd on seké hidas- ettd nopeakasvuisia. Suurin
osa kuitenkin on nopeakasvuisia ja ne ovat yleensa vaarattomimpia. [7, s.
203 - 204; 13, s. 2240.]

Taudinaiheutuskyvyltaan merkittdvimmat atyyppiset mykobakteerit kuuluvat
M. avium -kompleksiin, joka muodostuu M. avium- ja M. intracellulare
-bakteereista. M. avium jakaantuu edelleen neljdan alalajiin: M. avium ssp.
avium, M. avium ssp. paratuberculosis, M. avium ssp. silvaticum ja M. avium
ssp. hominisuis. [1, s. 6.] M. avium -kompleksin bakteerit ovat yleisimpia ih-
misistd ja eldimistd Suomessa eristetyistd ymparistomykobakteerilajeista
[12, s. 79]. Muita ihmiselle mahdollisesti tautia aiheuttavia mykobakteereita
ovat my6és muun muassa M. malmoense, M. branderi, M. celatum,
M. kansasii, M. marinum, M. scrofulaceum, M. xenopi ja M. ulcerans [7, s.
203].

Ympariston mykobakteerien aiheuttamien infektioiden m&ara on hieman
kasvanut Suomessa. Tartuntojen lisdéntymisen yhtend syynd pidetdan soi-
den ojittamista, jolloin vesistdjen mykobakteerimaarat ovat lisdéntyneet. My-
kobakteerit viihtyvat erityisesti happamissa luonnonympéristdissa. [12, s.
81.]

2.3.1 Ympdéristbmykobakteerit ihmisissé

Terveelle ihmiselle atyyppiset mykobakteerit pystyvat aiheuttamaan korkein-
taan paikallisen infektion esimerkiksi ihoon tai imusolmukkeeseen, silld nor-
maali immuunivaste tuhoaa bakteerit tehokkaasti. Jos immuunipuolustus on
puolestaan heikko, bakteerit tunkeutuvat suolen imusolmukkeisiin ja leviavat
sieltd veren mukana eri puolille elimist6a. Eras tarkea riskitekija on potilaan
soluvélitteisen immuniteetin vajaatoiminta, silla se huolehtii atyyppisten my-
kobakteerien torjunnasta. Koska ndiden bakteerien kanssa ollaan jatkuvasti
kosketuksissa, immuniteetti kehittyy ilman rokotuksiakin jo lapsuudesta lah-
tien. Atyyppisia bakteereita on kuitenkin kaikkialla, joten infektioilta ei pysty



valttymaéan. Tartunnan voi saada jopa akvaariovedesta, minka seurauksena
on ihoinfektio. Atyyppiset mykobakteerit ovat ladkeresistensseja vaihtelevas-
ti. Nopeakasvuiset mykobakteerit ovat melko herkkia, kun taas hidaskasvui-
set ja kliinisesti tarkeimmat lajit ovat usein taysin resistensseja tuberkuloosi-
ladkkeille ja ladkeyhdistelmille. [7, s. 204 - 205; 13, s. 2240.]

Atyyppisen mykobakteerin aiheuttamaa infektiota potevan laheisilla ei ole
suurentunutta infektioriskid. Tartunta valittyy ympéaristésta hengitysteiden tai
suoliston limakalvojen kautta tai ihonvaurion valitykselld. Tartuntaldhdetta
pystytdan vain harvoin I6ytamaan mykobakteerien hidaskasvuisuuden ja pit-
kan inkubaatioajan takia. [7, s. 204 - 205.]

2.3.2 Ympdristbmykobakteerit eldimissd

Ympéristbmykobakteereita on eristetty muun muassa sioista, koirista, kis-
soista, luonnonvaraisista linnuista, naudoista, akvaariokaloista ja hevosista.
Kyseisista eldimistd, paitsi akvaariokaloista, on yleisimmin eristetty M. avium
-kompleksin bakteereita. [14, s. 9; 15, s. 235.]

Linnuille mykobakterioosia aiheuttavat sekd M. avium ettd M. genevense.
Tauti on hitaasti kehittyva, mink& seurauksena lintu laihtuu ja lopulta kuolee.
[12,s.82]

Sioille mykobakterioosia aiheuttavat M. avium -kompleksin -infektiot pyséh-
tyvat useimmiten imusolmukkeisiin. Yleistynyttd mykobakterioosia ei esiinny
kuin harvoissa tapauksissa, jolloin tauti leviad imusolmukkeista muihin eli-
miin. Suomessa my6s maksa- ja muita muutoksia on havaittu joistakin teu-
rastamoihin tuoduista sioista. Mykobakteerien esiintymista tutkitaan sioista
lihantarkastuksen yhteydessa. Myds erilaisia infektioldhteitd on tutkittu, ku-
ten muun muassa sioilla kaytettavia kuivikkeita. [16, s.159 - 160.]

Koirilla ja kissoilla M. avium -kompleksin aiheuttamat infektiot ovat yleensa
paikallisia ihon mykobakteriooseja. Yleistynyt M. avium -infektio koirassa ke-
hittyy kliiniseksi sairaudeksi hitaasti. Kliinisten oireiden ilmetty& tauti etenee
kuitenkin nopeasti ja johtaa yleensd kuolemaan. Yleistyneet MAC-infektiot
ovat kuitenkin harvinaisia, vaikka toisilla roduilla on huomattu olevan perin-
nollista taipumusta kyseisiin infektioihin. Liséksi sen on todettu olevan nuor-

ten aikuisten koirien sairaus. MAC-infektion oireet ovat samankaltaisia seka



ihmisilla ettd koirilla. Koirapotilas on useimmiten vaisu ja aneeminen, silla on

suurentuneet imusolmukkeet, perna ja maksa. [14,s. 9-12.]

M. avium ssp. paratuberculosis aiheuttaa paaasiassa marehtijdille paratu-
berkuloosin eli hitaasti kehittyvan suolistosairauden, jonka oireina ovat ripuli
ja laihtuminen. Lopulta tauti johtaa elaimen kuolemaan. Herkimpia taudille
ovat nuoret eldimet, vaikka se esiintyy naudoilla vasta aikuisdssa pitkan ke-
hittymisajan takia. Tarttuminen tapahtuu muun muassa taudinkantajaelain-
ten ulosteista. Suomessa paratuberkuloosia on todettu vuosina 1992 - 2000
yhteensa viidessa lihanautakarjassa. [17, s. 16 - 18.] Paratuberkuloosibak-
teeria on eristetty myés muun muassa villikaneista ja ketuista [12, s. 81].

Seka luonnon- ettd kasvatetuilla, makean- ja suolaveden kaloilla esiintyva
kalatuberkuloosi on tavallisimmin M. marinum-, M. fortuitum- tai M. chelonae
-bakteerin aiheuttama. Tautia esiintyy eniten akvaariokaloilla, mutta myés
ruokakaloiksi kasvatetuilla kaloilla. Akvaariokaloilla oireita ovat muun muas-
sa voimakas anoreksia, evien rispaantuminen ja kalan varityksen muuttumi-
nen. Tauti levida parvissa sairaan yksilén erittdmien bakteerien valityksella,
joten vahempiarvoiset akvaarioparvet tulisi havittda eikd hoitaa. Tartunnan
voi saada myds akvaarioita hoitava ihminen. Akvaariokalojen pienen koon
vuoksi tuberkuloosidiagnoosi perustuu paaasiassa histopatologiaan, mutta
isompia kaloja tutkittaessa my6s ruumiinavauksessa voidaan todeta tyypilli-
sid vaaleita pesédkkeita elimissa ja suorittaa bakteriologinen eristys. Akvaa-
riokalojen tuonti Suomeen tapahtuu ilman valvontaa, mink& vuoksi infektoi-
tuneiden kalojen ihmisiin tartuttamien tautitapauksien maaré saattaa kasvaa.
Kuitenkin ihmisruumiin [Ampétila on huomattavasti akvaariokalojen lampdti-
laa korkeampi, joten bakteeri voi lisddntya ihmisessa vain uloimmissa osissa

(sormissa ja kasivarsissa). [15, s. 235 - 238.]

2.4 Mykobakteeridiagnostiikka

Perinteisid mykobakteerioosien laboratoriodiagnostikan menetelmia ovat
varjays ja viljely. Nayte esikasitellddn muiden bakteerien tuhoamiseksi en-
nen viljelya. Hitaan kasvun takia mykobakteerien viljely ja lajinmaaritys kes-
tavat useita viikkoja, mikd on laboratoriodiagnostiikan keskeisin ongelma.
Varjays on yksi nopeimpia menetelmia, mutta sen puutteena on muun mu-
assa huono herkkyys. Molekyylibiologiaan perustuvilla menetelmilld on kui-
tenkin pystytty nopeuttamaan mykobakteeridiagnostiikkaa. Lisaksi viljelya on
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pystytty nopeuttamaan nestemaisilla elatusaineilla ja kasvuautomaateilla. [2,
s. 439; 5, s. 2233.]

Néytteet

Eviraan tulleet naytteet ovat kokonaisia elaimid, niiden elimia tai eritteita. Li-
saksi paratuberkuloositutkimuksiin tulee veri- ja ulostenaytteitd. Teurasta-
moiden tarkastuselainlaakarit, praktikko- ja patologieladinladkarit lahettavat
kudos- tai eritenaytteitd Eviraan epaillessdan mykobakteeri-infektiota elai-
messa. Tutkimuksissa pyritddn ottamaan kudosnaytteesta kohta, jossa on
nahtavissa mahdollisia muutoksia. Naytteitéd kasitellddn aina varoen niiden
mahdollisen patogeenisuuden varalta. [5, s. 2233.]

2.4.2 Virjys

Mykobakteeri-infektiota epailtdesséa tutkitaan, onko naytteessa haponkesta-
via sauvabakteereita. Naytepreparaattiin laitetaan variainetta, joka tunkeutuu
kaikkiin bakteereihin. Useimmiten variaineena kaytetaan karbolifuksiineja tai
fluorokromeja. Taman jélkeen nayte késitelladn hapon ja alkoholin seoksella,
joka poistaa varin tavallisista bakteereista. Mykobakteerien soluseindn my-
kolihapot estavét variaineen liukenemisen kyseisessa késittelyssa, jolloin ai-
noastaan haponkestavat bakteerit sailyvat varjaytyneina. [2, s. 439; 5, s.
2233 - 2234.]

Yksi kéaytetyin karbolifuksiinimenetelmad on Ziehl-Neelsen-varjays, jossa
happoalkoholihuuhtelun jalkeen tehddan vastavarjdys malakiittivarjaysliuok-
sella. Mikroskopoinnissa on talldin kaytettdva suurta suurennusta, joten yh-
den naytteen tutkiminen vie paljon aikaa. Kayttamalla fluoresoivia variaineita
(auramiini, akridiini), voidaan kayttda paljon pienempia suurennuksia ja mik-
roskopoinnin vaatima aika on paljon lyhyempi kuin edellisessa menetelmas-
sd. Talléin preparaattia tarkastellaan fluoresenssimikroskoopilla. [2, s. 439;
5, s. 2233 - 2234.]

Mykobakteerien tunnistaminen pelkastaéan varjaykselld on mahdotonta. Var-
jayksen herkkyys on huono (noin 10* bakteeria millilitrassa naytetta) eika sil-
& mydskaan kyeta erottelemaan eri mykobakteerilajeja toisistaan. Solujen
koon ja muodon perusteella voi tehda vaan suuntaa-antavia johtopaatoksia.
Epaluotettavuutta saattavat aiheuttaa myds mikrobildékkeet, jolloin hapon-
kestavienkin bakteerien varjaytyvyys voi vaihdella. [2, s. 439.]



2.4.3 Vilely

Viljely on yksi tarkeimpia menetelmid mykobakteeridiagnostiikassa. Se on
huomattavasti herkempi menetelma kuin varjays ja se mahdollistaa véarjayk-
sessa todettujen haponkestavien sauvojen tunnistamisen, ladkeaineherk-
kyyksien maarittdmisen sekd mykobakteerien epidemiologisen seurannan ja
tartuntareittien selvittelyn. Naytetyypista ja viljelymenetelmasta riippuen posi-
tiivisen tuloksen saamiseen riittda 10 - 100 bakteeria millilitraa kohden. [2, s.
439; 5, s. 2235.]

Hitaan kasvunopeuden vuoksi mykobakteerit peittyvat useimmiten normaali-
flooran eli muiden tavallisten bakteerien alle. Tasta syysta mahdollisesti kon-
taminoituneet ja normaaliflooraa sisaltavat naytteet (esimerkiksi yskés) kasi-
telldan erilaisilla happo-, emas- ja detergenttikasittelyilld muiden bakteerien
tuhoamiseksi eli ndyte dekontaminoidaan. Naytteen mykobakteerien vahin-
goittamista pyritdan valttdmaan, joten kasittelyajat sdadetdan tarkasti. [2, s.
439; 5, s. 2235.]

Elatusaineina kaytetdan seké Kkiinteitéa ettd nestemaisia elatusaineita. Erés
mykobakteeriviljelyksissa kaytetty kiinted elatusaine on modifioitu Léwen-
stein-Jensen-elatusaine, joka on hyva yleiselatusaine kaikille mykobaktee-
reille. [5, s. 2235.] Kyseisid elatusaineputkia on Eviralla kdytdssa kahdenlai-
sia, Oriolan Mycobacterium 1 (M) ja Mycobacterium 2 (M,). Mycobacterium
1 elatusaineputki sisaltda glyserolia kun taas Mycobacterium 2 siséltaa palo-
rypélehappoa.

Mykobakteereja kasvatetaan tavallisimmin +35 - 37 C°ssa. Poikkeuksena
kuitenkin vaihtolampdisista eldimista kuten esimerkiksi kaloista eristetyt my-
kobakteerit, joita kasvatetaan +30 C°ssa. Monien mykobakteerien kasvua
voidaan nopeuttaa 5 - 10 prosentin hiilidioksidilisalla. Kasvatusta jatketaan
kolmen kuukauden ajan, minka aikana niita tarkastellaan yleensa viikon va-
lein. Jos kyseessa on kuitenkin voimakas epaily tai kalanayte, kasvatetaan
naytteitd mahdollisesti pidempaan. [2, s. 439; 5, s. 2236.]

2.4.4 Lajinmééritys

Alustavaa tietoa mykobakteereista saadaan kasvunopeuden, kasvulampdéti-
lojen, pesakemorfologian ja varinmuodostuksen perusteella. Tarkempi lajin-
maaritys tapahtuu tavallisimmin nykyaan molekyylibiologisilla menetelmilla,
jotka ovat vahitellen syrjayttaneet ennen kaytetyt biokemialliset menetelmat.
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Molekyylibiologisilla menetelmien avulla tunnistus on entistd nopeampaa ja
helpompaa. [2, s. 439; 5, s. 2236.]

DNA-hybridisaatioon perustuvan AccuProbe-testin (Gen-Probe) avulla voi-
daan tunnistaa M. avium, M. avium -kompleksi, M. tuberculosis -kompleksi,
M. intracellulare, M. gordonae ja M. kansasii [18]. Testi perustuu komple-
mentaaristen nukleohappojuosteiden kykyyn yhdistya ja muodostaa pysyva
kaksoisjuoste. Chemiluminecent-merkatut yksijuosteiset DNA-koettimet hyb-
ridistoituvat bakteereista vapautetun ribosomaalisen RNA:n kanssa ja muo-
dostavat pysyvan DNA-RNA-hybridin. Merkatut DNA-RNA-hybridit mitataan
Gen-Probe luminometrilaitteella. Testi on nopea ja helppo tehda. Taman tes-
tin heikkoutena on se, etta kaikille kliinisesti merkittaville mykobakteereille ei
ole koettimia.

Kehittyneempi versio DNA-koettimista on liuskahybridisaatiotesti, jossa yh-
teen liuskaan on liitetty koettimet useamman mykobakteerilajin tunnistami-
seen. Lajimaaritys kitin avulla perustuu kolmeen paavaiheeseen. Ensimmai-
seksi DNA eristetdan kasvaneesta mykobakteerista. Taman jalkeen tutkitta-
van mykobakteerin DNA monistetaan PCR-tekniikalla. Lopuksi hybridisaa-
tion avulla saadaan selville bakteerin laji antamalla tuotteen hybridisoitua
testiliuskalla olevien koettimien kanssa, jolloin positiivinen tulos saadaan néa-
kyviin varireaktion avulla. Testin suorittaminen vie enemman aikaa ja sisal-
tdd enemman tydvaiheita kuin yksittaiset DNA-koettimet. Se on kuitenkin
huomattavasti herkempi monistusvaiheen johdosta. Liuskahybridisaatio-
menetelma@an perustuvia testejd ovat muun muassa Hain Lifescience
-yrityksen GenoType® Mycobacterium CM (13 lajia) ja GenoType® Mycobac-
terium AS (16 lajia) ja GenoType® MTBC (erottelee M. tuberculosis
-kompleksin bakteerilajit) seka Innogenetics-yrityksen Inno-Lipa Mycobacte-
ria v2 (16 lajia) [20]. Lisdksi on olemassa GenoType® Mycobacteria Direct
-testi (Hain Lifescience), jolla voidaan suoraan potilasnaytteesté tunnistaa 5
mykobakteerilajia [19].

Lajinmaéaritys voidaan suorittaan myds sekvensoinnin avulla. Tall6in selvite-
td&n mykobakteerin 16S rRNA:ta koodaavan geenin emasjarjestys. Talla
alueella ovat jokaisella mykobakteerilajilla toisistaan eroavat DNA-
sekvenssit. Tutkittavasta kohteesta eristetty DNA monistetaan ensin
PCR:lI4, jonka jalkeen tuotteen emasjarjestys selvitetddn sekvensoimalla.

Taman jalkeen saatua geenisekvenssia verrataan tietokannassa oleviin tun-
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nettujen mykobakteerilajien sekvensseihin. Sekvensointi vaatii kalliit laitteis-
tot ja osaavat ihmiset. Sen avulla pystytdan tutkimaan myés tavallisissa ela-
tusaineissa kasvamattomia mykobakteereja. Mykobakteerien diagnostiik-
kaan on kehitetty myds DNA-mikrosiru, jolla saadaan tunnistettua kaikki tun-
netut mykobakteerilajit ja tarkeimmat laakeresistenssia aiheuttavat mutaati-
ot. Toistaiseksi naita tosin kaytetdan vain tutkimustarkoituksiin. [5, s. 2237.]

2.5 Liuskahybridisaatiotesti
2.5.1 Yleistad

Hain Lifescience -yritykseltd on saatavissa neljanlaisia liuskahybridisaatio-
menetelmdin perustuvia mykobakteereja tunnistavia kitteja: GenoType®
Mycobacteria Direct, GenoType® MTBC (Mycobacterium tuberculosis Comp-
lex), GenoType® Mycobacterium AS (Additional Species) ja tydssa kaytetty
GenoType® Mycobacterium CM (Common Mycobacteria). GenoType® My-
cobacteria Direct -kitilld voidaan tunnistaa suoraan potilaan naytteesta viisi
merkittavintd mykobakteerilajia, jotka ovat M. avium, M. intracellulare, M.
kansasii, M. malmoense ja M. tuberculosis -kompleksi. GenoType® MTBC
-testilld puolestaan voidaan tunnistaa M. tuberculosis -kompleksin bakteerit
viljellystd materiaalista. [20.]

GenoType® Mycobacterium AS ja GenoType® Mycobacterium CM ovat toisi-
aan taydentavia menetelmid, joissa molemmissa on koettimet eri lajien tun-
nistamiseen. Molemmat menetelméat siséltéavat kuitenkin samat vaiheet. Ge-
noType® Mycobacterium CM -testin liuskoihin on liitetty koettimet seuraavi-
en mykobakteerilajien tunnistamiseen: M. avium ssp., M. chelonae, M. abs-
cessus, M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. in-
terjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. peregrinum, M. marinum/M. ulce-
rans, M. tuberculosis -kompleksi ja M. xenopi (kuva 2). Kyseiset lajit ovat
Kliinisesti merkittavia. [19.]
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Kuva 2. GenoType® Mycobacterium CM -kitill tunnistettavat mykobakteerilajit [21]

GenoType® Mycobacterium AS -kitilld pystytddn tunnistamaan 16 ei-
tuberkuloosi-mykobakteerilajia, joita ovat M. simiae, M. mucogenicum, M.
goodii, M. celatum, M. smegmatis, M. genavense, M. lentiflavum, M.
heckeshornense, M. szulgai / M. intermedium, M. phlei, M. haemophilum, M.
kansasii, M. ulcerans, M. gastri, M. asiaticum ja M shimoidei (kuva 3). [21;
22.]
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Kuva 3. GenoType® Mycobacterium AS -kitilld tunnistettavat mykobakteerilajit [21]

Mykobakteerien tunnistamiseen on saatavilla myds Inno-Lipa Mycobacteria
v2 -testi (Innogenetics). Kyseisella kitilla voidaan tunnistaa 16 mykobakteeri-
lajia: M. tuberculosis -kompleksi, M. kansasii, M. xenopi, M. gordonae, M.
genevense, M. simiae, M. marinum ja M. ulcerans, M. celatum, MAIS, M.
avium, M.intracellulare, M, scrofulaceum, M. malmoense, M. haemophilum,

M. chelonae -kompleksi, M. fortuitum -kompleksi ja M. smegmatis. [22.]

Inno-Lipa- ja GenoType Mycobacterium -menetelmia arvioitin Makisen ym.
tutkimuksessa, jossa tutkimuskohteena toimivat 81 suomalaispotilaasta eris-
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tettyd mykobakteerikantaa. Inno-Lipa tunnisti oikein 89,4 % 66 eristetysta
kannasta, kun taas GenoType tunnisti oikein 95,1 % 81 kannasta. Tutkimuk-
sessa vertailtiin naiden kahden testin taloudellista kannattavuutta, helppo-
kayttoisyyttd ja tulosten tulkitsemista. PCR-monistuksessa Inno-Lipa-
menetelmalld oli ongelmia kolmen M. chelonae -kannan kanssa ja GenoTy-
pe-menetelmalla M.intracellulare -kannan kanssa. Molemmat antoivat kiel-
teisen tuloksen, vaikka eri menetelmét ja toinen testeista tunnisti kannat oi-
kein. Inno-Lipa epé&onnistui lisdksi kahden M.intracellulare- ja kahden
M.scrofulaceum  -kannan  tunnistuksessa.  Mydskdan  GenoType-
menetelmalld ei kyseisten M. intracellulare -kantojen tunnistamisessa onnis-
tuttu. Mukaan luettuna PCR-negatiivinen kanta GenoType-menetelmalla
epaonnistuttiin kolmen M. intracellulare -kannan ja yhden M. avium -kannan
tunnistamisessa. [23, s. 3478 - 3479.]

Inno-Lipa-testissa on muiden kontrollien lisaksi hybridisaatiolampétilakontrol-
li, jonka mukaan lampdtila oli yleensa liian alhainen. Tama ei kuitenkaan joh-
tanut vaariin tunnistuksiin. Tulosten perusteella molemmat menetelméat ovat
nopeita, luotettavia ja helppoja suorittaa. Inno-Lipa-menetelmalla on kuiten-
kin tiukemmat olosuhdevaatimukset. Tama tulee ongelmaksi varsinkin useita
naytteita tehdessa. Lampdtila ei pysy optimaalisena, silla menetelmassa on
paljon pipetoimisvaiheita. Huolimatta siitd, ettd GenoType-menetelmén lius-
koissa ei ole hybridisaatiolampétilakontrollia, myds kyseisen menetelman
liuskoihin voi muodostua useita vaaria viivoja hybridisaatiolampdtilan ollessa
lian alhainen. Tutkimuksen mukaan GenoType-menetelm& on sopivampi
menetelma@ mykobakteerien tunnistamiseen Suomessa laajemman lajivali-
koiman, pienempien reaktio-olosuhdevaatimusten, taloudellisen kannatta-
vuuden ja paremman suorituskyvyn takia. [23, s. 3479 - 3481.]

Mybéhemmin tehtiin samankaltainen Sarkolan ym. tutkimus, jossa kerattiin
mykobakteerieristyksid kuuden kuukauden ajalta. GenoType toimi osana ru-
tiinidiagnostiikkaa, jossa aluksi eristykset tunnistettin  AccuProbe-
menetelmalld ja negatiiviset tunnistettiin sekvensoinnilla. GenoType tunnisti
178 tapauksesta 150 oikein eli 89,3 %. Tama oli hieman vahemman kuin
edellisessa tutkimuksessa (noin 95 %). Vaaran tuloksen antoivat 19 tapaus-
ta. Naistd yhdeksaa testi ei tunnistanut muuta kuin mykobakteerisukutasolla
(yksi M. gordonae, nelja M. intracellulare ja nelja M. fortuitum eristysta).
Kaksi eristysta reagoi sekd M. avium- ettd M. intracellulare -spesifisten koet-
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timien kanssa. Yksi M. palustre -kanta ja kolme M. lentiflavum -kantaa pysyi-
vat negatiivisina. Tutkimuksen mukaan lajinsisdiset vaihtelut geeneissa ovat
mahdollisia, mik&d saattaa johtaa vadriin tuloksiin. M. scrofulaceum
-koettimen epéaspesifisyydesta johtuen kaksi M. interjectum -kantaa risti-
reagoivat kyseisen koettimen kanssa. Ristireaktion antoi myds yksi sellainen
kanta, jota kyseisella kitilla ei pysty tunnistamaan. Liséksi M. mycogenicum
-kanta antoi positiivisen hybridisaatiotuloksen M. fortuitum -koettimen kans-
sa. Tama saattoi johtua siitd, ettd M. mycogenicum ja M. fortuitum kuuluvat
samaan kompleksiin ja ndin ollen niilla saattaa olla samanlainen nukleoti-

disekvenssi kyseiselld tunnistuskohdalla. [24, s. 642 - 644.]

Eras kiinnostava asia tutkimuksessa havaittin M. tuberculosis -kompleksin
kohdalla. GenoType havaitsi 12 kantaa M. tuberculosis -kompleksiksi, vaikka
AccuProbe antoi kielteisen tuloksen. Sekvensoinnin avulla kyseiset eristyk-
set varmistettiin. Kun viisi paivad myéhemmin eristyksid tunnistettiin uudes-
taan AccuProbe-testilld, se tunnisti ne oikein. Nain ollen GenoType-testin to-
dettiin olevan herkempi kuin AccuProbe, kun kyseessd on M. tuberculosis
-kompleksi. My6s kyseisen tutkimuksen perusteella GenoType on nopea ja
luotettava menetelma tunnistettaessa mykobakteerieristyksia potilaista. Testi
soveltuu myds hyvin kaytettavaksi ruutinilaboratorioon. Tutkimuksen tehnyt
Suomen mykobakteerireferenssilaboratorio otti  GenoType-menetelmén
osaksi rutiinidiagnostiikkaa. Sekvensoinnin avulla kuitenkin tutkitaan jatkos-
sakin ne eristykset, jotka antoivat negatiivisen tai epédselvan tuloksen Geno-
Type-menetelmalla. [24, s. 642 - 644.]

2.5.2 GenoType® Mycobacterium CM (Hain Lifescience)

GenoType® Mycobacterium CM -kitin avulla lajinmaaritys perustuu kolmeen
paavaiheeseen. Ensimmaiseksi DNA eristetadn viljellystd materiaalista. Ta-
man jalkeen DNA monistetaan PCR:lI4, jossa kaytetdan biotinyloituja aluk-
keita. Lopuksi kdanteisen hybridisaation avulla saadaan selville bakteerin la-
ji. Hybridisaatio siséltda seuraavat vaiheet: monistetun tuotteen kemiallinen
denaturaatio, monistetun yksijuosteisen biotiinileimatun tuotteen hybridisaa-
tio membraaniin sidottuihin koettimiin, stringent-pesu, streptavidiini/alkalinen
fosfataasi (AP) -konjugaatin lisdys ja AP:n valittdma varireaktio. Templaatin
avulla luetaan ja tulkitaan saatu viivakuvio. [5; 25, s. 16.]

Tulosten tulkinta perustuu varireaktioihin. Liuskaan mahdollisesti muodostu-

vat kolme ensimmaistd viivaa ovat kontrollivivoja. Ensimmainen viiva on
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konjugaattikontrolli (CC), joka kertoo konjugaatin sitoutumisen tehokkuudes-
ta ja substraattireaktiosta. Taman viivan tulee olla jokaisessa liuskassa,
vaikka kyseessa ei olisikaan mykobakteeri. Vydhykkeen kaksi yleinen kont-
rolli (UC) havaitsee kaikki tunnetut mykobakteerit ja gram-positiiviset baktee-
rit, joilla on korkea G + C pitoisuus. Jos liuskaan muodostuu seka yleisen
kontrollin ettd konjugaattikontrollin viiva muiden viivojen tdsmaamatta kui-
tenkaan tulkintataulukon viivayhdistelmiin, pitdd kyseinen bakteerilaji selvit-
tdd muilla menetelmilld. Ainoastaan ne viivat, jotka ovat suunnilleen yhta
vahvoja tai vahvempia kuin UC-viiva, tulee ottaa huomioon. Kohdalle kolme
muodostuva sukukontrolli (GC) -viiva kertoo mykobakteerisuvun jasenen
lAsndolon. Viivan intensiteetti riippuu mykobakteerilajista. Sukukontrolliviiva
voi jaadda pois huolimatta mykobakteerin DNA:n Idsn&olosta. Jos kuitenkin
lajispesifisten vybhykkeiden viivoja ilmaantuu, monistumisreaktio on edennyt
kunnolla ja testin tulokset ovat voimassa. Muut vybhykkeet ovat spesifisia
koettimia, joiden avulla tunnistetaan mykobakteerilaji. Viivayhdistelmien tul-
kintataulukko on liitteena 1 [25]. Kitin mukana tulee erityinen arviointipaperi
(liite 2), jonka merkatut CC ja UC kohdat kohdistetaan kehittyneen liuskan
vastaaville kohdille. Vérireaktiot kirjataan yl6s ja niiden perusteella tiedetadn
mykobakteerilaji. Jokaisella liuskalla on yhteensd 17 reaktioaluetta. [25, s.
22 - 23]

2.5.3 Vidrireaktio

GenoType-menetelméssé mykobakteerien tunnistaminen tapahtuu varireak-
tion avulla (kuva 4). Monistettu tuote on leimattu biotiinilla, johon sitoutuu
spesifisesti ja tiukasti streptavidiini-proteiini. Streptavidiiniin on liitetty eli kon-
jugoitu entsyymi, alkalinen fosfataasi (AP). Liuskaa uitetaan streptavidiini-
AP-konjugaattia siséltavassa liuoksessa, jolloin fosfataasi sitoutuu streptavi-
diinin valityksella tiukasti tuotteessa olevaan biotiiniin. Havaitsemisreaktio
tapahtuu lisdamalla liuokseen AP-entsyymin substraattia, jolloin tapahtuu va-
rireaktio. [26.]



16

B
B T

Liuska spesifisilld koetmpmmotteilla

Biotmyloitu PCR-tuote

B = biotiini
SA = streptatavidimi
AP = alkalmen fosfataasi

Hybridisaatio

B

Virireaktio

/

lainnitetian AP -
streptavidimnikonjugaatti

Substraattilnoksen lisiys

Y

Kuva 4. Streptavidiini / alkalinen fosfataasi -vérireaktio [26]

3 KOKEELLINEN OSA

3.1 Tausta ja tavoitteet

Eviraan tulleista normaalidiagnostiikan mykobakteeripositiivisista naytteista
yli 95 prosentista 16ytyy M. avium -bakteeri, jonka tunnistamiseen kaytetaan
AccuProbe-kittid. Osa naytteista, varsinkin kalanaytteet, siséltavat kuitenkin
myds muita mykobakteerilajeja. Tavoitteena oli 16ytdad AccuProbe-testia tay-
dentdvd menetelma, jolla saataisiin nimi useammalle mykobakteerilajille.
Tybhon valittiin lajirunsauden ja Kliinisesti merkittavien lajien tunnistamisky-
vyn perusteella Hain Lifescience GenoType® Mycobacterium CM -kitti. Ta-
voitteena oli ensiksi saada kaupallinen Mycobacterium CM -kitti (kuva 5)
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toimimaan M. avium ATCC 25291 -bakteerilla. Taman jalkeen kokeiltiin toi-
mivuutta eldaimista eristetyilla 16 naytekannalla sekd M. intracellulare ATCC
13950- ja M. tuberculosis ATCC 25177 -kannoilla. Nain saatiin tietoa kitin

toimivuudesta kaytanndssa.

Kuva 5.Hain Lifescience Geno Type@ Mycobacterium CM -kKitti

Tydvaiheet suoritettiin GenoType® Mycobacterium CM -kitin ohjeen mukai-
sesti, jota tarkennettiin myds tydn edetessa (liite 3).

3.2 Aineisto ja menetelmét
3.2.1 Kantojen viljely

Tydsséa kaytettiin seka ATCC-kantakokoelman etta eldinnaytteista eristettyja
kantoja, joista muut kuin M. avium ssp. -kannat oli tunnistettu Kuopion kan-
santerveyslaitoksella ja Kuopion yliopistollisen sairaalan kliinisen mikrobiolo-
gian laboratoriossa. M. avium ssp. -kannat oli puolestaan tunnistettu Eviras-
sa AccuProbe-testilld. Kaikkia kantoja sailytetdan -70 °C:n pakastimissa gly-
seroliseerumilihalienta sisaltavissa putkissa. ATCC-kantoja kaytetddn myds
muissa t6issa, jonka vuoksi ne oli viljelty jo valmiiksi kasvatusputkiin ja niita
pidettiin +37 °C:n [Ampdkaapissa. Tydssa kaytettin M. avium ATCC 25291-,
M. intracellulare ATCC 13950- ja M. tuberculosis ATCC 25177 -kantoja. M.
tuberculosis ATCC -kanta oli avirulentti eli tautia aiheuttamaton.
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Eviran mykobakteerikantakokoelmasta etsittiin tyéhén sopivia elainkantoja.
Tybhon pyrittiin ottamaan mukaan kaksi kantaa jokaista kitille sopivaa bak-
teeria, mutta osasta I6ytyi vain yksi. Lisaksi mukaan otettiin interkalibrointi-
nayte, joka tuli Eviraan tydn aikana (taulukko 1). Nain saatiin tutkittavaksi ai-

to tilanne, jossa ei tiedetty bakteerin nimeé etukateen.

Taulukko 1. Tydsséa kaytetyt eldin- ja ATCC-kannat

ty’;rs‘;a Paﬁi‘”s Bah‘r‘?” Bakteeri Eldinlaji
1 1089 4186,/00 M. fortuitum Nauta
2 1385 3131,/01 M. fortuitum Nauta
3 1289 563,/01 M.scrofulaceum Kiekkokala
4 1711 18434/03 M.scrofulaceum Nauta
5 1850 515,/05 M. avium ssp. avium Sika
6 1852 5835,/04 M. avium ssp. avium Sika
7 1474 2628,/02 M. interjectum Nauta
8 1423 1637,4,/02 M. marinum Seeprakala
9 1748 3551,/03 M. marinum Kala
10 1439 3112¢/01 M. xenopi Nauta
11 53 3585/92 - for t”,’\t””';v’l‘g 5o | kala
12 609 40854/99 M. chelonae Sinirihmakala
13 1676 60774/02 M. malmoense Nauta
14 1732 1848,/03 M. malmoense Nauta
15 1434 3120,/01 M. fortuitum Nauta
16 1597 49374/02 M. gordonae Nauta
17 ATCC 13950 | M. intracellulare
18 ATCC 25177 II\e/ln tl‘tl,i/berculosis, aviru-
19 2827,/07 rli)ée;:: interkalibrointi
ATCC 25291 M. avium

*Department for Environment Food and Rural Affairs

Viljelyt tehtiin laminaarikaapissa suojakéasineet kadessa. Jadhyhmaa viljeltiin
noin 10 pl:n silmukallinen seka& M;- ettd M,-vinopinnoille. Kalakannoista vil-
jeltiin kahdet M;- ja M,-putket, jotta ne voitiin laittaa kahteen eri lampétilaan.
Kalakannat kasvavat useimmiten paremmin alhaisemmassa lampétilassa
kuin muut mykobakteerit, mutta kahdella eri 1ampétilalla varmistettiin hyva
kasvu ainakin toisessa lampétilassa. Kaikki muut kuin kalakannat laitettiin
+37 °C:n lampdkaappiin. Kalakannoista toinen putki laitettiin +37 °C:n ja toi-
nen +30 °C:n ldmpdkaappiin. Interkalibrointindyte kasvoi valmiiksi verimaljal-

la, joten sitd ei tarvinnut viljella (kuva 6).
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Kuva 6. Interkalibrointindyte verimaljalla

Mykobakteerien pitkédn kasvuajan vuoksi kantoja tarkasteltiin useaan ottee-
seen. Kun viljelysta oli kulunut noin viisi viikkoa, katsottiin bakteerimassaa
olevan riittdvasti ty6ta varten. Putkia tarkasteltiin ja kirjattiin ylés bakteeri-
pesakkeiden ulkonakd (koko, pigmentti), kasvutapa ja maéra (kuva 7). M;- ja
M,-putkista valittiin vain paremmin kasvanut putki ty6ta varten. Paadyttiin va-
litsemaan yhtendisesti kaikista M;-putki. Kahdessa eri [ampdtilassa kasva-
neista kalaputkista valittiin paremmin kasvanut. Taulukon 1 kannoista nro 3,
8 ja 9 valittiin +30 °C:n lampétilassa kasvaneet M;-putket. Kannoista nro 11
ja 12 valittiin puolestaan +37 °C:n lampétilassa kasvaneet M;-putket.

Kuva 7. Putkissa viljeltyjd mykobakteerikantoja
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3.2.2 DNA-eristys

323 PCR

M. avium ATCC 25291- ja E. coli -bakteerien DNA-eristyksen aikana kaytet-
tiin suojavarusteina ainoastaan kertakaytt6hihasuojia ja -kasineita. Elainkan-
toja ja muita ATCC-kantoja eristettdessa puolestaan kaytettiin edellisten li-
saksi myds hengityssuojainta. Kaikkien kantojen aikana tydskenneltiin la-
minaarikaapissa. Nain valtyttiin riskiltd kontaminoida néytteitd ja saamasta
itse tartuntaa. DNA-eristys suoritettiin aluksi vain M. avium- ja E. coli
-bakteereille alkutestauksia varten. Talldin suoritettin PCR my6és samana
paivana. Eldinkantoja tehdessa kaikki vaiheet suoritettiin eri paivina.

DNA-eristys perustui kolmeen vaiheeseen. PCR-veteen suspensoitua bak-
teerimassaa sisaltavia eppendorf-putkia inkuboitiin +95 °C:n Iampdblokissa,
jolloin bakteerit tapettiin ja solujen hajoitus aloitettiin. Taman jalkeen putket
siirrettiin ultradé@nihauteeseen, jossa bakteerien vahvaa seindmarakennetta
hajoitettiin lisda. Lopuksi kaikki ylimaarainen sentrifugoitiin putkien pohjalle,
jolloin saatiin DNA supernatanttin. Koska DNA-liuokset haluttiin saastaa
mybhempaa kayttéa varten, ne siirrettiin aina uuteen eppendorf-putkeen ja
pakastettiin -20 °C:ssa.

PCR suoritettiin Eviran tydmenetelmien mukaisesti. Mastermix-liuos tehtiin
erillisessa laboratoriossa laminaarikaapissa, jossa kaytettiin kontaminaatioi-
den estéamiseksi kertakayttokasineita ja -hihasuojia. Naytteenlisdys tapahtui
toisessa laboratoriossa erillisessa naytteenlisdyslaminaarissa.

PCR-vaihetta varten kitin mukana tuli aluke (biotinyloitu) / nukleotidiseos
(PNM-liuos). Puskurina kaytettiin Finnzymesin MgCl, sisaltavaa 10 x pusku-
ria  DyNAzyme DNA-polymerasille ja entsyymind DyNAzyme DNA-
polymeraasia (2U/ul). PNM-liuos, puskuri, entsyymi ja PCR-vesi pipetoitiin
eppendorf-putkeen, josta tdtd Mastermixia jaettiin yhtd moneen putkeen kuin
oli naytteita. Lopuksi lisattiin ndyte. Naytteet sentrifugoitiin putken pohjalle ja
siirrettiin PCR-laitteeseen. Saadut PCR-tuotteet siirrettiin -20 °C:n pakasti-

meen ohjelman loputtua.
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3.2.4 Hybridisaatio

Hybridisaatiovaihetta varten kitti sisélsi muoviset kaivot ja 12 kalvoliuskaa,
joissa oli spesifiset koetinpinnoitteet. Lisdksi mukana olivat seuraavat rea-
genssit: denaturaatioliuos (DEN), hybridisaatioliuos (HYB), Stringent-
pesuliuos (STR), Rinse-pesuliuos (RIN), konjugaattikonsentraatti (CON-C),
konjugaattipuskuri (CON-D), substraattikonsentraatti (SUB-C) ja substraatti-
puskuri (SUB-D). Hybridisaatiovaihe tehtiin laminaarikaapissa kayttaen ker-
takayttokasineita ja -hihasuojia.

Kaivoihin lisattiin aluksi nayte ja denaturaatioliuosta (DEN), jolla denaturoitiin
monistettu DNA kemiallisesti huoneenlampétilassa. Taman jalkeen joukkoon
lisattiin esilammitettyd hybridisaatiopuskuria (HYB) ja merkatut liuskat. Kai-
vot siirrettiin +45 °C:n sekoittavaan lampéhauteeseen, jolloin tapahtui monis-
tettujen yksijuosteisten biotiinileimattujen tuotteiden hybridisaatio membraa-
neihin sidottuihin koettimiin. Edelliset liuokset poistettiin ja liuskat pestiin esi-
lAmmitetylld Stringent-pesuliuoksella (STR) +45 °C:n lampédtilassa sekoitta-
vassa lamp6hauteessa. Tasta eteenpain kaikki vaiheet suoritettiin huoneen-
lampdtilassa ja aineiden vaikutusajan kaivoja sekoitettiin sekoittavalla laval-
la. Liuskat pestiin viela Rinse-liuoksella (RIN), jonka jalkeen liséttiin strepta-
vidiini/alkalinen fosfataasi -konjugaattia (KON-C/KON-D). Konjugaatti pestiin
pois huuhtomalla kahteen kertaan Rinse-liuoksella ja kerran tislatulla vedel-
l&. Lopuksi kaivoihin lisattiin substraattia, jolloin tapahtui streptavidiini / alka-
linen fosfataasi -konjugaatin vélittdma varireaktio. Substraattiliuos on herkka
valolle, joten laminaarikaapista sammutettiin reaktion ajaksi valot ja kaivot
suojattiin foliolla. Varireaktio keskeytettiin halutulla kohdalla huuhtomalla
liuskat pariin kertaan vedella.

Hybridisaatiovaihe vaati eniten tyén aikana saatamista. Oikeanlaisten olo-
suhteiden aikaansaamiseksi ilman kitin valmistajan ravistelevaa lampéhau-
detta tehtiin erilaisia kokeiluja. Lisaksi substraatin vaikutusajan vaikutusta
seurattiin. Ensimmaisissa kitin koeajoissa sekd ATCC- ettd elainkannoilla
substraatin vaikutusaika vaihteli silmamaaraisten havaintojen perusteella.
Reaktio keskeytettiin, kun katsottiin viivojen olevan silméamaaraisesti hyvia
eika tausta ollut kovin tummunut. Substraatin vaikutusaikaa alettiin kuitenkin
seurata, kun huomattiin viivoja puuttuvan, niita oli liikaa tai tausta oli tumma.

Taman jalkeen tehtiin testi, jossa kokeiltiin eri aikoja.
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3.2.5 Laitetestaukset

Tybhon tarvittiin joko Kitin valmistajan inkubaattori tai ravisteleva 1ampdéhau-
de eikd eldintautibakteriologian ryhmalla ollut kumpaakaan kéaytettavissa.
Heti tydn alettua kehitettiin laiteyhdistelmd, jossa oli ravisteleva lava ja ve-
siastia lampoOkaapissa. Naytteet laitettiin vesiastiaan, jotta saatiin tasainen ja
tehokas lammdnsiirto ndytekaivoihin. Tydn aikana kuitenkin huomattiin 1am-

potilan heittelevan liian paljon raja-arvoista.

Pyrittiin kehittam&an sellainen laiteyhdistelma, ettd Idmmdnsiirto oli mahdol-
lisimman tehokasta ja laitteen kéytté ei olisi lian monimutkaista. Ensiksi teh-
tiin erilaisia yhdistelmia Iampdkaappiin, kunnes huomattiin [ampétilan pysy-
minen raja-arvoissa mahdottomaksi. Oven aukominen ja laitehuoneen hyva
tuuletusjarjestelma johti kaivojen liialliseen jaahtymiseen. Lisaksi ravistele-
van lavan lammadnkestavyys tuli esteeksi. Taman jalkeen paadyttiin laiteyh-
distelmaén, joka oli huoneenlampdtilassa. Ravistelevan lavan paalle laitettiin
lAampdblokki, johon tehtiin foliosta naytekaivojen mukaiset foliokaivot.

3.2.6 Tulosten tulkinta

Tulosten arvioinnissa kaytettiin kitin mukana tullutta arviointipaperia (liite 2)
ja taulukkoa (lite 1), josta selvisivat viivojen merkitykset. Viimeisten sub-
straattireaktion keskeyttavien vesihuuhtelujen jalkeen liuskat siirrettiin imu-
paperien valiin ja tdman paalle folio, jotta valo ei pdassyt vaikuttamaan lius-
koihin. Liuskojen annettiin kuivua vahan aikaa, jonka jalkeen ne siirrettiin yk-
sitellen arviointipaperin viereen. Liuska laitettiin arviointipaperin viereen si-
ten, ettd kolme ensimmaista arviointivivaa meni kohdakkain liuskan kolmen
ensimmaisen viivan kanssa. Liuskaa siirreltiin alareunassa olevalta kahdella
viivalla eristetyltd alueelta. Kun viivat olivat kohdakkain, katsottiin arviointi-
paperista liuskan muiden viivojen kohdat ja ndiden kohtien numerot. Taulu-
kosta nahtiin mitd bakteeria vastasi kukin viivayhdistelma, joka oli jokaiselle
bakteerilajille yksildllinen.

3.3 Kitin koeajo

Ty6 suoritettiin aluksi ainoastaan M. avium ATCC 25291 -kannalla, jotta nah-
tiin testin toimivuus kaytettavissa olevilla laitteilla ja olosuhteilla. Liséksi ko-
keiltiin, millaisen tuloksen kitti antaa jollekin muulle bakteerille kuin mykobak-
teereille. Tahan tarkoitukseen valittiin Eschericia coli. Tyd suoritettiin taysin
samalla tavoin kahteen kertaan. Talla tavoin saatiin kokemusta kitin kaytos-
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ta. Ainoastaan DNA:n eristdmista ei toistettu, vaan DNA:t otettiin pakkasesta
ja muuten vaiheet suoritettiin tydohjeen mukaisesti (lite 3). Hybridisaatiovai-

heessa substraattiliuoksen annettiin vaikuttaa noin 5 - 10 minuuttia.

Suurin eroavaisuus kitin ohjeisiin verrattuna oli kdytettavissa olevat laitteet.
Kitin mukaan tyén hybridisaatio- ja pesuvaiheeseen tarvittiin ravisteleva ve-
sihaude tai kitin valmistajalta saatava inkubaattori. Taman laitteen tilalla
tydsséa kaytettiin +45 °C [Ampdkaapin sisélla olevaa ravistelevaa lavaa, jossa
oli vedelld taytetty metallinen astia paalla (kuva 8). Kaivot laitettiin hybridi-
saation ja pesun ajaksi veteen. Nain pyrittiin saamaan tasainen lammaonkul-

ku jokaiseen kaivoon.

Kuva 8. Ravisteleva lava ja vesiastia ldmpdkaapissa
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Tulokset

M. avium ATCC 25291 -bakteerin liuskat vastasivat toisiaan (taulukko 2). Mo-
lempiin muodostui nelja selvda tummaa viivaa, mutta ei vaaleata fakultatii-
vista viivaa kohtaan 6. Taustat olivat puhtaita. My6s E. coli -bakteerin liuskat
vastasivat toisiaan. Liuskoihin muodostui ainoastaan yksi tumma viiva vy6-

hykkeelle 1 (konjugaattikontrolli). Taustat olivat puhtaita. (Liite 4, 8.5 ja 16.5.)

Toistd saatujen tulosten perusteella arvioitiin testin toimivan, vaikka kaikkia
fakultatiivisia vaaleita viivoja ei muodostunutkaan. Tummat viivat olivat kui-
tenkin selkeéat ja oikeilla kohdilla. E. coli -bakteerille testi antoi vain yhden

viivan kuten pitkin.

3.4 Elain- ja ATCC-kantojen koeajot

Tyd suoritettiin kaikilla valituilla elain- ja ATCC-kannoilla (M. intracellulare
ATCC 13950, M. tuberculosis ATCC 25177), jotta saatiin tietda kitin toimi-
vuus kaytdnndssa. Elain- ja ATCC -kantojen DNA:t eristettiin ja tehtiin PCR.
Hybridisaatiovaihe tehtiin pienemmissa erissa (6 -7 kantaa/kerta). Nain val-
tyttiin naytteiden valisten suurten aikaerojen mahdollisesti tuomilta virheilta.
Substraatin vaikutusajat vaihtelivat 15 - 20 minuuttiin.

Tulokset

Téaysin oikean tuloksen 19 kannasta (mukaan luettuna ensimmaisen koeajon
M. avium ATCC 25291 -kanta) antoi ainoastaan M. tuberculosis ATCC
25177 -kanta (nro tyéssa 18), jossa seka tummat ettd vaaleat viivat tdsmasi-
vat eikd vaaria viivoja ollut lainkaan (taulukko 2). M. intracellulare ATCC
13950 (nro ty6éssa 17) -kannalla tummat viivat olivat selkeita ja oikeilla koh-
dilla. My6s oikea vaalea viiva vybhykkeelld 6 oli selvasti ndhtavissa, mutta
haamuviivoja oli vydhykkeilld 7, 8 ja 10. (Liite 4, 25.5, 28.5 ja 29.5.)

Eldaimista eristetyistd kannoista tummat viivat olivat kaikilla muilla kannoilla
oikein paitsi kannoilla 3 (M. scrofulaceum) ja 12 (M. chelonae). Kannalta 3
puuttui tumma viiva vyéhykkeelta 9, jotta se olisi M. scrofulaceum. Kyseiselle
viivayhdistelmalle ei taulukosta (lite 1) vastausta |6ytynyt. Toiselle
M. scrofulaceum -kannalle (kanta nro 4) testi kuitenkin antoi tummat viivat
taysin oikein, mutta fakultatiivinen vaalea viiva puuttui kohdalta 6. Lisaksi
taustalla oli nahtavissa jokaisen vyéhykkeen kohdalla todella vaaleita haa-
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muviivoja. Kannan 12 tummat viivat olivat vaarilla kohdilla. Tummien viivojen
perusteella kyseessa oli M. fortuitum -kanta, tosin vyéhykkeelld 7 oleva
tummempi viiva oli muita tummia viivoja paljon vaaleampi, kyseessa voi olla
myds selvd vaalea viiva. Myds tumma viiva vydhykkeelld 14 oli vaaleampi
kuin vybhykkeen 2 yleinen kontrolli, joten sen tulkitsemista viivaksi tuli harki-
ta. Lisaksi vydhykkeilld 6 ja 8 oli selvat vaaleat viivat ja vyéhykkeelld 10
haamuviiva. Nain ollen selvda vastausta kannalle 12 ei voitu antaa. (Liite 4,
25.5,28.5ja29.5.)

Oikeat fakultatiiviset vaaleat viivat olivat ndhtévissa tarkkaan tarkasteltuna
kannoilla 5, 6, 7, 8, 17 ja 18. Ainoastaan kannoilla 17 ja 18 ne olivat selvasti
nahtavissa. Mitkdan vaaleista viivoista eivat olleet kuitenkaan yhtd tummia
kuin yleinen kontrolli. Vaaria vaaleita ja haamuviivoja oli kaikissa muissa
liuskoissa paitsi kannalla 18 eli M. tuberculosis -bakteerilla. Lisaksi joissakin
liuskoissa oli ndhtavissa selvad varien levidmista tummemmista viivoista.
Kannan 10 kaivoon joutui vettd hybridisaation aikana, jonka vuoksi viivat ei-
vat olleet téysin onnistuneita. (Liite 4, 25.5, 28.5 ja 29.5.)

Osassa liuskoista oli ndhtévissa seka taustan sotkuisuutta ettéd vaaria vaalei-
ta viivoja tai vaaleat viivat puuttuivat. Kaikkien liuskojen kohdalla huomattiin,
ettd tulkinnalla oli suuri vaikutus. Tummien viivojen huomattiin kuitenkin tas-
maavan todella hyvin melkein kaikissa kannoissa. (Liite 4, 25.5, 28.5 ja
29.5.)

Interkalibrointinaytteessa nro 19 kaikki kolme kontrolliviivaa olivat selvia, jo-
ten kyseessa oli selvasti mykobakteeri. Kuitenkin vyéhykkeen 7 tumma (M.
fortuitum) viiva oli selvasti muita tummia viivoja vaaleampi. Selvaa vastausta
kyseiselld bakteerille ei pystytty antamaan. My6hemmin saadun tiedon mu-
kaan kyseessa oli M. smegmatis, jota ei kyseiselld testilla pystyta tunnista-
maan. (Liite 4, 25.5.)

Sukutasolla testi tunnisti kaikki eldin- ja ATCC-kannat oikein. Lajitasolla puo-
lestaan kitti tunnisti oikein tummien viivojen kohdalta 89,5 prosenttia kaikista
kannoista, kun taas ainoastaan elédinkannoista 87,5 prosentista saatiin oikea
tulos. Laskuihin ei ole otettu mukaan interkalibrointindytetta. (Liite 4, 8.5 ja
16.5, 25.5, 28.5ja 29.5.)
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Taulukko 2. ATCC- ja eldinkantojen tulokset tummien, UC ja GC -viivojen osalta

Nro . Bakteeri UC/GC Tu!:nmat Poikkeaman kuvaus
tyossa viivat
M. avium ok ok
ATCC 25291
5 M. avium ssp. avi- ok ok
um
6 M. avium ssp. avi- ok ok
um
viivat vaarilla kohdilla, vastaavat
12 M. chelonae ok - M. fortuitum -bakteerin viivoja,
mutta ovat vaaleampia kuin UC
M. fortuitum, M. tummien viivojen perusteella M.
11 chelonae, M. trivi- ok ok p . jen p :
ortuitum
ale
1 M. fortuitum ok ok
2 M. fortuitum ok ok
15 M. fortuitum ok ok
16 M. gordonae ok ok
7 M. interjectum ok ok
M. intracellulare
17| ATCC 13950 ok ok
13 M. malmoense ok ok
14 M. malmoense ok ok
8 M. marinum ok ok
9 M. marinum ok ok
M. tuberculosis
18 | ATCC 25177 ok ok
10 M. xenopi ok ok
3 M.scrofulaceum ok ) puuttuu tumma viiva vybhyk-
keeltd 9
4 M.scrofulaceum ok ok
19 Defra interkalib- ok i ei muodostunut selvid tummia
rointindyte viivoja

3.5 Substraatin vaikutusaika

Tydn aikana huomattiin substraatin vaikutusajalla olevan suuri merkitys tu-

loksille, joten paétettiin optimoida substraatin vaikutusaikaa kolmen ATCC-

kannan avulla. Naytteina toimivat M. avium, M. tuberculosis ja M. intracellu-

lare. Jokaisesta kannasta monistettiin riittavasti PCR-tuotetta hybridisaatioita

varten samanaikaisesti, jotta olosuhteet olivat kaikilla samat PCR:ssa.

Hybridisaatio suoritettiin ensimmaiseksi M. avium -bakteerille tybohjeen (liite

3) mukaisesti. Samaa kantaa pipetoitiin kuitenkin yhden kaivon sijasta nel-

jaan, jotta pystyttiin kokeilemaan neljad erilaista substraatin vaikutusaikaa.

Ajat olivat 5, 10, 15 ja 20 minuuttia. Kaivojen annettiin olla kiinni toisissaan

viimeiseen pesuun asti, jotta kaikkien kaivojen olosuhteet olisivat mahdolli-
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simman samat loppuun asti. Ajanotto aloitettiin pipetoimisen alettua, joten
ajat eivat olleet tarkkoja. Jokainen kaivo peitettiin erikseen foliopaperilla, jot-
ta jokaisen kaivon substraatti sai rauhassa vaikuttaa kyseisen kaivon ajan
loppuun asti. Substraattiliuos poistettiin jokaisesta kaivosta erikseen jokaisen
viiden minuutin kohdalla. Kun 20 minuuttia oli kulunut, kaikille kaivoille oli
suoritettu pesu ja liuskat oli valmiita tarkasteltavaksi. Sama suoritettiin seu-
raavien paivien aikana sekd@ M. tuberculosis- ettda M. intracellulare
-bakteereille.

Tulokset

Selvasti parhaimman tuloksen antoi yhad M. tuberculosis, jossa oikea vaalea
viiva oli koko ajan selvasti ndhtavisséa eika vaaria vaaleita viivoja ollut havait-
tavissa ellei todella tarkkaan katsonut. Viiden minuutin kohdalla kaikkien
kolmen bakteerin tummat viivat olivat selkeitéd ja melko vaaleita (harmaita)
verrattuna pidemman vaikutusajan liuskoihin. Oikeat fakultatiiviset vaaleat
viivat olivat 1ahes olemattomia. M. tuberculosis -kannalla kuitenkin oikea
vaalea viiva oli jo selvasti ndhtavissa vyOhykkeella 6. Kaikissa liuskoissa ol
tausta valkea eikd haamuviivoja ollut havaittavissa. (Liite 4, 6.6 - 8.6.)

Kymmenen minuutin kohdalla tummat viivat olivat selvasti tummempia kuin
viiden minuutin kohdalla. Tummien viivojen valissé oli nahtavissa levinnytta
varia. Oikeat vaaleat viivat oli myds M. avium- ja M. intracellulare -kannoilla
havaittavissa vydhykkeella 6. M. tuberculosis -kannan vaalea viiva oli jo to-
della selked. M. intracellulare -kannalla oli nahtavissa myds vaara vaalea vii-
va vybhykkeelld 10, joka oli yhtd tumma kuin oikea vaalea viiva. M. avium
-kannan liuskassa oli useita haamuviivoja. M. tuberculosis -kannan vyéhyk-
keen 10 tummasta viivasta oli selvasti levinnyt varia vyéhykkeelle 9. Vyo6-
hykkeella 11 oli havaittavissa haamuviiva, jos todella tarkkaan katsoi. Lisaksi
kaikkien liuskojen tausta alkoi tummua. (Liite 4, 6.6 - 8.6.)

Sama jatkui 15 ja 20 minuutin kohdalla. M. avium -kannan liuskoissa haa-
muviivat ja oikea vaalea viiva selkenivat ajan pidentyessa. M. intracellulare-
ja M. tuberculosis -kannoilla kaikki viivat selkenivat, myds vaara vaalea viiva.
Kaikkien kantojen kohdalla taustat jatkoivat tummumistaan ajan pidentyessa.
(Liite 4, 6.6 - 8.6.)

Ajan vaikutus oli selvasti nahtavissa liuskoissa jokaisen bakteerin kohdalla.

Huomattiin mitd pidempaan substraatin annettiin vaikuttaa, sitd enemman
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alkoi muodostua seké oikeita ettéd vaaria vaaleita viivoja ja alkoi esiintya
taustan tummumista. Naiden tulosten perusteella todettiin, ettéd paras tulos
saatiin luultavammin 10 - 15 minuutin kohdalla. (Liite 4, 6.6 - 8.6.)

3.6 "Ravisteleva lampo6haude” -laitteen valmistus
3.6.1 Ongelma

Substraatin vaikutusajan seurannan yhteydessa huomattiin ongelmia hybri-
disaatiovaiheessa kaytettdvassa l|ampdkaappi-ravistelija-yhdistelmassa.
Lampdtila ei pysynyt tydn vaatimissa raja-arvoissa, mikd saattoi olla syyna
tuloksien osittaiseen virheellisyyteen. Ongelma havaittiin ennen substraatin
vaikutusajan testauksien aloittamista M. tuberculosis -bakteerilla. Lampétilaa
seurattiin aina ennen hybridisaation aloittamista mittaamalla veden 1ampéti-
laa. Veden lampétila oli noussut ennen M. tuberculosis -bakteerin analyysin
aloittamista +47 °C:seen eli asteen liian korkeaksi (+45 °C £ 1 °C) annetuista
rajoista. Kun kaappia pidettiin vain vahan aikaa auki, lampétila puolestaan
laski +40 °C:seen. Myds lampédtilan nousu takaisin annettuihin rajoihin kesti
kauan (noin tunnin). M. tuberculosis -kannan testaus tehtiin kuitenkin lop-
puun lampédtilan noustua annettuihin rajoihin, jotta se oli vertailukelpoinen ai-
kaisempiin samalla laiteyhdistelmalla tehtyihin tuloksiin. Lampétilaa paatet-
tiin seurata digitaalimittarilla oikeata tilannetta vastaavissa tilanteissa. Veden
lampdtila nousi joka kerta liian korkeaksi ennen naytteen lisdysta ja pysyi
korkeana myds naytteen lisdyksen jalkeen.

3.6.2 \Vesiastian vaikutus ldmpdtilaan

Lampétilan nopean vaihtelun vuoksi kokeiltiin, miten isompaan vesiastiaan
(noin 2 litraa) vaihtaminen vaikuttaa lampétilaan. Astiaan rakennettiin taso
sopivalle korkeudelle naytekaivoja varten (kuva 9). Muuttamalla astian ja ra-
vistelijan sijaintia ldampdkaapissa seurattiin paikan vaikutusta veden lampéti-
laan. Lampdtilaa mitattiin vedestd seka digitaalisella ettd elohopeamittarilla
ja kaapin lampédtilaa seka kaapin omalla mittarilla ettad glyserolissa olevalla
elohopeamittarilla usean paivan ajan. Lampétila oli aamulla jarjestelmallises-
ti aina lilan alhainen (noin +41 - 42 °C) ja paivan edetessa nousi (noin +45 -
46 °C) huomattavasti korkeammaksi. Usean péivén seuraamisen ja mittarei-
den lisayksien jalkeen alettiin epailla, ettd ravistelija [ammittaa vetta paivan
aikana ja taman takia veden lampédtilan nousee aina iltaa kohti. Tama johtui
siita, etta laite aina sammutettiin yoksi ja laitettiin aamulla taas paalle. Ravis-



29

telijan ja vesiastian valiin laitettiin styroksilevy eristamaan lammaon siirtymista
laitteesta veteen. Taméan seurauksena veden lampétila ei noussut enda yli
+40 °C:n, vaikka laite oli koko ydn paalla. Todettiin, etta talla yhdistelmalla ei
pystytd saamaan aikaan seka tasaista etta oikeata lampétilaa.

Kuva 9. Laitetestauksessa kéytetty kahden litran vesiastia

Edellisten tulosten perusteella mietittiin lampokaapin lampdtilan nostoa. Nain
saataisiin isompi vesimaara myos lampiamaéan oikeaan lampétilaan ja saa-
vutettaisiin tasaisempi lampdtila styroksien avulla. Laitteenvalmistajalta saa-
tiin tietaa, etté ravisteleva lava ei kesta korkeampia Iampétiloja.

3.6.3 Ravisteleva lava-lampdkaappi-styroksi -yhdistelméa

Laitteen kehittamista jatkettiin mittaamalla pelkan styroksilevyn lampétilaa si-
joittamalla digitaalinen lampdmittari kahden styroksilevyn véliin. Ajatuksena
oli rakentaa laiteyhdistelmd, jossa ty6n kaivot tulisivat ndiden styroksilevyjen
valiin muotoiltuun kuoppaan. Nain pyrittiin saamaan tasainen lammdénkulku
kaivoihin ilman vettad. Lampdtila nousi kuitenkin jalleen yli +46 °C. Styroksi-
kokonaisuus siirrettiin pois ravistelijan paalta, jolloin 1ampétila oli juuri oikea.
Ravistelijan todettiin yha lammittavan liikaa. Ravistelijan paélle laitettiin sty-
roksinen kylmalaukku, jonka paalle kaksi styroksilevyd lampdmittarilla. Lam-
podtila pysyi talla rakennelmalla hyvana. Taman jalkeen jarjestettiin koetilan-
ne, jossa styroksilevyyn muotoiltiin kaivot ja se laitettiin lampiamaan etuka-

teen lampdbkaappiin. Parafilimistd muotoiltin samanlaiset kaivot ja naihin pi-
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petoitiin saman lampdista vettd samassa suhteessa kuin itse tyéssa. Kaivot
siirrettiin lampdkaappiin styroksikaivoihin ja digitaalinen lampdmittari laitettiin
mittaamaan kaivon nesteen lampétilaa. Kaivojen paélle asetettiin styroksi-
nen kansi. Lampdtilaa seurattiin kuten oikeassa tyétilanteessa. Lampdtilat
jaivat kuitenkin lilan alhaisiksi. Yhdistelmaa kokeiltiin vield lisddmalla styrok-
sisten kaivojen paalle folio (kuva 10). Ajateltiin, etta talla tavoin saataisiin
kaivojen lampdtila korkeammaksi. Muuten kaikki vaiheet tehtiin samalla ta-
voin kuin edella. Lampdtilat jaivat kuitenkin yha liian alhaisiksi, vaikka lampo-
tilat nousivat jo nopeammin naytteen lisdyksen jalkeen.

Kuva 10. Ravisteleva lava-styroksi-ldmpbkaappi -yhdistelmé

3.6.4 Ravisteleva lava-ldampdéhaude -yhdistelmé ja kuljetusastia

Monien epaonnistuneiden lampdkaappia hyédyntavien yrityksien jalkeen ko-
keiltiin jéljitelld kittivalmistajan suosittelemaa inkubaattoria. Ravistelija nos-
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tettiin péydalle, paalle laitettiin 1ampdbhaude ja lampdblokkien paalle tehtiin
foliosta naytekaivojen muotoiset kaivot. Kanneksi laitettiin seka folio etta ra-
kennettiin styroksinen kansi, jossa oli sisédosa foliosta. Kannen painoksi lai-
tettiin kirja, jotta lampdtila pysyy tasaisena. Digitaalinen lampdémittari laitettiin
kaivoihin mittaamaan |lampétilaa. Lampdtilaa saadeltiin 1ampdblokista sen
mukaan, mita kaivossa oleva digitaalimittari naytti. Tarkemmat kuvat laiteyh-
distelmasta ovat liitteessé 5. Talla yhdistelmalla [ampdtila saatiin pysymaan
melko tasaisena koko paivan ajan. Eri kaivojen valilla oli kuitenkin huomatta-
vissa erovaisuuksia, joten lampdtilaa seurattiin mittaamalla useamman kai-
von lampdtilaa. Lampdhauteesta saadettiin ndiden Iampdtilojen mukaan sel-
lainen lampdtila, jossa kaikkien kaivojen lampétila pysyisi annetuissa rajois-
sa. Lisaksi rakennettiin kuljetusastia tydssa esilammitettéville reagensseille,
jotta reagenssit pysyisivat mahdollisimman oikean Iampdisina lisdykseen as-
ti. Nain naytteiden lampdtilat eivat menisi niin alas ja oikea lampdtila saavu-
tettaisiin nopeasti. Kuljetusastia rakennettiin dekantterilasista, johon laitettiin
styroksia tiiviisti ja foliokuppi reagenssipullon ymparille (kuva 11). Kanneksi

kuljetusastiaan laitettiin folio.

Kuva 11. Itse rakennettu kuljetusastia reagensseja varten
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3.7 Uuden laitteen koeajo
3.7.1 1. koeajo: laitteiden s&éaté

Ravistelija-lampdéhaude-yhdistelmé&n (kuva 12) toimivuutta kokeiltin myds
kaytanndssa. Ty6hon valittiin aluksi vain M. intracellulare ATCC 13950- ja M.
avium ATCC 25291 -kannat. Naiden kahden bakteerin tuloksissa oli aiemmin
ollut vaaria vaaleita viivoja. Nain pystyttiin testaamaan laitteen toimivuutta
verrattuna aikaisempaan laiteyhdistelmaan.

LAB2821

Kuva 12. Ravistelevana ldmpbhauteena toimiva ravisteleva lava-ldmpdéhaude
-yhdistelma

Ravistelija-lampdblokki-yhdistelman 1ampétilaa seurattiin heti aamusta, jotta
kaivoihin saatiin varmasti oikea lampdtila. Pyrittiin kuitenkin siihen, etta lam-
pdtilat eivat olisi ainakaan liian alhaisia, kuten luultavammin oli ollut aikai-
semmin. Laitteen lampdtila sdadettiin +48,5 °C:seen, jolloin l&mpédtila oli
naytteiden viereisessa kaivossa +45,3 °C. Naytteen lisdyksen aikana lampd-
tila laski jonkun verran, mutta palasi takaisin +45,0 °C:seen viiden minuutin
aikana. Lampdtila nousi viereisessa kaivossa 30 minuutin hybridisaatioliuok-
sen inkuboinnin aikana +45,6 °C:seen. Pesuliuoksen lisdyksen jalkeen |am-
poétila laski +44,0 °C:seen, mutta pysyi annetuissa rajoissa. Sekoitusnopeut-
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ta jouduttiin tydn aikana myds saatamaan. Hybridisaatioliuoksen aikana no-
peus oli 181 rpm, jota laskettiin 10 minuutin kuluttua 124 rpm. Pesun aikana
ravistelunopeus pidettiin 82 rpm. Substraattiliuoksen annettiin vaikuttaa 20

minuuttia, jotta nahtiin kaikki muodostuvat vaaleat viivat.
Tulokset

Uuden laiteyhdistelmédn myéta seka M. avium- ettd M. intracellulare
-bakteerien liuskojen taustat olivat huomattavasti valkeampia kuin aikai-
semmin 20 minuutin substraatin vaikutusajalla. M. avium -kannan tummat
viivat olivat todella selkeét ja oikeilla kohdilla. Tosin varien leviamista oli ha-
vaittavissa viivojen valille, mutta se johtui luultavammin viivojen tummuudes-
ta. Fakultatiivinen vaalea viiva puuttui vyéhykkeeltd 6. M. intracellulare
-kannan tummat viivat olivat selkeita ja oikeilla kohdilla. Vyéhykkeen 6 fakul-
tatiivinen vaalea viiva puuttui. Vybhykkeellda 9 viiva oli todella voimakas ja
vari oli levinnyt siitéd vydhykkeelle 10 asti. Vyohykkeellda 10 saattoi olla myds
vaalea haamuviiva. (Liite 4, 3.7.)

3.7.2 2. koeajo: eldinkannat

Laiteyhdistelm&& kokeiltin myds muutamilla aikaisempien tulosten perus-
teella valituilla eldinkannoilla. Tehdyistd kannoista valittiin sellaiset, joissa ai-
kaisemmin oli ollut paljon haamuviivoja ja/tai oikeita vaaleita viivoja puuttui
ja/tai vaaria ilmestyi. Tallaisia olivat kannat nro 2, 5, 6, 8, 9, 10, 14, 15. Lam-
potila saadettiin laitteesta jélleen +48,5 °C:seen ja sekoitus 82 rpm:n. Lam-
poétila naytteiden viereisessa kaivossa +45,4 °C. Lampdtila laski hybridisaa-
tioliuoksen ja naytteen lisdyksen aikana +42,4 °C:seen. Viiden minuutin ku-
luttua lampétila palasi rajoihin (+44,4 °C). STR-liuoksen lisdyksen aikana
lampétila laski +42,5 °C:seen ja kuuden minuutin kohdalla [ampétila oli +44,0
°C. Lopussa lampétila oli +44,7 °C. Lamp6hauteen lampétila ei missaan tyo-
vaiheessa laskenut. Ennen tata esilammitettavat liuokset oli lAmmitetty 1am-
pbkaapissa, mutta tdman tyén kohdalla paatettiin siirtya +42,0 °C:n vesihau-
teeseen. Nain varmistuttiin, etté reagenssit olivat varmemmin oikean 1ampéi-
sid. Substraatin vaikutusaikana pidettiin 20 minuuttia. Nain pystyttiin vertaa-

maan tuloksia aiempiin ja nahtiin tilanteen kehittyminen.
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Tulokset

Selva parannus laitemuutoksen my6ta oli huomattavissa kaikkien eldinkan-
tojen liuskojen taustoissa, jotka olivat huomattavasti vaaleampia. Haamuvii-
voja oli huomattavasti vahemman, mutta myds oikeita fakultatiivisia viivoja
katosi. Tummat viivat olivat kaikissa naytteissa oikeilla kohdilla ja ne olivat
tummia ja selkeitd. Huomattavissa oli kuitenkin pitka substraattiliuoksen vai-
kutusaika, silla 1&hes kaikki tummat viivat olivat jonkin verran levinneet. Tay-
sin oikeata viivayhdistelmaa ei antanut mikaan kannoista. (Liite 4, 5.7.)

Kannoissa nro 8 ja 9 (M. marinum) oli huomattavissa molemmissa samat
virheet. Vybhykkeen 6 fakultatiivinen vaalea viiva puuttui ja vaara vaalea vii-
va muodostui kohdalle 9. Liséksi liuskoissa oli nahtavissa paljon varien le-
viamisen aiheuttamaa sotkuisuutta. Samat virheet olivat myds aiemmalla lai-
teyhdistelmalla tehdessa, tosin aiemmin tehdyissa vydhykkeelld 6 oli havait-
tavissa vaaleaa viivaa tarkkaan tarkasteltuna. (Liite 4, 5.7.)

Kannan nro 10 (M. xenopi) liuskalla oli selva vaalea viiva oikealla kohdalla,
mutta myds vaara vaaleampi vaalea viiva kohdalla 7. Aiemmin kyseinen
kanta meni pieleen, joten hyvaa vertailukohdetta ei ole kyseiselle kannalle.
(Liite 4, 5.7.)

Kantojen nro 5 ja 6 (M. avium ssp.) liuskoista puuttuivat fakultatiiviset vaale-
at viivat kuten aiemmallakin laiteyhdistelmalld. Aiemmin kuitenkin myds vaa-
leita haamuviivoja muodostui koko liuskojen matkalla, mutta nyt taustat olivat
puhtaita lukuun ottamatta vérisotkuja. (Liite 4, 5.7.)

Kantojen nro 2 ja 15 (M. fortuitum) liuskat vastasivat mygés toisiaan. Kyseiset
kannat oli eristetty saman karjan naytteista, joten liuskojen samankaltaisuus
johtuu luultavammin tasta. Varien leviamista oli koko liuskan matkalla paljon,
joten oli mahdoton sanoa, nakyikd taustalla vaaria vaaleita viivoja ja nain ol-

len liuskoja ei voi verrata aikaisempiin tuloksiin. (Liite 4, 5.7.)

Kannasta nro 14 (M. malmoense) puuttui fakultatiivinen viiva. Aiemmalla lai-
teyhdistelmalld tehdyssa liuskassa kohdalla 9 ollut vaara vaalea viiva oli
huomattavasti vaaleampi. (Liite 4, 5.7.)
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3.7.3 3. koeajo: substraatin vaikutusaika

4

4.1

Tyd toistettiin vield kerran kyseiselld laiteyhdistelmalld, mutta talla kertaa
muutettiin substraatin vaikutusaikaa 12 minuuttiin aikaisempien aikatestauk-
sien perusteella. Kokeiluun valittiin yhd samat elainkannat. Ennen tyon tois-
tamista lampétilaa seurattiin muutaman paivan ajan, jolloin varmistettiin [am-
pdblokin ja kaivojen lampdtilat. Lampdtilaa seurattiin kaikista kaivoista, silla
oikeasta reunasta kolmannen kaivon lampétila oli huomattavasti korkeampi
kuin muiden. Taté ei ollut huomattu aiemmin. Taméan perusteella etsittiin
lampdhauteesta uudestaan lampétila, joka pitéisi kaikissa kaivoissa lampoti-
lan tydn vaatimissa rajoissa. Lisaksi lampdmittari asetettiin kosketuksiin kai-
von pohjan kanssa, silla siina lampdtila oli korkeampi kuin ilmassa. Tyd teh-
tiin lampdtilan ollessa lampdblokista saadetty +47,3 °C:seen eli noin asteen
kylmemmaksi kuin aikaisemmilla kerroilla. LAmpétila laski hybridisaatioliuok-
sen ja naytteen lisdyksen aikana +42,3 °C:seen. Seitseman minuutin kohdal-
la lampétila oli +44,5 °C ja lopussa +44,9 °C. STR-liuoksen lisdyksen aikana
lAmpdtila laski +42,1 °C:seen. Seitseman minuutin kuluttua lampétila oli
+44.3 °C ja lopussa +44,7 °C.

Tulokset

Edellisiin tuloksiin verrattuna liuskojen taustat olivat huomattavasti puhtaam-
pia eika varien leviamistd ollut tapahtunut niin paljon. Tdma oli havaittavissa
varsinkin naytteissa 8, 9, 15 ja 2. Tama luultavammin johtui siita, ettd myds
tummat viivat olivat vaaleampia. Muuten samat virheet toistuivat ja nyt myds
kannoista 15 ja 2 huomasi taustalla olevan haamuviivoja kaikkialla liuskois-
sa. Mikdan kannoista ei edelleenkadan antanut taysin oikeata viivayhdistel-
maa. (Liite 4; 12.7.)

POHDINTA

Kantojen tulokset

Tydssa kaytettyjen seka eldin- ettd ATCC-kantojen tuloksissa oli samoja vir-
heita, vaikka tyén alussa ajateltiin, ettd ATCC-kannat antaisivat varmemmin
oikeita tuloksia. ATCC-kantojen luotettavuutta saattaa ehka heikentaa se, et-

ta niita oli siirrostettu useita kertoja.



36

Kitti tunnisti parhaiten M. tuberculosis ATCC 25177 -kannan, johon muodos-
tuivat aina oikeat tummat ja vaaleat viivat. Substraatin aikaseurannassa ky-
seisellekin kannalle muodostui todella vaalea vaara viiva inkuboitaessa 10
minuuttia. Substraatin vaikutusajaksi oli valmistajan tyéohjeessa annettu 3 -
20 minuuttia, mika lopulta vaikutti paljon tuloksiin. M. tuberculosis -bakteerin
kohdalla jo kolme minuuttia olisi antanut oikean tuloksen eiké siind vaihees-
sa vaaria vaaleita viivoja olisi muodostunut. Huomioitavaa on myds, ettd M.
tuberculosis -bakteerille ei muodostunut muita kuin yksi haamuviiva pidem-
malla ajalla ja tausta pysyi aina yhté puhtaana.

Vaarat vaaleat viivat muodostuivat yleensa toistuvasti samalle kohtaa saman
kannan kohdalla. Laiteyhdistelm&é vaihtamalla tuloksia saatiin parantumaan,
mutta toistuvat virheet pysyivat. Tausta saatiin huomattavasti vaaleammak-
si, mutta samalla katosi myds oikeita vaaleita viivoja. ATCC-kantakokoelman
M. avium- ja M. intracellulare -kannat eivdt muodostaneet taydellista viivaku-
viointia, vaan M. avium -kannalta puuttui jarjestelmallisesti vaalea viiva ja M.
intracellulare -kannalle muodostui vaaria vaaleita viivoja. Taustat naista mo-
lemmista saatiin puhtaiksi. Mitkdén eldinkannoista eivat antaneet taysin oi-
keata viivakuviointia missaan vaiheessa, vaan vaaleita viivoja joko puuttui tai
niitd oli ylimaaraisia tai tausta oli muuten sotkuinen. Tédhan saattaa olla syy-
na, etta Kitit on yleensa valmistettu ja testattu ihmisista eristetyilla kannoilla
ja kyseiset kannat voivat erota eldinperaisista kannoista. Myds lajinsisaiset
vaihtelut ovat mahdollisia.

4.2 Valmistajan ty6ohje

Kitin ohjeen mukaan yleista kontrollia vaaleampia viivoja ei tulisi ottaa huo-
mioon. Kuitenkaan mitkdan tydssa saadut vaaleat fakultatiiviset viivat eivat
olleet yhtd tummia kuin yleinen kontrolli eika kitin ohjeesta selvia, kuuluuko
vaaleiden viivojen edes olla yhtd tummia. Tummat viivat olivat yleensa yhta
tummia tai tummempia. Jos vaaleiden viivojen tulee olla yhtd tummia tai
tummempia kuin yleinen kontrolli, tummien viivojen tulisi olla todella tummia,
jotta vaalean ja tumman viivan erottaisi toisistaan. Kuitenkin tyén aikana py-
rittiin huomioimaan kaikki mahdolliset vaaleat viivat. Tama teki yhtenaisesta
tulkitsemisesta vaikeata, silla ei ollut selvaa intensiteettirajaa, mitka viivat tu-
lisi viela hyvaksya viivoiksi.
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Kitti ei selvita tarpeeksi selvasti, mita kasitteilld vaalea fakultatiivinen viiva ja
fakultatiivinen varjaytyminen tarkoitetaan. Yleensa fakultatiivinen-sanalla tar-
koitetaan, ettd asialla voi olla molemmat puolet eli esimerkiksi fakultatiivinen
anaerobinen bakteeri tulee toimeen sekd hapettomissa ettd hapellisessa
ymparistéssa. Tuloksien tulkinnassa sanaa fakultatiivinen ei otettu huomi-
oon, vaan pyrittin samaan my6s fakultatiiviset viivat nakyviin. Jos fakultatii-
visella tarkoitetaan sanamukaisesti valinnaista, testi toimi jo alusta alkaen
moitteettomasti ja vain kolme kantaa (kanta nro 3 M. scrofulaceum, kanta
nro 12 M. chelonae ja 19. M. smegmatis / interkalibrointi nayte) olisi antanut
tulokset, joita ei olisi voitu tulkita kyseisella Kitilla.

Kitti tunnisti kaikki mykobakteerit sukutasolla oikein. Testia olisi hyva kokeilla
erilaisilla mykobakteerin l&hisukulaisbakteereilla, esimerkiksi Nocardia-
bakteereilla, joiden erottaminen mykobakteereista on ongelmallista. Jo tieto,
ettd kyseessa on mykobakteeri, on usein tarpeellinen.

4.3 Jatkomahdollisuudet

Kitin ohjeen perusteella ylimaaraisia viivoja saattaa muodostua, jos PCR-
tuotetta on liikkaa. N&in ollen kitin toimivuutta kokeiltaisiin seuraavaksi teke-
malla laimennussarja PCR-tuotteesta ja katsottaisiin, vaikuttaako tdmé tu-
lokseen.

Kitin valmistajalta on tiedusteltu, mita tarkoitetaan fakultatiivisella varjaytymi-
selld ja kuinka tarkednd vaaleita viivoja pidetdan tunnistamisen kannalta.
Valmistaja selvittelee vastausta. Jos mahdollista, niin voitaisiin myds keskus-
tella muiden tata kittia kayttaneiden kanssa.

Kittia olisi hyva kokeilla kitin valmistajan suosittelemalla laitteella, silla valt-
tamatta tydssa tehdyt laitteistojarjestelyt eivat riittineet oikeiden tulosten
saamiseksi. Makisen ym. tutkimuksessa on todettu, etta hybridisaatiolamp6-
tilalla on vaikutusta tulokseen. Jos lampétila oli liian alhainen, alkoi muodos-

tua ylimaaraisia viivoja.

Jatkossa kitin toimivuutta olisi hyva kokeilla suuremmalla maaralla elaimista
eristettyja kantoja, jotta saataisiin parempi kuva siita, kuinka kitti sopii elain-
kannoille. Liséksi ristiriitaisissa tuloksissa olisi hyva tarkistaa eristetyn kan-

nan alkuperdinen nimi uudelleen.
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5 YHTEENVETO

Tassa opinnaytetydssa tutkittin GenoType® Mycobacterium CM -kitin sovel-
tuvuutta elaimista eristetyille mykobakteerikannoille. Tavoitteena oli 16ytaa
Eviran elaintautibakteriologian ryhmén kayttéén AccuProbe-testin rinnalle
monipuolisempi menetelmd, jolla pystytddn tunnistamaan mahdollisimman
monta tarkeimpiin mykobakteerilajeihin kuuluvaa mykobakteeria. Tydssa
kaytettiin sekd ATCC-kantakokoelman etta eldinnaytteista eristettyja kantoja.
Testia opeteltiin kdyttdmaan M. avium ATCC 25291 -kannalla. Seuraavaksi
menetelmaa testattiin eldinkannoilla sekd M. intracellulare ATCC 13950- ja
M. tuberculosis ATCC 25177 -kannoilla, jolloin huomattiin vaaleiden viivojen
muodostumisessa ongelmia. T&td ongelmaa selvitettiin kiinnittdmalla huo-
miota substraatin vaikutusajan merkitykseen ja hybridisaatiovaiheen lampoti-
lan oikeellisuuteen. Kun hybridisaatiovaiheen lampétiloissa huomattiin heit-
toa raja-arvoista, kehitettiin ravistelevaa haudetta / inkubaattoria vastaavia
laitteita.

Kitti toimi moitteettomasti sukutasolla ja 89,5 prosenttisesti myds tummien
viivojen kohdalta lajitasolla. Ongelmia aiheuttivat erityisesti ylim&araiset vaa-
leat viivat. My6s fakultatiivisten viivojen puuttuminen vaikeutti tulosten tulkin-
taa erityisesti, koska kitin valmistajan tyéohje ei ollut selkea talta osin. Saa-
dut tulokset antavat kuitenkin hyvan pohjan jatkaa GenoType® Mycobacteri-

um CM -kitin validointia suuremmalla kantamaéaralla.
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Band No. 1 (CC): Conjugate Control
Band No. 2 (UC): Universal Control
Band No. 3 [GCJ: Genus Control

I Species may possibly be further differentiated with the GenoType® Mycobacteri-
um AS kit.

2 Due to variations in the probe region M. fortuitum is divided into two groups.

@ M. “paraffinicum” and M. parascrofulaceum show the same banding pattern as
M. scrofulaceum.
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M. nebraskense shows the same banding pattern. M. haemophilum can be identi-
fied by the GenoType® Mycobacterium AS kit.

M. ulcerans can be identified by the GenoType® Mycobacterium AS kit.

For further differentiation use the GenoType® MTBC kit.
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Hyviksyja Kéyttoonotto

Mikrobiologian tutkimusyksikko
Eldintautibakteriologia

GenoType® Mycobacterium CM

GenoType® Mycobacterium CM -tydohje

1 Menetelma

Kyseessd on kaupallinen DNA-liuska menetelmédan perustuva kitti GenoType®

Mycobacterium CM (Common Mycobacteria), Hain Lifesciense.

2 Soveltuvuus

GenoType® Mycobacterium CM  soveltuu seuraavien — mykobakteerilajien
tunnistamiseen: M. avium ssp., M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M.
gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M.
malmoense, M. peregrinum, M. marinum/M. ulcerans, M. tuberculosis -kompleksi ja
M. xenopi.

3 Maaritelma

4 Periaate

Mykobakteerit ovat Mycobacterium-sukuun kuuluvia haponkestévid sauvabakteereita.
Niiden joukossa on seka patogeenisid, apatogeenisia etta opportunistisia bakteereita.
Térkeimpid taudinaiheuttajia ovat M. tuberculosis (ihmisten tuberkuloosi), M. bovis
(nautatuberkuloosi) ja M. avium subsp. paratuberculosis (paratuberkuloosi). Sikojen
imusolmuke- ja maksamuutoksista eristetdan usein M. avium.

Lajinmaaritys kitin avulla perustuu kolmeen paavaiheeseen. Ensimmaiseksi DNA
eristetdan viljellystd materiaalista. Taman jalkeen DNA monistetaan PCR:lla
biotinyloiduilla alukkeilla. Lopuksi k&anteisen hybridisaation avulla saadaan selville
bakteerin laji.

Hybridisaatio sisaltdd seuraavat vaiheet: monistetun tuotteen kemiallinen
denaturaatio, monistetun yksijuosteisen biotiinileimatun tuotteen hybridisaatio
membraaniin sidottuihin koettimiin, stringent-pesu, streptavidiini/alkalinen fosfataasi
(AP) -konjugaatin lisdys ja AP:n epasuora vdérireaktio. Templaatin avulla tulkitaan
saatu viivakuvio.

5 Laitteet ja valineet

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6

kertakayttokasineita
kertakaytt6hihansuojia

1 ja 10 p siirrotussilmukoita
eppendorf-putkia
safe-lock-eppendorf-putkia
lampdhaude
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5.7
5.8

5.9

5.10
5.11
5.12
5.13
5.14
5.15
5.16
5.17
5.18
5.19
5.20
5.21
5.22
5.23

ultradanihaude
sentrifugi
e Eppendorf Sentrifugi 5415D (eristys)
e Sanyo GWB Micro Centaur MSE (PCR)
kertakayttdisia pipetinkarkia filttereilla
saadettavia pipetteja: 0,5 - 1000 pl
PCR-putkia
PCR-laite
kalibroitu digitaalinen lampdémittari
tarjotin (kaivot)
pinsetit
sekoittava taso/lampohaude -yhdistelma
vesihaude
sekoittava taso
foliokaivot, styroksikansi
reagenssien kuljetusastia
ajanottaja
maitoputkia
imukykyista paperia

6 Reagenssit

Kitin sisédltdamat reagenssit:

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

Kalvoliuskat spesifisilla koetinpinnoitteilla (STRIPS)

Aluke-nukleotidi-seos (PNM)
e sisaltda spesifisia biotinyloituja alukkeita, nukleotideja variainetta

Denaturaatioliuos (DEN)
e kayttévalmis
o sisaltdd < 2 % NaOH:a, vériainetta

Hybridisaatiopuskuri (HYB)
e kayttbvalmis
e sisaltdd 8 - 10 % anionisia tensideja, variainetta

Stringent-pesuliuos (STR)
e kayttbvalmis
e sisaltdad > 25 % kvaternaalisia ammoniumyhdisteitd, < 1 % anionisia tensideja,
variaineitta

Huuhteluliuos (RIN)
e kayttévalmis
e sisaltdd puskuria, < 1 % NaCl:a, < 1 % anionisia tensideja

Konjugaattikonsentraatti (CON-C), konsentraatti
e sisaltdd streptavidiinikonjugoitua alkaalista fosfataasia, variainetta
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6.8 Konjugaattipuskuri (CON-D)
e sisdltda puskuria, 1 % estoreagenssia, < 1 % NaCl:a

6.9 Substraattikonsentraatti (SUB-C), konsentraatti
e sisaltdd dimetyylisulfoksidia, substraattiliuosta

6.10 Substraattipuskuri (SUB-D)
e sisdltda puskuria, < 1 % MgCla:a, < 1 % NaCl:a

Muut reagenssit:

6.11 PCR-vesi

6.12 Steriili vesi

6.13 Lammodnkestava DNA-polymeraasi, Finnzymes

6.14 10 X polymeraasi-inkubointipuskuri (sis. MgCl,), Finnzymes

Reagenssien siilytys

Aluke-nukleotidi-seos (PNM) sailytetdan 2 - 8 °C:ssa. Jos sailytys kestaa yli 4 viikkoa, sailytys -20
°C:ssa. Toistuvaa sulatusta ja jaadytysta tulee valttaa kuten myds seoksen kontaminoimista.

Muut reagenssit séilytetddn 2 - 8 °C:ssa. Reagensseja ei tule kayttdd niiden vanhentumispaivan
jalkeen.
7 Suoritus
7.1 DNA:n eristédminen
- Tybn aikana kaytetdén hihansuojia ja hanskoja.
- Lampdhaude laitetaan lAmpenemaan +95 °C:seen.
- Ultradénihauteen on hyva olla p&alla noin 10 minuuttia ennen naytteiden laittoa.

- Safe-lock-eppendorf-putkeen pipetoidaan noin 300 pl PCR-vettd, johon
suspensoidaan bakteerimassaa tarvittava maara silmukalla (1 pl:n silmukallinen).

- Inkuboidaan ainakin 20 minuuttia + 95 °C:n lampd&hauteessa
- Inkuboidaan 15 minuuttia ultradanihauteessa.

- Sentrifugoidaan 5 minuuttia tdydellda nopeudella (16110 rcf, 13200 rpm, Eppendorf
Sentrifugi 5415D).

- 5yl supernatanttia kdytetdan suoraan PCR:aan.

- Jos tarkoituksena on sailyttdd DNA, supernatantti siirretdan toiseen putkeen ja
laitetaan -20 °C:n pakastimeen.
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7.2 PCR (monistaminen)
- Kaikissa tydvaiheissa kaytetdan kertakayttokasineité ja -hihansuojia.

- Kaikki tarvittavat valineet ja laminaarikaappi desinfioidaan, jonka jalkeen annetaan
kaapin olla kaynnissa noin puolituntia ennen tyén aloittamista.

- Jaadkaapista ja pakkasesta otetaan PNM-seos, 10 x polymeraasi-inkubointipuskuri,
2 U/ul 1amménkestdvd DNA-polymeraasi ja PCR-vesi, joita pidetddn tydnajan
jaissa olevassa telineessa.

- Eppendorf-putkia ja PCR-putkia otetaan tarvittavat maarat jaissd olevaan
telineeseen.

- Tarvittaessa tehddan seké positiivinen ettad negatiivinen kontrollindyte (5 pl vetta
DNA:n sijasta).

- Mastermix valmistetaan ensin ennen DNA:n lisdysta eppendorf-putkeen erillisessa
mastermix-laboratoriossa. Reagenssien maarat ovat alla olevassa taulukossa.
Sekoitetaan hyvin (ei vorteksointia). Jos naytteitd on vain muutama, voi oikeat
maarat reagensseja pipetoida myds suoraan PCR-putkiin.

- Mastermix-liuosta pipetoidaan 45 ul kuhunkin PCR-putkeen ja putket merkataan
naytteiden mukaan.

- DNA-liuos otetaan pakastimesta jaissa olevaan telineeseen. Jos monistus tehdaan
samana paivana kuin eristys, DNA voidaan laittaa suoraan jaihin.

- Nayte lisatddn PCR-putkiin naytteenlisdyslaminaarissa, joka desinfioidaan ennen
ja jalkeen naytteenlisdyksen huolella kuten myds tarvittavat vélineet.

- Naytetta lisdtaan 5 pl kutakin naytettd vastaavaan PCR-putkeen.

- PCR-putkiin pipetoidaan taulukon mukaiset maarat kyseisia reagensseja
(Mastermix + DNA-liuos):

Maara Reagenssi
35 ul PNM (aluke/nukleotidi-seos)
5ul 10 x polymeraasi-inkubointipuskuri
0,5 ul (1U) 2 U/ul lammdnkestédva DNA-polymeraasi
4,5l PCR vesi
5 ul DNA-liuos
Kokonaistilavuus | 50 pl

- Sentrifugoidaan nopeasti (painetaan “pulse™nappia pohjassa, kunnes naytéssa lukee
10) PCR-laitteen vieressa olevalla sentrifugilla (Sanyo GWB Micro Centaur MSE).
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PCR-ohjelma:
5 min 95 °C 1 syKli
30 sek 95 °C
2 min 58 °C 10 syklia
25 sek 95 °C
40 sek 53 °C 20 syklia
40 sek 70 °C
8 min 70 °C 1 svkli

Ohjelma on tallennettu monistuslaite 2:lle nimella "TUBI".

PCR -tuotteen séilytys + 4 - -20 °C:ssa.

7.3 Hybridisaatio

Esivalmistelut

1.

Sekoittava taso/lampéhaude yhdistelma esilammitetdén +45 °C:seen (+/-1 °C).
Lampdtila tulee saataa lampdblokista noin +47,3 °C:seen, jotta lampétila on oikea
kaivossa.  Lampétila  tarkistetaan  kaivoon  asetetusta  digitaalisesta
l[Ampdmittarista. Eri kaivoissa lampédtilat kuitenkin vaihtelevat, mik& on hyva ottaa
huomioon ja s&ataa lampdtilaa sen mukaan. Laite kannattaa laittaa paélle heti
aamusta, ettd lampdtila ehtii tasaantua.

Kaksi kaivojen kokoista parafilmin palaa laitetaan lampenemaan styroksikannen
ja kaivojen paalle tulevan folion valiin.

Vesihaude (serologian laboratorio) lammitetdan +42,0 °C:seen.

Liuosten kuljettamiseen tarkoitettu styroksilla vuorattu dekantterilasi laitetaan
lAmpenemaan +45 °C:n |Ampokaappiin. Kuljetusastiaa voidaan sailyttdd myods
koko ajan lampdkaapissa.

HYB- ja STR-liuokset esilammitetdan +37 - 45 °C:seen ennen kayttda. Liuokset
laitetaan 42 °C:n (serologian) vesihauteeseen noin kahta tuntia ennen tyén
aloittamista.

Muut reagenssit lammitetdan huoneenlampétilaan, paitsi CON-C ja SUB-C.

Kaikki tarvittavat valineet desinfioidaan ja laitetaan laminaarikaappiin noin puolta
tuntia ennen tydn aloittamista.

Reagensseissa ei saa olla sakkaa, CON-D lapindkymé&ton. Sekoitetaan, jos
tarpeen.
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9.

10.

11.

Toteutus
1.

2.

Konjugaattikonsentraatti (CON-C, oranssi) ja substraattikonsentraatti (SUB-C,
keltainen) laimennetaan 1 : 100 kullekin kuuluvaan puskuriin (CON-C - CON-D,
SUB-C > SUB-D). Eli jokaista liuskaa kohden lisétdan 10 pl konsentraattia 1
ml:n kyseiselle liuokselle tarkoitettua puskuria. CON-C ja SUB-C otetaan
huoneenldmpétilaan juuri ennen lisdysta. Liuoksia tehd&an tarvittavat maaréat
(+vahan ylimaéraista, 250 - 500 ul) maitoputkiin. SUB-C suojataan valolta foliolla.
Sekoitetaan hyvin. Liuokset ehtii hyvin valmistaa hybridisaatioliuoksen
inkuboinnin aikana.

CON-C liuotetaan aina ennen jokaista kayttéa.

Laimennettu SUB-C on stabiili nelja viikkoa, jos se sdilytetddn huoneen
lampétilassa ja suojataan valolta.

Kaikissa ty6vaiheissa kaytetdan kertakayttéhihansuojia ja -kasineita.
Liuskat merkataan, jos naytteitd on useita.

= Ljuskat otetaan ulos putkesta kayttéden pinsettejd ja merkataan ne
kynalla vérillisen merkin alapuolelta. Merkitsemisen jalkeen liuskat
laitetaan maitoputkeen tai takaisin séilytysputkeen, jos se on tyhja.

Jaapaloja haetaan I&pindkyvdadn astiaan ja monistetut ndytteet Ilaitetaan
esikasittelylaboratorion pakkasesta tai suoraan PCR-laitteesta keltaiseen
telineeseen jaapaloilla taytettyyn astiaan.

Muoviset kaivot merkataan tussilla ndytteité vastaavaksi.
Jokaisen kaivon kulmaan pipetoidaan 20 ul denaturaatioliuosta (DEN, sininen).

Kaivoon lisatdan 20 pl monistettua naytelivosta. Liuos sekoitetaan hyvin
pipetoimalla liuosta ylds ja alas. Inkuboidaan 5 minuuttia huoneen lampétilassa.

= Jos liuskoja ei ole vield merkattu, otetaan liuskat ulos putkesta
kayttden pinsettejda ja merkataan ne kynalla varillisen merkin
alapuolelta. Liuskat voi merkata myds jo ennen tyén aloittamista ja
laittaa takaisin sdilytysputkeen. Juuri ennen inkuboinnin loppumista
haetaan hybridisaatiopuskuri valmiiksi dekantterilasikuljetusastialla.

Jokaiseen kaivoon lisataan varovaisesti 1 ml esilammitettya hybridisaatiopuskuria
(HYB, vihred). Tarjotinta ravistetaan hellavaraisesti, kunnes liuos on yhtenaisen
varinen.

Liuskat asetetaan jokaiseen kaivoon.

= Liuskojen tulee olla peitettynd kokonaan liuoksella. Paéllystetty puoli
pitdd olla yléspdin. Pinsetteja kaytetdan liuskoja kasiteltdessa. Jos
liuskat k&antyvat vadarinpain, k&annetddn ne takaisin. Pinsetit
puhdistetaan joka kaytdn jalkeen, jotta véltytdan kontaminaatioilta.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Tarjotin asetetaan sekoittava taso/lampdhaude-yhdistelman foliokaivoihin (+45
°C) ja inkuboidaan 30 minuuttia.

= Riittdvan lammodnsiirron sallimiseksi tarjotin upotetaan folioon siten,
ettd ainakin 1/3 sen korkeudesta on folion peitossa.

= Kaivojen paalle on hyva laittaa kevyesti parafilmi, jotta alumiinifolio ei
kontaminoi seuraavia kaivoja.

= Ravistusnopeus noin 82 rpm. Sekoitusnopeus sdadetdan sellaiseksi,
ettd saavutetaan jatkuvasti ja kokonaan sekoittuva liuos.

= Talla aikaa on hyva tehda valmiiksi konjugaatti- ja substraattiliuokset.

= Juuri ennen inkuboinnin loppumista haetaan stringent-pesuliuos
valmiiksi dekantterilasikuljetusastialla.

Hybridisaatio puskuri imetdan kokonaan pois pipetilld.

Stringent-pesuliuosta (STR, punainen) lisdtdan jokaiseen kaivoon 1 ml.
Inkuboidaan 15 minuuttia 45 °C:n lampétilassa sekoittava taso/lampdéhaude
-yhdistelmalla.

Tasta eteenpain tydéskennellddn huoneenlampdtilassa.
Poista kokonaan STR-pesuliuos

= Pesuliuos pipetoidaan jatesaili6én. Kaikki jaljelle jaanyt neste
poistetaan kaantamalla tarjotin yldsalaisin ja hellavaraisesti lydmalla
tarjotinta imukykyiselle paperille. Tama koskee my6s kaikkia muita
pesuvaiheita.

Jokainen liuska pestdan kerran 1 mil:lla Rinse-liuosta (RIN) 1 minuutin ajan
sekoittavalla tasolla (serologian laboratorio, vetokaappi). Kaada RIN pois
inkuboinnin jalkeen.

Jokaiseen kaivoon lisatddn 1 ml laimennettua konjugaattia ja inkuboidaan 30
minuuttia sekoittavalla tasolla.

Liuos poistetaan ja jokainen liuska pestaan kahdesti 1 minuutin ajan 1 ml:lla RIN-
liuosta ja kerran 1 minuutin ajan 1 ml:lla tislattua vetta sekoittavalla tasolla.

= Jokaisen pesun jalkeen liuos pipetoidaan pois ja kaikki jaljelle jaanyt
neste poistetaan kaantamalla tarjotin ylésalaisin ja hellavaraisesti
lydmalla tarjotinta imukykyiselle paperille.

Jokaiseen kaivoon lisdtdan 1 ml laimennettua substraattia ja inkuboidaan valolta
suojattuna ilman sekoitusta. Laminaarikaapista kannattaa sammuttaa valot ja
laittaa alumiinifolio kaivojen paalle.

= Aika voi olla 3 - 20 minuutin valiltd riippuen testin olosuhteista
(esimerkiksi huoneen lampétilasta). Substraatin inkuboinnin jatkaminen
saattaa johtaa lisdantyneeseen taustan varjdantymiseen ja vaikuttaa
tulosten tulkintaan. Aikaisempien tulosten perusteella noin 12 minuutin
vaikutusaika antaa parhaat tulokset.
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8 Tulokset

18. Reaktio pysaytetddn huuhtomalla kahdesti lyhyesti tislatulla vedella.

19. Liuskat poistetaan pinseteilld tarjottimelta ja ne kuivataan imukykyisella paperilla.

Liuskat sailytetddn valolta suojattuna. Kun kaytat arviointipaperia, kohdista
kehittyneet liuskat oletetuille alueille tasaamalla CC- ja UC-vydhykkeet paperiin
merkattujen kullekin kuuluvan viivan kanssa. Kirjoita yl6s positiiviset signaalit
viimeiseen palstaan, maarita lajit kdyttden apuna tulkintakaavioita ja kirjaa nimetyn
lajin nimi viimeiseen palstaan. Templaatti toimii myds arvostelun apuna. Jokaisella
liuskalla on yhteensa 17 reaktioaluetta.

Konjugaattikontrolli (CC)

Viivan pitaa kehittya talle alueelle. Se kuvaa konjugaatin sitoutumisen tehokkuutta ja
substraattireaktiota.

Yleinen kontrolli (UC)

Vybhykkeen kaksi yleinen kontrolli (UC) havaitsee kaikki tunnetut mykobakteerit ja
gram-positiiviset bakteerit, joilla on korkea G + C pitoisuus. Jos liuskaan muodostuu
seka yleisen kontrollin ettd konjugaattikontrollin viiva muiden viivojen tdsmaamaétta
kuitenkaan tulkintataulukon viivayhdistelmiin, pitdd kyseinen bakteerilaji selvittda
muilla menetelmill&.

Ainoastaan ne viivat, jotka ovat suunnilleen yhtd vahvoja tai vahvempia kuin UC-
vybhyke tulee ottaa huomioon.

Sukukontrolli (GC)

Varjaytyminen talla alueella osoittaa mykobakteerisuvun jadsenen lasnaolon Viivan
intensiteetti riippuu mykobakteerin lajista. Sukukontrolliviiva voi jaadéa pois huolimatta
mykobakteerin DNA:n lasn&olosta. Jos kuitenkin lajispesifisten vydhykkeiden viivoja
ilmaantuu, monistumisreaktio on edennyt kunnolla ja testin tulokset ovat voimassa.
Kun ei-laji-spesifinen juovakuvio ilmaantuu, juovakuvio, joka osoittaa suuren G + C
pitoisuuden omaavien gram-positiivisten bakteerien lasn&olon, voi joissakin harvoissa
tapauksissa silti olla peraisin mykobakteerista, jota ei voi todeta talla kitilla. Lisaa
mykobakteerilajeja voidaan tunnistaa GenoType Mycobacterium AS -kitilla.

Muut juovat

Muut vybhykkeet ovat spesifisia koettimia, joiden avulla tunnistetaan
mykobakteerilaji. Arviointi on n&htévissa tulkintataulukossa.

Kaikki liuskojen vyéhykkeet eivat ndy yhta voimakkaina signaaleina. Jos monistettua
tuotetta on suuria maarid, ylimaéraisia viivoja voi esiintya.
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9 Mahdolliset virhelédhteet

Kaiken kaikkiaan heikko tai ei sighaalia lainkaan (mukaan lukien
konjugaattikontrollivyéhyke)
e Huoneen lampétila on liian alhainen tai reagenssit eivat ole huoneen
lAmpdtilassa.
¢ Eilainkaan tai kaytetty liian vihan CON-C ja/tai SUB-C -reagensseja.

Heikko tai ei signaalia lainkaan paitsi konjugaattikontrollivyéhykkeell&.

e Eristetyn DNA:n laatu ja/tai ma&rd ei salli tehokasta monistumista.
Tarkista monistuminen 2 % agaroosigeelilld. Mikali monistunutta DNA:ta
ei ole nadhtavissa, toista DNA:n eristdminen ja monistaminen. Jos
tarpeellista, yrita erilaista DNA:n eristdmismenetelmaa.

Inkubointilampétila liian korkea.
Eristettyd bakteerilajia ei voida havaita yleiselld kontrollilla (UC) ja
sukukontrollilla.

Ei yhtendinen varjaytyminen
e Liuskat eivat ole olleet kokonaan uponneena inkubointien aikana.
e Tarjotinta ei ole sekoitettu kunnolla.

Paljon taustavéria
e CON-C:ta ja/tai SUB-S:4a on kaytetty liian vakevana.
e Pesuvaiheita ei ole tehty tarpeeksi huolella.
e Pesuliuos on ollut liian kylmaa.

Yllatyksellinen tulos

e V&ara inkubointilampétila.

¢ Hybridisaatiopuskuri ja/tai Stringent-pesuliuos eivat ole olleet kunnolla
esilammitettyja tai sekoitettuja.

e Eristetyn DNA:n ja/tai monistumisen aineiden kontaminoituminen
eristetyllda tai monistetulla DNA:lla. Jos monistumisen aineet ovat
kontaminoituneet, myds negatiivisen kontrollin juovakuvio on samanlainen

e Kontaminoituminen naapurikaivosta (laikkyminen) hybridisaatiopuskurin
lisdyksen aikana.

e Riippuen monistuneen DNA:n kayttémaarasta ja reaktion spesifisista
olosuhteista, voimakas ja nopea varin kehittyminen saattaa tapahtua.
Kyseisessa tilanteessa keskeytd substraatin inkubointi heti, kun signaalit
ovat selvasti nahtavissd estdaksesi ristihybridisoituvien juovien
kehittymisen.

Ei puhdasta kasvustoa alkumateriaalissa.
Eristettya bakteerilajia ei voida tunnistaa talla testilla
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klot;)?c!(isasta kaikki vaaleat viivat eivét ndy samanlaisina kuin alkuperéisissé liuskoissa.
Koeajo
8.5.2007
il . s [ M. avium ATCC 25291
b 1l E. coli
16.5.2007
L 1L M. avium ATCC 25291
It E. coli
25.5.2007
1Ll § [ 17. M. intracellulare ATCC 13950
L i (I 18. M. tuberculosis ATCC 25177
(NN i It 19. Interkalibrointinayte
(N | U i Ik 1. M fortuitum
11 1 i Ii- 2. M. fortuitum
(N ' 1 3. M. scrofulaceum
L1 i 1 4. M. scrofulaceum
28.5.2007
(RN g 1B 5. M. avium ssp. avium
L , li 6. M. avium ssp. avium
1 (NN i [ 7. M interjectum
L I Ll 8. M. marinum
Lin i | 9. M. marinum
I 11 10. M. xenopi
29.5.2007
(N 1 1 I 11._ M. fortuitum, M. chelonae, M. triviale
1 | 1 12. M. chelonae
(W _— I 13. M. malmoense
(NN L1 I 14. M. malmoense
(N | 1 f I 15. M. fortuitum
(N | | 16. M. gordonae
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Substraatin vaikutusajan testaus

6.6.2007

i1l I M. avium ATCC 25291, 5 minuuttia
[ N N . Ii M. avium ATCC 25291, 10 minuuttia
L I M. avium ATCC 25291, 15 minuuttia
1 | M. avium ATCC 25291, 20 minuuttia

7.6.2007

i Ik M. intracellulare ATCC 13950,
5 minuuttia
L1 i | M. intracellulare ATCC 13950,
10 minuuttia
111 1 It M. intracellulare ATCC 13950,
15 minuuttia
11 i = M. intracellulare ATCC 13950,
20 minuuttia

8.6.2007

Ll ‘ i I M. tuberculosis ATCC 25177,
5 minuuttia
L 1 1k M. tuberculosis ATCC 25177,
10 minuuttia
L1 1 bl M. tuberculosis ATCC 25177,
15 minuuttia
(NN 1 LI M. tuberculosis ATCC 25177,
20 minuuttia




Uuden laitteen koeajo, 20 minuuttia

LITE 4 3(3)

3.7.2007
. | M. avium ATCC 25291
111 i 1 M. intracellulare ATCC 13950
5.7.2007
e ] a1 8. M. marinum
(] 1 | - 9. M. marinum
(NN [ 1 10. M. xenopi
111l 1 5. M. avium ssp.
111 I 6. M. avium ssp.
1 1 | 15. M fortuitum
(] i 1 2. M. fortuitum
(45 a4 I 14. M. malmoense

Uuden laitteen koeajo, 12 minuuttia

12.7.2007

s
s

(583 .

Ll
(B8 )
P

I B
1 B
bl

1

1

| 1

f I
88 1

8. M. marinum
9. M. marinum
10. M. xenopi
5. M. avium ssp.
6. M. avium ssp.
15. M fortuitum
2. M. fortuitum

14. M. malmoense
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Laiteyhdistelman kokoamisohje

—

Foliosta muotoiltiin foliokaivot naytekaivoja varten lampdblokkien paalle.
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Foliokaivojen paélle laitettiin tydn ajaksi foliokansi.

Styroksilevyista ja foliosta tehtiin kivojen paalle kansi.
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Srokéikansi kaivojen ja foliop;p-erin paalla.

Laiteyhdistelma valmiina. Kirja toimii kannen painona, jotta lampd pysyisi tasaisena.



