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Tutkimme DMS-teknologiaan perustuvan elektronisen nenén kykya
tunnistaa verimaljalla kasvavia bakteereita. Naytteinamme oli 642
Fimlabin naytevirrasta keréttya verimaljaa, joilla kasvoi tunnistettuja
bakteereita. Analyysiin valikoitui 537 naytetta 15:sta eri
bakteerilajista. Ulos rajautuivat ne bakteerilajit, joita esiintyi alle 10
kappaletta koko aineistossa.

Kayttdmamme elektroninen nena tunnisti oikein 70.7%
analysoiduista bakteereista. Suurimmat sekaannukset aiheutuivat
lahisukuisten bakteerien kanssa, esimerkiksi 12.5% Str. Pyogenes -
bakteerista tunnistettiin Str. Pneumoniae -bakteeriksi molempien
ollessa Grampositiivisia streptokokkeja.

Tutkimuksemme osoitti DMS-teknologian mahdollistavan bakteerien
tunnistamisen ilman huolellista esivalmistelua ja varsin lyhyessa
ajassa. Aikaisempiin tutkimuksiin nahden koeasetelmamme ol
vahemman kontrolloitu, koska se oli toteutettu kaytannon
olosuhteissa.

Tuloksemme perusteella voidaan suunnitella jatkotutkimuksia kliinista
diagnostiikkaa varten. Jatkossa tavoitteellista olisi validoida laitteisto
tunnistamaan tuoreita tai lyhyen aikaa viljeltyja naytteita.
Tutkimuksemme virheldhteet ja puutteet antavat myds hyvia
kehitysajatuksia tulevien koeasetelmien seka laitteistojen
suunnitteluun.
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1.1 TAUSTA

Bakteerit ovat prokaryoottisia eli6ita, joita esiintyy kaikkialla. Bakteerit
voivat aiheuttaa sairauksia ihmisille syrjayttamalla elimistdn normaalin
flooran kasvamalla hallitsemattomasti elimiston osissa, joissa ei normaalisti
ole bakteereja. Tulehduksia bakteerit aiheuttavat erittamalla elimistoa
arsyttavia entsyymeja ja muita elimistdéon kuulumattomia proteiineja, jotka
laukaisevat immuunipuolustuksen. Bakteerien varhainen tunnistaminen
mahdollistaa hoidon aloittamisen ennen tulehduksen leviamista ymparoiviin
kudoksiin. Etenkin verenkierrossa kasvavien bakteerien nopea

tunnistaminen ja hoito ovat téarkeité elimiston homeostaasin yllapitamiseksi.

1.1 Bakteerien tunnistaminen

Bakteeridiagnostiikka vaatii kolmen ammattiryhman saumatonta
yhteisty6ta. Kliinikko tarvitsee tiedon bakteerin antibioottiresistenssista ja
laboratoriotydntekija pystyy tekemaan laajasti analyyseja tiedon
saamiseksi. Naytteenottaja huolehtii naytteen laadusta ja kuljetuksen
mahdollistamisesta. Huonosti otettu nayte ei anna edustavaa kuvaa
tutkittavasta kohteesta eika valttdmatta tarjoa riittdvasti materiaalia
analyysin suorittamiseksi. Kliinikon tehtava on kysymyksenasettelulla rajata
tutkittavaa asiaa, jotta laboratorio osaa kohdentaa tutkimuksensa varman
diagnoosin saamiseksi. Tilattu tutkimus vaikuttaa usein
naytteenottotekniikkaan, esimerkiksi veren litiumpitoisuusnaytetta ei voida
ottaa litium-hepariini-veriputkeen. Kun naytteenottaja tuntee kliinikon
tarpeen ja tietda laboratorion vaatimukset, saadaan edustavampia naytteita

ja tarkempia tuloksia.!



1.1.1 Menetelmia bakteerien ja antibioottiresistenssien

tunnistamiseen

Bakteerit voidaan jakaa eri luokkiin lukuisilla tavoilla. Kliinisesti tarkeintéd on
selvittda bakteerin vastustuskyky antibiootteja kohtaan. Osa bakteerilajeista
on luonnostaan resistentteja joillekin antibioottiryhmille, joten jo
lajintunnistuksella saadaan tietoa antibioottiresistenssista. Perinteisin jako
bakteerien valilla perustuu bakteerien peptidoglykaaniseinaman
paksuuteen. Gram-varjays jakaa bakteerit positiivisiin ja negatiivisiin.
Grampositiivinen bakteeri varjaytyy sinivioletiksi pelkalla gramvarjayksella,
koska paksu peptidoglykaaniseindma sitoo itseensé varia. Ohut
peptidoglykaaniseindama paastaa gram-varin solun siséaan ja varjayksen
huuhteluvaiheessa myds ulos solusta. Nama Gramnegatiiviset bakteerit
varjataan mikroskopoinnin helpottamiseksi vaaleanpunaisiksi safraniinilla.
Grampositiiviset ovat keskimaarin herkempia antibiooteille soluseinan

yksinkertaisemman rakenteen vuoksi.

Pelkalla Gram-varjayksella ei saavuteta tietoa bakteerin
antibioottiresistenssista. Varjays on olennainen osa bakteerin
tunnistamista, mutta yksittdisena tutkimuksena se ei tuota riittvasti

informaatiota hoidon aloittamiseksi.

Bakteereilla esiintyy muotoja, joiden mukaan ne lajitellaan morfologisiin
ryhmiin. Pydreitéa kutsutaan kokeiksi, sylinterimaisia sauvoiksi ja kierteisia
sylinterimaisia spirilleiksi. Kliinisesti pelkan morfologian avulla ei voida
paasta tarkkaan diagnoosiin, mutta kuten gram-varjayskin, tuottaa

morfologian tutkiminen lisétietoa mahdollisesta infektion aiheuttajasta.

Osa bakteereista tuottaa hemolyyttisid entsyymeja. Verimaljalla
kasvaessaan naiden bakteerien ymparilla ndhdaan tyypillinen vaaleampi
alue, joilta hemoglobiini on pilkottu. Alfahemolyyttinen solu pilkkoo
hemoglobiinin osittain hieman vihertavaksi. Beetahemolyyttinen kanta
pilkkoo hemoglobiinin kokonaan, jolloin verimaljalla nahdaéan selkeampi

kirkastuma bakteeripeséakkeen ymparilla.



Fysikaalisiakin olosuhteita kaytetaan bakteerien tunnistamisessa. Osa
kannoista kestaa kuumuutta muita paremmin, toiset happamuutta.
Peroksidia hyodyntamalla voidaan erotella katalaasi-entsyymia tuottavat

kannat sita tuottamattomista.

Kun erilaisista tutkimuksista saatua tietoa yhdistellaén, paastaan usein
diagnoosiin bakteerin lajista. Mikroskoopilla nahdaan gram-varjayksen tulos
ja samalla bakteerin morfologia. Bakteeripesdkkeen kasvutapa eri maljoilla
yhdistettynd mahdollisiin erityisvarjayksiin ja tietoon naytteen alkuperastéa
antaa usein riittdvan tiedon tyédiagnoosin asettamiseksi ja antibiootin

empiiriseen aloittamiseen.

Joissakin infektiotilanteissa empiirisesti aloitetulla antibiootilla voidaan
hoitaa kliinisesti riittdva maara infektioista hyvin, esimerkkina
avohoitopneumonian hoito amoksisilliinilla. Kuitenkin usein tarvitaan
bakteerin tunnistamista joko infektion erottamiseksi virustulehduksesta tai
spesifin antibioottihoidon aloittamista varten. Jos bakteeri on resistentti
valittua antibioottia vastaan, johtaa empiirisesti valittu hoito huonompaan
lopputulokseen ja tilanteen pitkittymiseen. Empiirinen antibiootti haittaa
myOhempé&a herkkyysdiagnostiikkaa, joten ndytteenottoon tulee kiinnittaa
huomiota jo ennen antibiootin aloittamista. Septisissa infektioissa oikea-
aikainen diagnostiikka ja oikean antibiootin aloittaminen parantavat selvasti

potilaan ennustetta.2

1.1.2 Bakteeriviljely

Bakteeriviljely tarkoittaa bakteerien hallittua kasvattamista niiden
tunnistamiseksi. Yleisesti kaytetty menetelma on viljella bakteereita
petrimaljalle valetulla alustalla. Yleisimmin kaytettyja alustoja ovat Agar-
levasta tehty elatusaine, veri-agar ja niin kutsuttu suklaamalja. Veri-
agarissa tavanomaiseen elatusaineeseen on liséatty verta, joka tarjoaa
monipuolisemmin ravintoaineita kasvaville bakteereille ja toisaalta antaa
diagnostisen tytkalun hemolyyttisid bakteereita tunnistettaessa.
Suklaamaljat poikkeavat veri-agareista siten, etta niiden veri on keitetty

ennen bakteerien viljelya verisolujen hajottamiseksi. Hajonneista



verisoluista vapautuu ravintoaineita bakteerien kasvulle, jolloin saadaan

paremmin esimerkiksi hemofilus- ja meningokokkikantoja.:

Bakteeriviljelmélle voidaan asettaa antibioottikiekko, jolloin bakteerin
lisdantyessa nahdaan, estaako antibiootti bakteerin kasvua.
Laboratoriostandardien mukaan 5 mm tai suurempi etéisyys antiobiootista
bakteerikasvustoon tarkoittaa herkkyytta kyseiselle antibioatille. Viljelyyn
litetylla herkkyyskokeella saadaan siis suoraan tietoon mahdolliset
antibiottiresistentit kannat seké bakteeriin purevat antibiootit. Viljelyn suurin
heikkous on sen hitaus. Keskimaarin varman viljelytuloksen ja

resistenssimaarityksen saaminen kestéa noin 2 vuorokautta.

1.1.3 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF eli matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight
mass spectrometry on tarkka bakteerien tunnistusmenetelma. Se kayttaa
hyvakseen massaspektrometria ja tunnistaa taman avulla hajotettujen
bakteereiden proteiiniprofiilit. MALDI-TOF MS tunnisti eri bakteerilajit 95,2%
tarkkuudellas ja toisessa tutkimuksessa 94,4% tarkkuudella.* Seng et al
myds arvioi, ettda MALDI-TOF MS olisi noin neljdsosan
kustannustehokkaampaa kuin perinteinen automaattinen viljely. MALDI-
TOF -laitteisto on kuitenkin kallis ja naita on saatavilla ainoastaan suurissa
laboratorioissa. Talla menetelmalla bakteerin eristamisesta ja viljelysta
luotettavaan tulokseen kuluu aikaa 1h-24h4, joten parhaimmissakaan
tapauksissa tuloksia ei saa heti, mutta se on nopeampaa kuin
bakteeriviljely.

1.1.4 PCR

PCR eli polymerase chain reaction on erittain tarkka ja herkka testi, siksi se
onkin talla hetkella kultainen standardi mikrobien tunnistamisessa ja
erottelussa.s Tassa menetelmassa tietty kohta bakteerien DNA:sta

monistetaan koeputkessa ja taméan jalkeen se tunnistetaan tietyilla



kaupallisesti valmistetuilla koettimilla. PCR-tekniikan etuna on sen korkea
herkkyys. PCR pystyy tunnistamaan bakteerit veresta vaikka potilalle olisi
aloitettu antibioottikuuri. Talldin esimerkiksi bakteeriviljely yleensa jaa
negatiiviseksi. Toisaalta pienikin méaéra ulkopuolista DNA:ta
monistusputkessa voi tehda tuloksista vaaran, joten tassa
tunnistustekniikassa virheen mahdollisuudet ovat korkeat. PCR tekniikka

vaatii myos kalliit laitteistot, oikeat olosuhteet ja koulutetun henkilékunnan.é

Nyky&aan on olemassa Real-Time-PCR bakteerintunnistusmenetelmia, jotka
ovat nopeampia kuin perinteinen PCR. Lehrmann et al tutkimusryhma
mittasi naytteiden kerdémisesta tulosten valmistumiseen 4.5h ajan. Tama
testi oli tehty kaupallisella SeptiFast® tekniikalla. Talla tekniikalla saatiin
testin sensitiivisyydeksi 82% ja spesifisyydeksi 60%, kun etsittiin

patogeeneja virtsanaytteista.”

PCR:n herkkyys hankaloittaa diagnostiikkaa erityisesti silloin, kun jonkin
kehonosan normaalifloora aiheuttaa infektioita. Esimerkiksi Clostridium
Difficile kuuluu suolen normaaliin bakteerikantaan, mutta PCR antaa
herkkyytensa vuoksi usein positiivisen tuloksen myos kliinisesti terveessa

tilanteessa.

1.2 Elektroninen nena

1.2.1 Haistaminen ja haihtuvat molekyylit.

Hajuaistilla on tarkea rooli eldinten ja ihmisten toiminnanohjauksessa.
Ravinnonhankinta ja -etsinta perustuvat paitsi nako- myos hajuaistiin.
Hajuaistin avulla voidaan havaita haitallisia tai vaarallisia kohteita.
Esimerkiksi pilaantunut liha tai hedelméa hylataan usein hajun perusteella,
vaikka ulkonaéltaan ravinnossa ei olisi vikaa. Hajuaistilla on osuutensa
myo6s parinmuodostuksessa, tasta esimerkkina uroskoirien kaytoksen

muutos kiimaisen nartun laheisyydessa.

Ladketieteessakin hajuaistilla on roolinsa. Kokenut kliinikko osaa paatella jo

haavan hajusta infektion mahdollisuutta. Hengityksen haistaminen voi



kertoa potilaan paihtymyksesta tai ohjata ajattelua metaboliseen hairiéon.
Hajuaistilla on tarkea rooli ihmiskehon tarvitseman ravinnon saannin
saatelyssa ja varoitusjarjestelméana silloin, jos ihminen altistuu vaarallisille
haihtuville yhdisteille. Jos hajuaisti puuttuu, voi se olla riskitekija esimerkiksi
tybelamassa. Hajuaisti on myods merkittéava elaménlaadun kannalta, sen

puuttuminen voi heikentéda elaméanlaatua.s

Haistaminen perustuu haihtuviin molekyyleihin. NTP-olosuhteissa (normal
temperature and pressure) kaasumaisessa olomuodossa olevien
orgaanisten molekyylien tyypillinen kiehumispiste on korkeintaan 250°C.
Suuremmat molekyylit eivat esiinny kaasuina riittavan suurina pitoisuuksina

hajuaistin havaittavaksi.?

Hajuaistimus syntyy, kun hajumolekyyli kulkeutuu nenan kautta
hajureseptorille nendontelon ylaosaan. Tasta syntyy hajureseptorin
kemiallinen stimulaatio, josta muodostuu viesti otsalohkon alla sijaitsevaan
hajukaamiin. Hajukaamista sahkokemiallinen viesti siirtyy aivoihin

kasiteltavaksi.

Kaasukromatokrafia ja myohemmin massaspektrometria loivat pohjan
elektroniselle haistamiselle. Kaytanndssa elektronisessa haistamisessa
pyritddn tunnistamaan kohteet haihtuvien molekyylien laatu
mahdollisimman tarkasti. Massaspektrometrialla voidaan tunnistaa
kappaleet erittain tarkasti. Ongelmana massaspektrometriassa on paitsi
laitteen suuri koko ja hinta, my6s tutkimuksen hitaus. Kaasukromatokrafiaa
ja massaspektrometriaa yhdistelevat laitteet ovat toki tarkempia
erottelemaan partikkeleita, mutta yhdistelmalaitteiston ongelmat ovat

samoja kuin massaspektrometrian.

1.2.2 Elektronisen nenan toimintaperiaate

Jotta sdhkokenttaa voidaan kayttda partikkeleiden erottamiseen toisistaan,
tulee niiden olla varautuneita positiivisesti tai negatiivisesti, eli olla
ionisoituneita. Esimerkiksi tasaisella sateilylahteella (radioaktiivinen

isotooppi) voidaan ionisoida tutkittavia kappaleita.



Massaspektrometrian kvantitatiivisen analyysin sijaan nykyiset elektroniset
nendat perustuvat kvalitatiiviselle analyysille. Erilaisten sensoreiden avulla
pyrita&n luomaan haihtuvista yhdisteista spekitri, jonka avulla tunnistaminen

tehdaan.

Elektronista nenaé edelsi IMS-teknologiaan (ionimobiliteettispektrometria)
perustuva tunnistusjarjestelma. IMS-tekniikka poikkeaa
massaspektrometriasta siten, etta analysoitavat partikkelit liikkuvat tyhjion
sijaan standardoidussa, poolisia molekyyleja sisaltavassa, valiaineessa.
Tallaiseksi valiaineeksi sopii esimerkiksi kosteusvakioitu ilma, missa
vesimolekyylit toimivat poolisena komponenttina. IMS-tekniikassa
kappaleen liikkeeseen vaikuttaa siis massan ja varauksen lisaksi muoto ja

polaarisuus.

Elektronisen nenan toimintaperiaate on samankaltainen nisakkaiden
hajuaistin kanssa. Naytteistysvaiheessa pyritdén tasalaatuistamaan
sensorille saatavat naytteet vertailukelpoisuuden mahdollistamiseksi.
Vastaava naytteistysvaihe tapahtuu nisakkailla nenéontelossa, jossa
haistettavaa ilmaa suodatetaan, lammitetdan ja sen ilmankosteus kasvaa.
Elektronisessa nenassa hajuepiteelia vastaa sensori, joka vastaanottaa
hajumolekyylin ja tuottaa mitattavan arsykkeen. Sensoreiden tuottaman
tiedon analysoi tietokone siind missa hajuepiteelin arsykkeiden tulkinnasta
vastaa aivokuoren hajualueet yhdessa muun aivokuoren kanssa.1°
Keinotekoisessa haistamisessa voidaan kayttda useita erilaisia sensoreita.
Yksinkertaisin naista on metallioksidipuolijohdesensori. Sen toiminta vaatii
korkeita lampétiloja, mika lisda energiankulutusta. Aistiminen tapahtuu
hajumolekyylien muuttaessa sensorin sdhkdnjohtavuutta.
Yksinkertaisuutensa vuoksi tallaiset sensorit ovat edullisia ja kestavia.1t 1213
Osa uusista sensoreista mahdollistaa huoneenlampéisen toiminnan.
Esimerkiksi erilaiset polymeereista valmistetut sensorit eivat vaadi
runsaasti energiaa toimiakseen. Muita sensorityyppeja ovat muun muassa
valoreaktioihin perustuvat sensorit seka pietsokide- ja nanoputkisensorit.
Sensoreista voidaan valita sopiva kokonaisuus laitteiston ja

tutkimusasetelman tarpeiden mukaan.
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Elektroninen nena pyrkii analysoimaan haistettavan naytteen
kokonaishajun. Mitd vahemman ennakkovalmisteluita naytteelle tarvitaan,
sitd nopeampaa tallaisen laitteen kayttaminen kohteen tunnistamiseen on.
Nisakkaan nené toimii myds talla tavalla, eiké luonnollisissa olosuhteissa
hajun vakevaoittdmiseen tai muuhun valikointiin ole juuri mahdollisuutta.
Kuten aivokuori, voi tietokonekin oppia tunnistamaan hajuspektreja

vertaamalla naytetta aiempiin tunnistettuihin hajuihin.

1.2.3 DMS-tekniikka

DMS eli differentiaalimobiliteettispektrometria on
ionimobiliteettispektrometrian erikoistapaus, jossa varatut hiukkaset
viedaén valiaineessa kahden elektrodin valiin, johon luodaan
epasymmetrinen sdhkokentta ajan funktiona. Taman kentan ansiosta
varautuneet hiukkaset liikkuvat tietylla ajanhetkella tiettyyn suuntaan.
Detektorille paédsee varaukseltaan erilaisia hiukkasia, koska sahkokentta
vaihtuu. Nain saadaan haihtuvasta naytteesta “sormenjalki”, jota voidaan

verrata tausta-aineistoon.4

Tassa tutkimuksessa kaytettiin DMS-tekniikkaa bakteerimaljoilla kasvavien

bakteerien “sormenjalkien” tunnistamiseksi.

1.3. Menetelmien hyédyntaminen

bakteeridiagnostiikassa

Elektronisella nendlla voidaan tunnistaa bakteereita niista haihtuvien
molekyylien avulla. Pavlou et al. viljeli verimaljoilla Clostridium-kantoja ja
Bacteroides Fragilista. He pystyivat erottamaan bakteerikannat toisistaan ja
puhtaista verimaljoista kayttaen 14-sensorista elektronista nenda. He myos
luokittelivat oikein 8 tuntematonta bakteerimaljaa hyddyntaen
ristiinvalidointia.z®> Yusuf et al. tunnistivat erinomaisella erottelukyvylla
diabeetikkojen jalkahaavojen bakteerikantoja. He pystyivat erottamaan
mono- ja polybakteriaaliset kannat toisistaan myds eri kasvualustoilla

luotettavasti. Heidéan elektronisella nenallaan voitiin erottaa myos yksin
11



kasvavat bakteerikannat sekakannassa kasvavista lajitovereistaan.¢ Roine
et al. osoitti elektronisen nenan hyddyllisyyden virtsateiden bakteeri-
infektioiden diagnostiikassa. He erottivat bakteerimaljan steriilista 95%
herkkyydella ja 97% tarkkuudella. Eri bakteerikannat he tunnistivat
toisistaan 95% herkkyydelld ja 96% tarkkuudella.l” Bruins et al tunnisti
keskimaarin 87% oikein 6-8 tunnin aikana. Heidan koeasetelmassaan
elektroninen nen& seurasi VOC:ien muodostumista bakteeriviljelyn aikana

keraten dataa jatkuvasti.1s

2 TUTKIMUKSEN TARKOITUS JA TAVOITTEET

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittaa, pystytaanko tutkimusasetelmassa
kaytetylla laitteistolla erottamaan eri bakteerikantoja toisistaan.
Tarkoituksena oli haistella verimaljalla Fimlabin laboratoriostandardien
mukaan viljeltyja bakteereita suoraan naytevirrasta ilman

ennakkovalmisteluita.

Tavoitteena oli luoda pohjaa kliiniseen diagnostiikkaan veresséa kasvavien

bakteerien tunnistamiseksi.

3 AINEISTO JA MENETELMAT

3.1 Aineisto

Aineistona tutkimuksessa oli 642 verimaljalla viljeltya bakteeria.
Tutkimuksen aineistoon sisaltyi yhteensa 42 eri bakteerilajia. Naista
tilastollisen analyysin ulkopuolelle rajattiin kaikki lajit, joita esiintyi alle

kymmenen kertaa koko aineistossa.

Rajattuun aineistoon kuului 537 analysoitua bakteerimaljaa yhteensa 15:sta

eri bakteerilajista. Kunkin bakteerin maarat on listattu taulukkoon 1.



Pressure swing
absorber

molekyyliseula 5 A

3.2 Menetelmaét

Tutkimuksessa kaytetyt bakteerit kerattiin valikoimatta Fimlabin
naytevirrasta. Bakteerit viljeltiin veri-agar-maljoilla Fimlabin standardien
mukaisesti. Veri-agarmaljat oli tehty 92 mm x 16 mm Petri-maljoille. Viljelyt
toteutettiin ilman antibioottinerkkyysmaaritysta. Bakteereja viljeltiin
normaalin protokollan mukaan. Naytteet analysoitiin huoneenlampdéisina
ilman esivalmisteluita ja keskendan satunnaisessa jarjestyksessa.
Jarjestelman puhtauden yllapitamiseksi bakteerinaytteiden valilla
naytekammiossa pidettiin puhdasta vettd, joka huuhtoi putkistosta

bakteereista haihtuneita molekyyleja.

hukkaportti

rotametri

Kuva 1. Laitteiston kytkentékaavio

Kuva 1 esittaa tutkimuksessa kaytettyd bakteerien mittauslaitteistoa.
Paakomponenttina Environics Oy:n kaupallisesti valmistama Envi AMC-
laite. Paineilmaa sy6tetaan letkustoon, jossa se puhdistetaan ja
kosteusvakioidaan. lima viedaan naytekammion lapi, josta se kulkeutuu
Envi AMC -laitteelle. Naytteen sisaltdvaan letkustoon on saatava tasainen
paine, joten ilma ohjataan myds paineregulaattorille, joka pitda
ilmanpaineen tasaisena. Molekyyliseula on tutkimuksessa kaytetyssa

laitteistossa korvattu kalvokuivaimella.

Tutkimuksessa kaytettiin kaupallisesti valmistettua Envi AMC -sensoria
(Environics Oy, Mikkeli, Finland). Tassa sensorissa kaytetaan hyvaksi
DMS-tekniikkaa. Envi AMC -laitteeseen on liitetty Tampereen teknillisessa

yliopistossa valmistettu naytteenottojarjestelma, joka liittda naytekammion
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ja paineilman sensoriin. Kuljetuskaasuna (eng. carrier gas) kaytettiin

kuivattua ja aktiivihiilella puhdistettua paineilmaa.

3.2.1 Tilastolliset menetelmat

Aineisto analysoitiin Matlab-ohjelmistoa kayttéaen. Kaytetty tilastollinen
menetelma oli K Nearest Neighbor -luokittelu, jossa luokittelijana kaytettiin

arvoa yksi. Tulokset ristivalidoitiin kayttaen leave-one-out -ristivalidaatiota.

4 TULOKSET

Koeasetelmalla pystyttiin tunnistamaan verimaljalla kasvavat bakteerit
65.1% tarkkuudella. Kun tuloksista poistetaan ne bakteerit, jotka esiintyvéat
aineistossa alle 10 kertaa, tarkkuus oli 70.7%. Todennakoisyys saada oikea
tulos sattumalta 15:sta bakteerin joukosta on ilman painotusta 6.7%. Kun
todennékoisyys painotetaan bakteerien jakauman mukaisesti, saadaan
kullekin bakteerille oma todennakdisyys, joka on esitetty taulukossa 3.
Taulukosta 2 kay ilmi eNosen tekemat virheelliset tulkinnat lajeittain.

Bakteerikohtaiset tarkkuudet on lueteltu taulukossa 3.

Grampositiivisia bakteereita tutkimuksessa oli 294, naista tunnistettiin
oikein 67%. Gramnegatiivisia bakteereita analysoitiin 243 ja naista saatiin
75% oikein. Taulukossa 4 nahdaan, kuinka hyvin menetelma erottelee
nama bakteerit toisistaan. Tarkkuus gramnegatiivisten bakteereiden

erottelussa oli 90% ja -positiivisten 92%.
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Taulukko 1

Bakteeri Analysoitujen bakteerimaljojen
maara
Str. Pyogenes 96
S. Aureus 80
E. Coli 69
P. Aeruginosa 64
Str. Pneumoniae 36
E. Cloacae 30
P. Mirabilis 27
E. Faecalis 25
Srt. Agalactiae 21
S. Haemolyticus 20
M. Catarrhalis 17
K. Pneumoniae 14
Str. Milleri 14
C. Koseri 12
S. Marcecens 12
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Taulukko 2
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Taulukko 3

Bakteeri Oikein tunnistettuja Todennakdisyys osua
oikeaan sattumalta
S. Aureus 70,0% 14,9%
E. Coli 81,2% 12,9%
Str. Pyogenes 75,0% 17,9%
P. Mirabilis 88,9% 5,0%
P. Aeruginosa 76,6% 11,9%
Str. Agalactiae 61,9% 3,9%
Str. Pneumoniae 52,8% 6,7%
E. Faecalis 72,0% 4,7%
K. Pneumoniae 21,4% 2,6%
E. Cloacae 73,3% 5,6%
C. Koseri 83,3% 2,2%
S. Haemolyticus 50,0% 3,7%
Str. Milleri 71,4% 2,6%
M. Catarrhalis 47,1% 3,2%
S. Marcecens 83,3% 2,2%
Taulukko 4
gram- [gram+
gram- [220 25
gram+ |23 269
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5 POHDINTA

Kayttamamme elektroninen nena pystyi tunnistamaan verimaljalla kasvavat
bakteerit hyvin. Analysoidun aineiston bakteerit tunnistettiin oikein
keskimaarin 70.7% tarkkuudella. Bakteerikohtaiset erot olivat suuria,
tarkimmin laitteistollamme tunnistettiin P. Mirabilis 88.9% tarkkuudella (n.
27). Heikoimmin tunnistetuksi tuli K. Pneumoniae, josta tunnistettiin oikein
21.4% (n. 14). Neljan useimmin aineistossa esiintyneen bakteerin
tunnistusprosentit olivat S. Aureus 70.0%, E. Coli 81.2%, P. Aeruginosa
76.6% ja Str. Pyogenes 75.0%.

Suurin osa virheellisista analyyseista johtui bakteerin tunnistamisesta
sukulaisbakteeriksi. Esimerkiksi Str. Pyogenes -bakteereista 12.5%
tunnistettiin Str. Pneumoniae -bakteereiksi molempien ollessa
Grampositiivisia streptokokkeja. Vastaavasti Str. Pneumoniae -bakteereista

19,4% tunnistettiin Str. Pyogenes -bakteereiksi.

Tunnistimme bakteerit toisistaan hieman huonommin kuin Roine et al 2014.
He erottivat vastaavalla laitteistolla bakteerit toisistaan 95% herkkyydella ja
96% tarkkuudella. Aineistomme oli kuitenkin huomattavasti laajempi ja
kaikki bakteerilajit sisallytettiin tutkimukseen ilman esivalintaa. Tutkitut
bakteerit olivat potilaista kerattyja naytteitd, joten saman lajin bakteerit eivat
todennakoisesti edustaneet tdysin samaa kantaa, milla on vaikutusta

hajujalkeen.

Analysointiaikamme poikkesi osasta tutkimuksista. Bruins et al. tunnisti 6-8
tunnin analyysin aikana bakteerinsa keskimaarin 87 prosenttisesti. Meilla

analysointiin kaytettiin keskimaarin kuusi minuuttia bakteeria kohden.

Bakteerimaljamme tulivat suoraan alueemme laboratorion naytevirrasta,
joten emme vakioineet tai optimoineet kasvatusalustaa VOC:n
muodostuksen maksimoimiseksi. Pyrimme muutoinkin naytteiden

vahdiseen esivalmisteluun, emmeka esimerkiksi varmistaneet naytteiden
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yhtenevaa lampdétilaa ennen mittauksia, jotta tilanne vastaisi

mahdollisimman hyvin kaytannon kliinista asetelmaa.

Yhtena tutkimuksemme heikkouksista oli edellisen naytteen aiheuttaman
signaalin poistumisen silmamaarainen tulkinta. Laitteisto piirsi tutkitusta
bakteerista spektrin, joka silmamaaraisesti muuttui hieman kunkin
mittauksen valissa. Tarkoituksena oli myds havaita naytteiden valeissa
analysoidun veden puhdistava vaikutus, mutta tédssa oli melko runsaasti
vaihtelua, koska bakteereista vapautuvien molekyylien maara vaihteli
huomattavasti. Jatkossa laitteistoon olisi syyté integroida selkea nolla-
referenssi, jotta edellisen analysoidun naytteen signaali ei hairitsisi

seuraavaa mittausta.

Tulevaisuudessa nykyisella teknologialla voitaneen paasta
reaaliaikaisempaan analytiikkaan. Tutkimuksemme osoitti laitteiston
kykenevéan tunnistamaan verimaljalla kasvavia bakteereita toisistaan ilman
huolellista esivalmistelua. Kun edellisen analyysin vaikutus hajujalkeen
saadaan minimoitua ja riittdva maara vertailutuloksia eri bakteerien
ominaishajuista tallennettua analyysin tueksi, voidaan tutkia laitteiston

kykya tunnistaa tuoreita tai hyvin lyhyen aikaa inkuboituja naytteita.

6 JOHTOPAATOKSET

DMS-tekniikka soveltuu aerobisten bakteeriviljelmien tunnistamiseen.
Analysoimamme bakteerit vaikuttavat luokittuvan myds taksonomiansa
mukaisesti. Geneettisesti lAhemmat bakteerit tuottivat eniten
mittausvirheitd, esimerkiksi taulukosta 2 ndhdaéan, ettda KNN analyysi antoi

12 kertaa S. Pneumoniaen S. Pyogenekseksi.

Jatkossa tulisi kehittda algoritmeja jotka tunnistaisivat bakteerit tAman

sensorin datasta viela tarkemmin.
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