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TIIVISTELMÄ  
 

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet: Osteomyeliitti eli luumätä on bakteerien aiheuttama 

luukudoksen tuhoutumistauti, jossa patogeenejä on vaikea tuhota ja jonka jättämiä vaurioita voidaan 

nykyään etupäässä hoitaa luusiirteillä tai antibiootteja vapauttavilla, biohajoamattomilla 

implanteilla. Biohajoamattomat implantit eivät kuitenkaan edistä luuvaurioiden regeneraatiota, ja 

niiden poisto vaatii uusintaleikkauksen. Biologiset luusiirteet korjaavat luuvauriot paremmin, mutta 

vaativat myös leikkauksia sekä massiivista antibioottiterapiaa, joka ei aina onnistu. Tästä syystä 

biohajoavalle, luuta korvaavalle, antimikrobiaaliselle implantille on tarvetta. Tämän työn 

tavoitteena oli testata tällaiseen käyttöön potentiaalisesti soveltuvia, antibioottia vapauttavia 

polymeeri–β-TCP(trikalsiumfosfaatti)-komposiittipellettejä tutkimalla niiden hajoamista, β-TCP:n 

liukenemista sekä antiseptisiä vaikutuksia bakteereihin in vitro.  

 

Tutkimusmenetelmät: Pelletti-implanttien hajoamista tutkittiin hydrolyysikoesarjalla pitämällä 

materiaaleja Sörensen-puskurissa (pH 7,4) 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 ja 20 viikkoa, joiden aikana 

materiaalien massanmuutoksia mitattiin märkä- ja kuivamassapunnituksilla. β-TCP:n pysyvyyttä 

tutkittiin fosfaatinvapautumiskokeella, jossa näytteestä Tris-puskuriin (pH 7,4/ 37 °C) liuennut 

fosfaatin määrä määritettiin spektrometrisellä ammoniummolybdaattimenetelmällä lähes puolen 

vuoden ajan. Lisäksi TCP:n osuuden muutoksia hydrolyysin jälkeen tutkittiin 

TGA(termogravimetrinen analyysi) -ajoilla. Lääkevapautumiskokeiden perusteella parhaan 

pellettikandidaatin tehoa neljään yleisimpään luumätäpatogeeniin tutkittiin reaaliajassa 

bioluminesenssimenetelmällä estorengaskokeilla, mikä on täysin uusi menetelmä tutkittaessa 

materiaalien antiseptisiä vaikutuksia bakteereihin.  

 

Tutkimustulokset: Hajoamiskoesarjan kaikki pellettikomposiitit pysyivät ehjinä lukuun ottamatta 

rifampisiinipellettejä, joissa ei ollut TCP:a. Yleisesti ottaen pelletit menettivät massastaan 

kahdessakymmenessä viikossa noin 14–40 %. Massasuhteet muuttuivat tänä aikana siten, että 

keraamin osuus pelleteissä suhteessa polymeeriin kasvoi 8-10 prosenttiyksikköä. 

Fosfaatinvapautumisessa todettiin, ettei β-TCP liukene tehokkaasti. Estorengaskokeissa osoittautui, 

että yksinään käytettyinä siprofloksasiini on tehokkaampi kuin rifampisiini, ja ainoastaan 

siprofloksasiinipelletit tehoavat kunnollisesti kaikkiin bakteereihin viikon hydrolyysin jälkeen.  

 

Johtopäätökset: Pelletit voivat edistää hyvin luukudoksen korjautumista, sillä hajotessaan ne 

pysyvät pitkään luhistumatta, ja polymeerin poistuttua β-TCP tulee jäämään vaurioihin. Pelleteillä 

on hyvät edellytykset tappaa vaurioalueiden bakteerit, mutta lisäkokeita tarvitaan vielä.   
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ABSTRACT  
 

Background and aims: Osteomyelitis is a bone destroying disease caused by bacteria. Pathogens 

are hard to eradicate and damages can mainly be treated with bone grafts or non-biodegradable 

implants which release antibiotics. Non-biodegradable implants, however, do not promote bone 

regeneration and their removal calls for a new operation. Bone grafts heal bone cavities better, but 

they also need many operations and massive antibiotic therapy, which may not succeed. That’s why 

there is a need for biodegradable, antibiotics releasing implant. The aim of this study was to test 

antibiotics releasing polymer–β-TCP(tricalcium phosphate) composite pellets potentially suitable 

for this use by examining their degradation, degradation of TCP and their suitability to kill bacteria 

in in vitro.  

 

Methods: Degradation of pellet implants was analyzed with degradation test series by keeping 

materials in Sörensen buffer (pH 7,4) for 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 and 20 weeks. Mass change and 

water absorption of materials were evaluated by weighting wet and dry masses. Stability of β-TCP 

was studied with phosphate degradation test series, in which phosphate dissolved from the samples 

into Tris buffer (pH 7, 4/ 37 °C) was measured using ammonium molybdate spectrometric method. 

Changes in TCP content of the samples were examined with thermogravimetric analysis (TGA). 

The effect of the best pellet candidates on four different osteomyelitis causing bacteria was 

examined with inhibitory zone tests by using real time bioluminescence, which is a completely new 

method.  

 

Results: All composite pellets stayed as whole during the degradation test series except rifampisin 

pellets lacking TCP. Broadly pellets lost 14-40 % of their mass during twenty weeks. At this time 

mass ratios changed so that the TCP content of pellets increased 8-10 percentage units. Phosphate 

degradation test proved that β-TCP does not dissolve. In inhibitory zone tests it was shown that 

when used alone ciprofloxacin pellets are more efficient than rifampicin ones and only 

ciprofloxacin pellets have proper affect on all bacteria after one week hydrolysis.  

 

Conclusions: Pellets can potentially promote regeneration of bone tissue well since composites are 

compact for a long time without collapsing and β-TCP hardly shows any signs of early dissolution. 

Pellets have good potential to eradicate bacteria from infected area, but more research concerning 

this issue needs to be done.  
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LYHENTEET   

 

BMP   bone morphogenetic protein; luun muodostusta edistävä proteiini  

CCD   charge coupled device; luminesenssiemissiota kuvaava kamera 

CIP   siprofloksasiini  

CT   tietokonekerroskuvaus (computed tomography)  
18

F-FDG   [
18

F]-2-fluoro-2-deoksiglukoosi  

FMNH2   flaviinimononukleotidi  

frp   flavin reductase protein  
67

Ga-sitraatti   
67

galliumsitraatti  
68

Ga-kloridi   
68

galliumkloridi  

GMO   geneettisesti muokattu organismi (genetically modified organism)  

hla   hemolysiini-promoottori  

HPLC  korkean suorituskyvyn nestekromatografia (high-performance liquid 

chromatography)  

IPTG   isopropyyli-β-D-tiogalaktopyranosidi  

ISO   International Organization for Standardization  

LB   Luria-Bertani -medium  

lux   lusiferaasioperoni  

MIC   minimi-inhibiittorikonsentraatio (minimum inhibitory concentration)  

MRI   magneettinen resonanssikuvaus (magnetic resonance imaging) 

MRSA   metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus  

MRSE   metisilliiniresistentti Staphylococcus epidermidis  

pAT19   plasmidi, jossa erytromysiiniresistenttiysgeeni   

pCGLS-1   plasmidi, jossa ampisilliiniresistenttiysgeeni  

PCL   polykaprolaktoni  

PET   positroniemissiotomografia (positron emission tomography)  

PGA   polyglykolidi  

PLA   polylaktidi  

PLCL   poly(L-laktidi-ko-ε-kaprolaktoni)  

PLGA   poly(laktidi-ko-glykolidi)  

PMMA   polymetyylimetakrylaatti  

pUCP24GW   plasmidi, jossa gentamysiiniresistenttiysgeeni   

RFP   rifampisiini  

SAPHO   niveltulehduksen, aknen, jalkapohjan märkärakkuloiden, luun  

liikakasvun ja luutulehduksen syndrooma (syndrom of synovitis, acne, 

plantar pustulosis, hyperosteosis and osteitis); osteomyeliitin muoto  

SB   Super Broth -medium  

SBF   simulated body fluid -liuos  

SCCmec   staphylococcal cassette chromosome mec  

SOC   Super Optimal broth with Catabolite repression -medium  

TCP   trikalsiumfosfaatti  

TGA   termogravimetrinen analyysi  

WA   vesiabsorptio (water absorption)  
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1. JOHDANTO  

Ennen vanhaan vanhalla kansalla oli tapana sanoa, että ”on niin rautainen terveys, ettei muu tepsi 

kuin luumätä ja rautasaha”. Osteomyeliitti, eli juuri kansankieliseltä nimeltään luumätä, on välistä 

hyvin ankara, bakteerien aiheuttama luukudoksen tuhoutumistauti, jossa bakteerit haurastuttavat ja 

mädättävät luut syömällä niihin suuria aukkoja sekä tuhoavat ympäröivää pehmytkudosta (Mäkinen 

2005, Sia & Berbari 2006, Smith ym. 2006). Nekroottisen kudoksen leviäminen voi johtaa kuolion 

muodostumiseen, ja lisäksi taudista on seurauksena ainakin korkea kuume, erilaisia 

liikuntavaikeuksia ja -kyvyttömyyttä sekä voimakkaita kipuja. Pahimmillaan tauti voi johtaa jopa 

kuolemaan. Osteomyeliittiä voidaan siis syystäkin pitää yhtenä vaikeimmin hoidettavista 

infektioista, jonka hoitoon ei toistaiseksi ole olemassa tehokasta keinoa.  

Nykyään luutransplantaatioita tehdään kymmenen kertaa enemmän kuin muille elimille 

(Lieberman & Friedlaender 2005). Luusiirteitä pidetään toistaiseksi hyvinä vaihtoehtoina, kun 

halutaan edistää luukudosvaurioiden korjautumista ja paranemista siten, että sairas luu saavuttaa 

jälleen alkuperäiset mekaaniset ja ulkonäölliset ominaisuutensa. Luusiirteet sulautuvat ja 

korvautuvat ajan myötä uudella luukudoksella, mutta niidenkin asennus vaatii suuria 

leikkausoperaatioita, eikä potilaillakaan ole autograftien luovutukseen montaa sopivaa 

luovutuskohtaa. (Lieberman & Friedlaender 2005, Sia & Berbari 2006) Luonnollisten luusiirteiden, 

niin autograftien kuin allograftien, käyttöä rajoittaa myös mikrobien oleskelu infektioalueella, jolta 

ne olisi ensin kyettävä tuhoamaan ennen siirteen asentamista. Siirteet voivat myös itsessään 

aiheuttaa infektiovaaran. Antibioottiterapioiden tehoa vähentää kuitenkin huomattavasti bakteerien 

vahva biofilmien muodostus sekä sairastuneen luukudoksen huonontunut verenkierto (Castro ym. 

2003, Smith ym. 2006). Tämän vuoksi luumädän hoidossa on suosittu jo pitkään paikallista 

antibioottihoitoa, jota on annettu asentamalla vaurioon nekroottisen kudoksen poiston jälkeen 

biohajoamattomasta materiaalista valmistettu, antibioottia vapauttava implantti (Boda 1982). Nämä 

implantit tappavat infektion aiheuttaneet patogeenit tehokkaasti nostamatta vaarallisesti veren 

antibioottipitoisuutta, mutta biohajoavat implantit ovat stabiileja, eivätkä poistu esimerkiksi 

absorboitumalla. Ne on poistettava uusintaleikkauksessa tai ne voivat aiheuttaa komplikaatioita 

paikoilleen jätettyinä (Tiainen ym. 2008). Niitä on yleensä käytetty bakteerien tuhoamiseen ennen 

luusiirteiden asennusta. Koska jatkuvat leikkaukset rasittavat potilasta ja biohajoamattomilla 

implanteilla sekä luusiirteillä on paljon huonoja puolia, biohajoavat, lääkettä vapauttavat implantit 

ovat nousemassa parhaaksi vaihtoehdoksi luumädän hoitoon. Tällaiset implantit vievät 

ideaalitilanteessa jalansijan patogeenien kasvulta vapauttamalla antibioottia paikallisesti suoraan 
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infektoituneelle alueelle ja edistävät luun regeneraatiota hajoamalla asteittain uusiutuvan 

luukudoksen tieltä (Koort ym. 2005).  

Osteomyeliitti on erittäin otollinen sairaus uusien biohajoavien implanttien kehittämiselle, sillä 

toistaiseksi yksikään nykyinen menetelmä ei toimi tarpeeksi tehokkaasti. Ideaalisen luugraftin 

ajatellaan tarjoavan osteokonduktiivisen matriisin, osteoinduktiivisia tekijöitä tai ominaisuuksia ja 

osteogeenisiä soluja vaurioiden tehokkaan umpeutumisen edistämiseksi. Jos grafti ei matki 

normaalia luuta riittävästi, sulautumisessa isännän terveeseen luukudokseen esiintyy 

todennäköisesti ongelmia. (Lieberman & Friedlaender 2005) β-trikalsiumfosfaatti (β-TCP) on usein 

käytetty, osteokonduktiivinen, huokoinen keraami, jolla on osoitettu olevan erinomaisia 

ominaisuuksia ja edellytyksiä luukudoksen korjautumisen kannalta (Nicholas & Lange 1994, Arai 

ym. 2005, Kalita ym. 2007). β-TCP hajoaa resorboitumalla, mikä tapahtuu samaa tahtia kuin uutta 

luukudosta kasvaa implanttia myöten vaurioalueelle. Se on osoittautumassa jopa hydroksiapatiittia 

paremmaksi vaihtoehdoksi luunkasvun edistäjänä luuvaurioiden korjauksessa (Eggli ym. 1988, 

Anker ym. 2005). Biohajoavat, antibiootteja sisältävät implantit valmistetaan lisäksi usein 

biohajoavista polymeereistä (mm. polylaktidi, polyglykoli). Polymeerimatriisin edesauttama 

hajoamiskontrolli on tärkeää, koska samalla kontrolloidaan implantteihin lisättyjen antibioottien 

vapautumista. (Koort ym. 2005, Tiainen ym. 2008) Näin varmistetaan infektioalueen patogeenien 

tehokas tuhoutuminen paikallisella antibioottiterapialla aiheuttamatta potilaalle kuitenkaan koko 

kehon kattavaa antibioottimyrkytystä.  

Luun uusiutuminen on pitkä, useita kuukausia tai jopa vuosia kestävä prosessi, jonka aikana 

implantit eivät saa hajota liian nopeasti tai menettää osteokonduktiivista funktiotaan 

ennenaikaisesti. Lisäksi vapautuvien antibioottien toivotaan tehoavan mahdollisimman useaan 

osteomyeliittia aiheuttavaan bakteeriin luumädän vaihtelevan patogeneesin vuoksi. Tästä syystä 

tässä tutkielmassa haluttiin tutkia osteomyeliitin hoitoon suunniteltujen uudenlaisien, biohajoavien 

ja antibioottia vapauttavien polymeeri–keraami-komposiittipellettien hajoamiskäyttäytymistä kuin 

myös niiden tehoa yleisimpiin luumätäbakteereihin ennen tulevaisuudessa tehtäviä eläinkokeita.  
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2. KIRJALLISUUSKATSAUS  

2.1 Luumätä syö, haurastuttaa, tuhoaa    

2.1.1 Patogeneesi 

Osteomyeliitti eli luumätä on erittäin ikävä, bakteeri-infektion aiheuttama luukudoksen 

tuhoutumistauti. Tauti lähtee liikkeelle tilanteesta, jossa bakteerit pääsevät esimerkiksi haavaumien 

tai murtumien kautta kosketuksiin luukudoksen kanssa (kuva 1A). Yleensä terve luukudos on 

suhteellisen vastustuskykyinen bakteeri-infektioita vastaan, mutta jo ennestään traumatisoituneet 

pehmyt- ja luukudokset, joissa verenkierto on heikentynyt, tarjoavat otolliset olosuhteet patogeenien 

kasvulle sekä nekroosille. (Mäkinen ym. 2005, Sia & Berbari 2006) Tarttuessaan nekroottisen luun 

pintaan bakteerit muodostavat erittäin vahvan biofilmin (kuva 1B), joka sitoutuu tiukasti kudosten 

glykoproteiineihin. Biofilmi vaikeuttaa antibioottien läpäisyä, makrofaagien fagosytoosia, vasta-

aineiden tunkeutumista ja haittaa T- ja B-solujen toimintaa (kuva 1C). Näin bakteeri-infektio leviää 

ja potilaan tila huononee.  

Osteomyeliitti ei yleensä rajoitu pelkästään luukudokseen, vaan leviää myös ympäröivään 

pehmytkudokseen aiheuttaen vakavia vaurioita (Smith ym. 2006). Akuutti osteomyeliitti on 

märkivä infektio, johon kuuluu ödeemaa (veden kertymisestä johtuva turvotus), verisuonitukoksia 

ja pienverisuonitromboosia. Tulehduksen levitessä syvemmälle luuhun muodostuu paiseita, jotka 

aiheuttavat hyperosteoottisen tilan eli luukudoksen päälle muodostuu uutta luukudosta. Uutta luuta 

muodostuu vielä terveestä periosteumista, joka muodostaa elävästä luusta kuolleen luukudoksen 

ympärille kotelomaisen kapselin (involucrumi). Tämä ontelo kerää usein märkää, ja suuntaa 

kasvunsa ihon pinnalle (kuva 1D), jolloin ihoon muodostuu kovettumia ja haavaumia. (Mäkinen 

2005, Smith ym. 2006) Luumädän tunnusomaisin piirre on niin sanotusti luiden mätäneminen, eli 

nekroottisen kudoksen muodostuminen. Nekroottisessa luukudoksessa on erittäin huono 

verenkierto, joten myös sen ympärillä oleva terve luukudos voi joutua eristyksiin verenkierrosta. 

Huonontuneesta verenkierrosta aiheutuu sequestraa eli tilanne, jossa nekroottinen kudos alkaa 

halkeilla hallitsemattomasti ja pirstoutua säleiksi (kuva 2) kehon paineen alla. (Mäkinen 2005, 

Smith ym. 2006) Pahimmillaan nekroosi ja sen leviäminen johtavat potilaan kuolemaan. Jos hoito 

onnistutaan aloittamaan ennen kuolleen luukudoksen muodostumista, isännän omat tulehdusvasteet 

voivat hoidon ohella riittää tulehduksen voittamiseen. Yleensä kuitenkin tauti ehtii muuttua 

krooniseksi. Osteomyeliitillä on useita erilaisia muotoja, jotka eroavat toisistaan tartunta-alueiden, 

tartuntatavan ja vakavuuden suhteen, mutta tietyt asiat – kuten kovat kivut, rajoittunut liikkuminen, 

kuume, turvotus, verenmyrkytyksen mahdollisuus ja kylmät väreet – toistuvat samanlaisina lähes 
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kaikissa potilastapauksissa. (Mäkinen 2005, Sia & Berbari 2006) Oireet riippuvat täysin myös 

patogeenipopulaation koostumuksesta. 

 

 

Kuva 1A-D. Osteomyeliitin patogeneesi. A) Bakteerit tunkeutuvat esimerkiksi murtuma-alueelle haavan tai 

verenkierron kautta. B) Bakteerit kolonisoituvat biofilmiksi murtuman luusäleisiin (sequestra) estäen makrofagien 

toiminnan. C) Bakteerit kasvavat biofilmin suojissa turvassa antibiooteilta ja tuhoavat ympäröivää kudosta. D) Laajalle 

levinnyt tulehdus johtaa luun resorptioon. Samalla märän myötä keho pyrkii eroon elottomista luusäleistä (muokattu 

lähteestä Mäkinen 2005).  

 

2.1.2 Taudin tunnistus on yhtä vaikeaa kuin hoito  

Luumädän vaikeudesta kertoo, että noin 20 % osteomyeliittitapauksista uusii (Sia & Berbari 

2006). Pelkästään tämä riittää kertomaan, ettei nykyisillä hoitomenetelmillä kyetä aina poistamaan 

kaikkia patogeenejä voimakkaista antibioottihoidoista huolimatta. Patogeenit tunkeutuvat 

luukudokseen infektoituneista naapurikudoksista, avoimista haavoista tai murtumista, elinsiirteiden, 
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infektoituneiden vierasesineiden tai verenkierron mukana (Mäkinen 2005, Boucher ym. 2010). 

Verenkiertoon patogeenit voivat päästä haavojen lisäksi vaikka ruuan tai ruiskujen kautta. 

Esimerkiksi huumeidenkäyttäjillä osteomyeliitti on yllättävän yleinen sairaus. (Sia & Berbari 2006) 

Oikean hoidon valintaan vaikuttavat niin taudin patofysiologia, mikrobiologia, kuin isännän 

immuunivasteet (Gentry 1997, Sia & Berbari 2006). Valitettavasti näistä asioista ei vain aina kyetä 

pääsemään niin helposti perille kuin voisi luulla.  

Luumädän vakavuus ja hoito määräytyvät ensisijaisesti sen kautta, mikä tai mitkä bakteerit ovat 

osallisena taudin patogeneesissä. Bakteeriviljelmät opastavat antibioottihoidon valinnassa, mutta 

kroonisen sairauden tapauksessa bakteerien kasvatus on vaikeaa (Gentry 1997). Joskus 

osteomyeliitin vaivaamasta kudoksesta eristettyjä bakteerinäytteitä ei onnistuta kasvattamaan 

tunnistusta varten, vaan puhutaan kasvatusnegatiivisesta osteomyeliitistä, mikä puolestaan kertoo 

märkimisen osallisuudesta sekä histopatologisista muutoksista. Tällöin patogeenit voivat olla niin 

herkkiä bakteereja, että ne vaatisivat erikoismediumeja kasvaakseen tautipesän ulkopuolella. (Sia & 

Berbari 2006) Myös pelkän tautitilan toteaminen voi olla vaikeaa, sillä yleensä kroonisissa 

tapauksissa esimerkiksi veren valkosolutaso saattaa olla normaali. Vielä viime vuosikymmenellä 

luubiopsiaa pidettiin ainoana täysin luotettavana tapana todeta osteomyeliitti ja tunnistaa patogeenit 

(Gentry 1997). Patogeenin tunnistaminen on tärkeää, jotta voidaan nopeasti päättää infektoituneiden 

kudosten leikkauksesta ja aloittaa vähintäänkin 4-6 viikon antibioottiterapia (Koort ym. 2005).  

 

2.1.2.1 Radiologiset menetelmät  

Varmuus taudista saadaan usein vasta yhdessä radiologisten, mikrobiologisten ja 

histopatologisten testien kanssa. Radiograafiset kuvat ovat avuksi vasta noin 10–20 päivän kuluttua 

oireiden alusta, sillä aiemmin kudostuhot eivät välttämättä näy kuvissa. Ensimmäisiä näkyviä 

oireita ovat turvotus, periosteaalinen paksuuntuminen ja luukato (Mäkinen 2005), mutta niitä ei 

voida suoraan yhdistää osteomyeliittiin. Taudinkuvan määrityksessä voidaan käyttää luotettavalla 

tavalla herkkiä ja spesifisiä kuvausmenetelmiä, kuten magneettista resonanssikuvausta (MRI) tai 

tietokonekerroskuvausta (CT), joilla kyetään kuvaamaan nekroottisen luun ja kudoksen tilaa sekä 

määrää. (Sia & Berbari 2006)  

CT on hyödyllinen varsinkin alussa, kun pyritään selvittämään, millaista hoitoa potilas tarvitsee 

(Boucher ym. 2010, Wright & Nair 2010). Menetelmän avulla luodut rekonstruktiot luurakenteista 

sallivat hienovaraisten luurakennemuutosten havainnoinnin ja auttavat määrittämään taudin 

levinneisyyttä sekä aggressiivisuutta. CT on MRI:tä parempi kortikaalisen ja selkärankaluumädän 

havaitsemisessa sekä luun luumenin muutoksia tutkittaessa. (Mäkinen 2005) MRI-kuvausta 
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käytetään varsinkin silloin, kun potilas tarvitsee leikkausta tai antibioottihoito pettää ja lisätutkimus 

on tarpeen (Gentry 1997). MRI on hyvin tarkka ja spesifinen menetelmä, jolla voidaan seurata 

patologisia muutoksia luuytimessä ja ympäröivissä pehmytkudoksissa. Potilas ei kummassakaan 

tapauksessa joudu säteilyn kohteeksi, mutta niin MRI:n kuin CT:n haittapuolena on kuvien 

sirontailmiö, joka voi aiheutua esimerkiksi luiden lähellä olevista metalliosista. (Mäkinen 2005)  

Myös ei-invasiivista kuvastekniikkaa, positroniemissiotomografiaa (PET), on käytetty. PET on 

lyhytikäisiä positroneja hyödyntävä menetelmä, jossa elimistöön tuotu radioaktiivinen isotooppi 

lähettää positroneja ja hajotessaan saa kohteen säteilemään gammasäteitä siten, että siitä saadaan 

tarkka kuva. Emittoituvat positronit matkaavat kudoksissa ennen törmäystä elektronien kanssa. 

Tästä seuraa massahäviö, ja muodostunut energia voidaan kääntää elektromagneettiseksi säteilyksi 

fotonien muodossa. Yleisimpiä isotooppeja ovat [
18

F]-2-fluoro-2-deoksiglukoosi (
18

F-FDG), 
67

Ga-

sitraatti sekä 
68

Ga-kloridi. (Mäkinen 2005) PET on erittäin herkkä ja spesifinen metodi, ja potilaan 

saama säteilyannos on alhainen. Gentryn (1997) mukaan isotooppitutkimukset ovat turhan 

häiriöalttiita soveltuakseen luumädän todentamiseen, ja PET-menetelmän onkin todettu syyllistyvän 

usein myös vääriin positiivisiin tuloksiin. Väärät positiiviset voivat johtua esimerkiksi 

luukasvaimesta, viimeaikaisesta leikkauksesta tai jännesairaudesta, mutta PET-kuvauksista on 

toistaiseksi vain vähän kokemusta osteomyeliitin kanssa. (Mäkinen 2005, Sia & Berbari 2006) 

PET-metodia on paranneltu suorittamalla useita tutkimuksia (Koort ym. 2004, Mäkinen ym. 2005a), 

ja se saattaa hyvinkin saada parempaa jalansijaa diagnoosien teossa hyvän tarkkuuden, 

yksinkertaisuuden ja hyvän saatavuuden ansiosta. (Mäkinen 2005) 

 

2.1.3 Osteomyeliitti jakautuu useaan alatyyppiin  

Osteomyeliitin voi saada kuka tahansa missä iässä tahansa mihin luuhun tahansa aina raajoista 

kalloluihin ja selkärankaan. Lapsilla yleisimpiä ovat pitkiin luihin ja aikuisilla nikamiin kohdistuvat 

osteomyeliitti-infektiot. (Mäkinen 2005) Vaurioiden muodostuminen ei seuraa eri potilailla samaa 

kaavaa, vaan luumätä voi olla patogeenien ja lokalisaation vaihtuvuuden vuoksi hyvin 

potilasspesifinen (Smith ym. 2006). Osteomyeliitti voi rajoittua yhteen luun osaan tai siihen voi 

kuulua luuydintä, kuorta, periosteumia ja ympäröivää pehmytkudosta. Se voi myös vaihdella 

kivuliaasta kivuttomaan sekä avoimesta, luun paljastavasta haavasta kuivuvaan avanteeseen tai 

esiintyä jopa ilman ihovaurioita. (Boucher ym. 2010) Tautitila voi olla akuutti (kehittyy parissa 

viikossa), subakuutti (kehittyy noin kuukaudessa) tai krooninen, jolloin taudin kehitys kestää useita 

kuukausia (Mäkinen 2005). Kaikista edellä luetelluista syistä johtuen mitään yleisessä käytössä 

olevaa luokkajakoa osteomyeliitille ei ole, mutta useita erilaisia luokitteluperusteita on kehitetty 
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helpottamaan hoidon valintaa. Näitä ovat Waldvogelin kaavion mukainen tai Cierny-Maderin 

luokittelu, joissa määritykseen voidaan käyttää taudin akuuttisuutta, verenkierron tilaa, 

infektoituneen luun määrää tai potilaan fysiologisesta tilaa (Mäkinen 2005, Sia & Berbari 2006). 

Esimerkiksi Cierny-Maderin luokituksessa luumätä jaetaan selkäydin-, pintapuoliseen, paikalliseen 

ja hajanaiseen luumätään (Mäkinen 2005), mutta on olemassa myös vielä tarkempia luokituksia, 

joissa eri paikoissa kehoa tai eri syystä muodostuneet taudit on luokiteltu varsinkin pitkien luiden, 

selkärangan, murtumien vuoksi syntyneiden, perifeerisen verenkierron riittämättömyydestä 

johtuvaan (diabetes) sekä ei-tarttuvaan (SAPHO) osteomyeliittiin (Sia & Berbari 2006).  

Pitkien luiden osteomyeliitti saa usein alkunsa verenkierron mukana kulkeutuvasta tai 

pehmytkudoksesta leviävästä infektiosta, jonka hallitseva mikrobi on Staphylococcus aureus, mutta 

yhtälailla myös koagulaasi-negatiivisia stafylokokkeja sekä aerobisia gramnegatiivisia bakteereja 

tavataan kudoksista eristetyistä näytteistä. Oireet vaihtelevat, mutta yleensä tähän osteomyeliittiin 

kuuluu hyvin alhainen kuume, epäspesifistä kipua, paikallista raajan turpoamista, kylmiä väreitä 

sekä eryteemaa (ihon paikallinen punoitus). Kovimmissa tautimuodoissa kova luukipu sekä 

tulehdushaavan ympäristön kuivuminen ovat yleisiä ilmiöitä. (Sia & Berbari 2006) Huomattavia 

kuolleisuuslukemia tavataan kuitenkin huonosta verenkierrosta kärsivien keskuudessa, kuten 

diabeetikoilla, hyperglykemiasta tai neuropatioista kärsivillä, sillä varsinkin diabeetikot saavat usein 

jalkahaavaumia, joiden kautta patogeenit kulkeutuvat verenkiertoon ja aiheuttavat osteomyeliitin 

jalkapöydän tai säären luissa. Amputaatiotarve on diabeetikoilla erittäin yleinen.  

Avoimissa murtumissa 3-25 %:a tapauksista johtaa luumädän muodostumiseen. Potilaat ovat 

usein nuoria miehiä ja poikia, ja hoitamattomana tauti voi edetä niin pitkälle, että amputaatio on 

ainoa keino selvitä hengissä. Tällainen post-traumaattinen osteomyeliitti on bakteerikannaltaan 

usein hyvinkin polymikrobiaalinen, koska siinä on osallisena normaalia ihon flooraa, maaperästä 

tulleita bakteereja ja mahdollisesti myös sairaalaperäisiä mikrobeja. Oireet voivat ilmaantua vasta 

useita kuukausia murtuman muodostumisen jälkeen. Tällaisesta tilanteesta alkunsa saanut 

osteomyeliitti on vaikeasti hoidettava tauti, jolle tyypillisiä oireita ovat varsinkin murtuman ja 

haavan paranemattomuus. (Sia & Berbari 2006)  

Selkänikamaosteomyeliitissä eli spondylodiskitiksessä tauti saa usein alkunsa verenkierron 

mukana tulleista taudinkantajista, joihin tavallisen kirjon lisäksi usein kuuluu Mycobacterium 

tuberculosis. Spondylodiskitikseen kuuluu usein myös lantioalueen luusto, josta luumätä voi 

levitessään selkärankaan tuottaa luumädälle ominaisia paiseita epiduraali-, subduraali- ja muihin 

välitiloihin. Paiseet voivat olla yksi syy siihen, että potilailla esiintyy kovia, salakavalia kipuja 

selkärangassa ja motoriset sekä sensoriset vajeet ovat 15 %:n luokkaa. (Sia & Berbari 2006)  
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Niveltulehduksen, aknen, jalkapohjan märkärakkuloiden, luun liikakasvun ja luutulehduksen 

syndroomassa (SAPHO) potilaalla tavataan laajakirjoisia vaivoja, joista pahimpina potilas kokee 

luustolihasvaivoja, turvotusta, ihon irtoamista ja luiden heikkoutta. SAPHO on osteomyeliitin 

vaikeasti luokiteltava muoto, koska se ei tiedettävästi ole bakteerien aiheuttamaa ja sen diagnosointi 

laboratoriotestein on erittäin vaikeaa. (Sia & Berbari 2006)  

 

 

Kuva 2. Sequestraa eli luumädästä aiheutuvan huonon verenkierron vuoksi pirstoutuneita luusäleitä poistettuina 

infektioalueelta (muokattu lähteestä Smith ym. 2006).  

 

2.2 Nykyiset hoitokeinot – kovaa kamppailua huonoin asein  

2.2.1 Antibioottiterapia – käytetyin, vaan ei onnistunein hoitokeino  

Vaikean osteomyeliitin hoito on nykymenetelmillä erittäin hankalaa. Gentryn (1997) mukaan 

optimaalinen tulos saavutetaan ensisijaisesti puhdistamalla haava kuolleesta kudoksesta sekä 

käyttämällä viljelytuloksiin perustuvaa antibioottihoitoa. Patogeenit on tuhottava ennen kuin 

tuhoutuneen kudoksen korvaamista voidaan lähteä suunnittelemaan. Antibioottiterapia on yleisesti 

sovellettu menetelmä ja se saattaa joskus jopa riittää vähemmän vaikeissa tapauksissa, jos oireet 

ovat lievät. Yleensä on tapana käyttää parenteraalista sekä suonensisäistä lääkehoitoa yhtä aikaa 

parhaan tuloksen saavuttamiseksi. (Gentry 1997) Jos oireet eivät parane 38–46 tunnin kuluttua 

antibioottiterapian alkamisesta, joudutaan todennäköisesti turvautumaan leikkaukseen, mikä on 

yleistä varsinkin aikuisilla. Antibioottihoito pyritään aloittamaan heti, kun bakteerien 

antibioottiresistenttiys on määritetty. Parenteraalisen antibioottihoidon kestoa on usein mahdoton 
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arvioida, joskin eläinkokeiden pohjalta optimaaliseksi ajaksi on arvioitu noin 4-6 viikkoa (Sia & 

Berbari 2006). Ideaalitilanteessa antibiootit vaikuttaisivat tulehtuneella alueella niin pitkään, että 

syväviljelyillä tai luubiopseilla voitaisiin todeta, että bakteerit ovat kuolleet. (Castro ym. 2003) 

Kuitenkin esimerkiksi parenteraalisten antibioottihoitojen kalleus, kesto, antibioottitoksisuudet ja 

osteomyeliitin muuttuva etiologia ovat pakottaneet tutkijat etsimään muita hoitovaihtoehtoja. 

Pahiten antibioottiterapiassa kangertelee sopivan antibioottitason ylläpito, mikä on ollut vaikeaa 

sairaan luukudoksen huonon verenkierron ja elimistön oman metabolian vuoksi. Toisekseen 

nekroottinen luu tarjoaa hyvän kasvupinnan bakteeribiofilmeille, joiden tuhoamiseen tarvitaan 

huomattavan suuri antibioottipitoisuus. (Castro ym. 2003, Tiainen ym. 2008) Pitkä ja voimakas 

antibioottiterapia voi rasittaa pahasti toipuvan potilaan elimistöä. Bakteerien kasvavat 

antibioottiresistenssit ovat yksi syy sille, miksi hoidossa on lähes poikkeuksetta käytettävä vahvoja 

antibiootteja, kuten kinoloneja, aminoglykosideja ja beetalaktaameja (Kanellakopoulou & 

Giamarellos-Bourboulis 2000). Tiainen ym. (2008) pitävät suun ja suonen kautta annettua 

antibioottiterapiaa epäkäytännöllisenä ja paikallista terapiaa parhaana vaihtoehtona. Castro ym. 

(2003) ovat hoitaneet osteomyeliittiä laittamalla suoraan kudokseen syntyneeseen aukkoon suuren 

määrän paljasta antibioottia, mutta pitkäkestoisen, kontrolloidun vapautumisen uskotaan estävän 

paremmin antibioottien haittavaikutusten ilmenemistä. Epäonnistuneen antibioottihoidon vuoksi 

ainoa hoitokeino saattaa lopulta olla pahasta nekroosista kärsivän raajan amputaatio.  

 

2.2.2 Leikkaus – biologiset luusiirteet  

Kroonisen osteomyeliitin hoito vaatii usein suurta kirurgista operaatiota, jossa kuollutta ja 

nekroottista luuta poistetaan. Yleisin tapa korjata bakteeritoiminnan seurauksena muodostunut 

luukudoksen vajaus tai aukko on ollut käyttää luovutettua luugraftia yhdessä antibioottiterapian 

kanssa (Lieberman & Friedlaender 2005, Sia & Berbari 2006). Luusiirteet ovat osteoinduktiivisia, 

osteokonduktiivisia ja osteogeenisiä, mitä pidetään välttämättömänä ominaisuusyhdistelmänä, jotta 

grafti kiinnittyisi vaurioon ja korvautuisi uudella luulla. Kirurgi voi valita pakastekuivatuista 

allografteista ja vaskularisoituneista, biologisista autografteista parhaan vaihtoehdon vaurion 

hoitoon. Autograftit ovat suosituimpia johtuen tuoreisiin allografteihin liittyvistä 

immuunivasteongelmista ja siitä, että autograftit sulautuvat nopeammin ympäröivään luukudokseen 

kuin allograftit. Allografteja kuitenkin käytetään, koska autograftien keräämiseen liittyy myös 

luovutuskohtien vähäisyys sekä luovutuskohdan leikkaushaavan tulehtumisriski. Immuunivasteiden 

vähentämiseksi siirteitä on steriloitu ja säilötty esimerkiksi kylmäkuivaamalla, mutta näillä 

toimenpiteillä on vaikutuksia siirteiden biomekaanisiin ominaisuuksiin. Luusiirteen on yhdistyttävä 
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isännän luuhun kunnolla tai muuten kuorma ei jakaudu tasaisesti, ja paranemisessa esiintyy 

rakenteellisia puutteita. (Gentry 1997, Lieberman & Friedlaender 2005) Kaikilla luusiirteillä on 

omat biologiset ja mekaaniset ominaisuutensa sekä vaatimuksensa fysiologisista olosuhteista, joissa 

yhdistyminen potilaan luukudokseen onnistuu. Luusiirteen yhdistyminen luuhun riippuu niin graftin 

omista ominaisuuksista kuin isännän ja graftin välisestä mekaanisesta vuorovaikutuksesta.  

Graftin tärkeimpiä mekaanisia ominaisuuksia toiminnallisuuden kannalta ovat sen kovuus, 

iskunkestävyys ja sitkeys. Jos grafti vastaa ominaisuuksiltaan isännän luuta, se voi toimia kliinisissä 

puitteissa välittömästi. Kun graftin mekaaniset ominaisuudet ovat huonommat kuin isännän, 

vaihtoehtoisia graftimateriaaleja tulisi käyttää. (Lieberman & Friedlaender 2005) Smith ym. (2006) 

raportoivat tutkimuksessaan lihassiirteiden olevan luugrafteja optimaalisempi ja tehokkaampi 

hoitomuoto osteomyeliitin vaurioiden hoidossa mm. siirteen verisuonittuneisuuden ja paremman 

muotoonistuvuuden vuoksi. Tämä kuulostaa tosin oudolta, ja sitä, kuinka lihaskudossiirteet ovat 

vaikuttaneet esimerkiksi potilaiden liikuntakykyyn tai raajan motorisiin toimintoihin mekaanisesta 

suorituskyvystä puhumattakaan, artikkelin kirjoittajat eivät ole kommentoineet. Lisäksi 

raportoidussa tutkimuksessa on ilmeisesti hoidettu ainoastaan jalan tai käden pitkien luiden 

luumätävaurioita, joten muualla olevien vaurioiden parantamiseen tämän hoitomuodon sopivuutta ei 

ole osoitettu. Smith ym. (2006) pohjaavat lihaskudossiirremenetelmän menestymisen siihen, ettei 

potilailla esiintynyt uusiutunutta osteomyeliittiä kahdentoista kuukauden seurannan aikana.  

 

2.2.3 Biohajoamattomat ja biohajoavat implantit  

Luusiirteiden saatavuuteen ja bioyhteensopivuuteen liittyvien ongelmien vuoksi vaihtoehtoisia 

implantteja on tutkittu, ja erilaisia bioaktiivisia tai bioabsorboituvia keraameja ja polymeerejä on jo 

testattu (Lieberman & Friedlaender 2005). Antibiootittomat implantit voivat kuitenkin johtaa 

patogeenien itämiseen, ja biofilmien muodostuminen on implanttien suurimpia ongelmia (Mäkinen 

2005). Siksi erityinen mielenkiinto on kohdistunut sellaisiin implantteihin, jotka ideaalitilanteessa 

sekä tuhoavat tautia aiheuttavat bakteerit että edistävät luun omaa uusiutumista sekä kasvua. 

Tällaiset lääkettä vapauttavat implantit voidaan jakaa materiaaliensa perusteella biohajoaviin ja 

biohajoamattomiin. Myös seerumin toksisten antibioottikonsentraatioiden välttämiseksi tämän 

tapaiset paikalliset lääkettä vapauttavat systeemit ovat nousseet suureen suosioon.  

Nykyisin käytössä on ollut lähinnä biohajoamattomia implantteja, joiden käyttöhistoria on pitkä. 

Biohajoamattomat implantit ovat kestäviä, stabiileja ja niihin voidaan liittää prosessoinnin 

yhteydessä myös antibiootteja. Suosituin materiaali biohajoamattomia implantteja valmistettaessa 

on ollut polymetyylimetakrylaatti (PMMA), josta on valmistettu varsinkin erilaisia antibiooteilla 
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kyllästettyjä polymeerihelmiä (Kanellakopoulou & Giamarellos-Bourboulis 2000, Sia & Berbari 

2006). Yksi tällainen sovellus on saksalaisen Biometin kehittämä Septopal
®
-helmiketju, joka 

koostuu teräs- tai vastaavaan lankaan pujotetuista PMMA-helmistä, jotka vapauttavat gentamysiiniä 

paikallisesti suoraan infektiokohtaan. (Boda 1982) Koska kerralla vapautuvat 

antibioottikonsentraatiot ovat kudosten hyvinvoinnin kannalta tarpeeksi alhaisia, Septopalia 

pidetään terapeuttisesti erittäin turvallisena ja tehokkaana, ja se on ollut menestyksekkäästi 

markkinoilla jo lähes 30 vuotta.  

Haittapuolena on, että koska biohajoamattomat graftit eivät hajoa elimistössä itsestään, ne on 

poistettava uusintaleikkauksella, mikä vaatii potilaalta suurta sietokykyä jatkuvia operaatioita 

kohtaan. (Kanellakopoulou & Giamarellos-Bourboulis 2000, Mäkinen 2005) Tiaisen ym. (2006a) 

mukaan PMMA-helmien pitkäaikaisesta käytöstä voi lopulta aiheutua kudosvasteiden 

muodostumista, joten biohajoamattomia implantteja on käytetty lähinnä kudoksen puhdistukseen 

ennen biologisen luugraftin asennusta. Lisäksi vaikka PMMA-helmet eivät yleensä aiheuta 

immuunivastetta, ne eivät välttämättä onnistu tuhoamaan biofilmejä. Varsinkin Staphylococcukset 

voivat muodostaa helposti pesäkkeitä helmien pinnalle ja selvitä vapautuvan antibiootin 

vaikutuksilta. Tällainen tilanne johtaa pahimmillaan resistenttien bakteerien kasvuun ja luumädän 

uusiutumiseen. (Kanellakopoulou & Giamarellos-Bourboulis 2000) Helmien poistaminen tapahtuu 

yleensä jo 2-4 viikkoa asennuksen jälkeen, sillä niiden antibioottien vapautuminen on suhteellisen 

nopeaa, vaikkakin tehokkuudeltaan suhteellisen huonoa: loppujen lopuksi vain 25 % 

biohajoamattomaan implanttiin lisätystä antibiootista onnistuu vapautumaan. Yleensä helmissä on 

käytetty lähinnä aminoglykosideja, sillä ne kestävät lämpöstabiileina PMMA:n vaatimat 

prosessointiolot. (Kanellakopoulou & Giamarellos-Bourboulis 2000) Juuri biohajoamattomien 

implanttien käyttöprosessin potilasepämukavuuden sekä prosessoinnin aiheuttamien 

antibioottirajoitusten vuoksi vastaavanlaisille pitkäkestoisemmille, paikallisesti antibioottia 

vapauttaville ja luukudosta korvaaville implanteille on kysyntää (Castro ym. 2003, Sia & Berbari 

2006).  

Koska luonnolliset luusiirteet ja biohajoamattomat implantit ovat epäkäytännöllisiä 

osteomyeliitin hoidossa, kiinnostus biohajoavia, antibioottia vapauttavia implantteja kohtaan on 

kasvamassa. Biohajoavat implantit on valmistettu pääasiassa luonnollisista raaka-aineista, jotka 

hajoavat elimistössä pH-muutosten, hydrolyysin tai entsyymien vaikutuksesta myrkyttömiksi 

molekyyleiksi, joten niitä ei tarvitse poistaa uudella leikkauksella. (Koort ym. 2005) Biohajoavista 

polymeereistä valmistetut implantit hajoavat usein hallitusti polymeeristä riippuen. Esimerkiksi 

komonomeerisuhteita muuttamalla voidaan helposti vaikuttaa implantin rakenteen stabiilisuuteen 

sekä siten muokata lääkkeen vapautumista. Erilaisia kollageenisieniä, PLA/PGA-kopolymeereja, 
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hydroksiapatiittiblokkeja sekä vastaavia keraami- tai biolasi-implantteja on pidetty erinomaisina 

vaihtoehtoina luumädän hoitoon, koska niiden lääkkeen vapauttamisominaisuudet ovat kiitettävät ja 

niiden prosessointi sallii laajemman antibioottikirjon käytön (Kanellakopoulou & Giamarellos-

Bourboulis 2000, Mäkinen 2005). Varsinkin polylaktidi (PLA) on suosittu, sillä siitä valmistetut 

implantit vapauttavat antibiootteja paljon pidempään ja suuremmissa konsentraatioissa kuin muut 

systeemit. Esimerkiksi vaikeat MRSA-bakteerit on saatu tuhottua käyttämällä implantissa 

polylaktideja, sillä tällöin bakterisidinen konsentraatio on pysynyt yllä tarpeeksi pitkään. 

(Kanellakopoulou & Giamarellos-Bourboulis 2000) Koostumuksestaan riippuen biohajoavat 

implantit jopa edistävät luukudosvaurioiden paranemista tukemalla uuden kudoksen kasvua.  

 

2.3 Lääkettä vapauttavat implantit  

Viimeisen vuosikymmenen aikana väestön ikääntyessä ja lääketieteen kehittyessä tarve sekä 

kiinnostus erilaisia implantteja kohtaan ovat kasvaneet (Fournier ym. 2003). Yleensä implantti 

määritellään keinotekoiseksi laitteeksi, joka korvaa tai parantaa jotain kehon biologista toimintoa. 

Implanttia suunniteltaessa pyritään aina muokkaamaan siitä mahdollisimman bioyhteensopiva 

kudosten kanssa, jotta haitallisia toksisia vaikutuksia tai tulehdusreaktioita ei esiintyisi. Implanttien 

tarkoitus on aikaansaada toivottu vaste isännässä ja sen lisäksi implantin pitäisi pystyä palvelemaan 

tarkoitustaan halutun pituisen ajan. (Fournier ym. 2003) Nykyään erilaisiin implantteihin lukeutuu 

jo joukko hammas-, rinta- ja verisuoni-implantteja, keinotekoisia elimiä, luumurtumien hoitoon 

käytettäviä ruuveja, tahdistimia, piilolinssejä sekä lääkettä vapauttavia implantteja (Cascone ym. 

1995, Fournier ym. 2003).  

Paikallisesti lääkettä vapauttavat implantit tekevät kovaa nousua osteomyeliitin hoidossa. 

Hoitoon on aina ensisijaisesti käytetty pitkäkestoista parenteraalista antibioottiterapiaa sekä 

radikaaleja leikkauksia kuolleen luun poistamiseksi. Nämä hoitotavat eivät kuitenkaan ole 

vähentäneet taudin uusiutumisriskiä, ja jäljelle jäänyttä luuta on silti kohdeltava patogeenien 

saastuttamana. Lisäksi luun huonontunut verenkierto vähentää rajusti systemaattisen 

antibioottiterapian tehoa. (Mäkinen ym. 2005b, Sia & Berbari 2006, Smith ym. 2006) Koska 

sairauden runteleman luukudoksen jatkuvuus on myös ongelma, luumätäimplantin, joka vapauttaa 

antibioottia, täytyisi olla biohajoava ja tukea luukudoksen kasvua. Nämä vaatimukset tekevät 

optimaalisen implantin suunnittelusta ja toteutuksesta erittäin haastavaa.  
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2.3.1 Kontrolloitu lääkevapautus – hyötyä yli muiden  

Lääkkeitä vapauttavia implantteja valmistetaan nykyään paljon, sillä niitä pidetään tehokkaina, 

helppokäyttöisinä sekä annostelijaystävällisinä verrattuina tavallisiin pillereihin ja lääkejuomiin 

(Cascone ym. 1995). Yleensä, kun käytetään tavallisia suun kautta otettavia tabletteja tai muita 

annostelutapoja, kaikki lääke vapautuu kerralla elimistöön, mistä voi olla seurauksena alkuun jopa 

toksisen rajan veressä ylittävä lääkekonsentraatio. Sanomattakin selvää on, että tällöin – lääkkeestä 

riippuen – haittavaikutukset elimistölle voivat alkuun näkyä voimakkaina, ennen kuin konsentraatio 

laskee terapeuttiselle tasolle. Konsentraatio laskee tästä edelleen lääkkeen normaalin puoliintumisen 

ja hajoamisen vuoksi alle minimivaikutustason, mikä ei riitä patogeenien kukistamiseen, vaan voi 

johtaa vastustuskykyisten bakteerikantojen kehitykseen. (Baker 1987) Näin ollen potilaiden on 

joissain tapauksissa nautittava toistuvasti lääkeannoksia estääkseen terapeuttisen konsentraation 

tippumisen, mutta samalla liikutaan jatkuvasti haitallisten konsentraatioiden puolella. Lääkkeitä 

vapauttavien implanttien tulisi voittaa nämä ongelmat.  

 

 

Kuva 3. Kontrolloitu lääkevapautuminen voi tapahtua joko nollannen asteen, ensimmäisen asteen tai ajan neliöjuuren 

(t
-1/2

) mukaisesti (muokattu lähteestä Baker 1987).  

 

Lääkevapautuminen voi olla luonteeltaan kontrolloitua (controlled release) tai kestävää 

(sustained release), joskin joissain tapauksissa ero näiden kahden välillä voi olla hämärä. 

Kestävässä lääkkeen vapautumisessa systeemi luovuttaa hitaasti lääkettä ympäristöönsä siten, että 

tietty lääkekonsentraatio pysyy yllä. Kontrolloidut systeemit sen sijaan vapauttavat lääkettä 

tasaiseen tahtiin riippumatta lääkekonsentraatiosta systeemin sisällä, mutta niiden vapautusnopeutta 
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voidaan säädellä pintaratkaisujen avulla olemaan välillä nopeampaa tai hitaampaa. (Baker 1987) 

Kontrolloitu lääkevapautuminen on suosittua, kun patogeeneistä pyritään hankkiutumaan eroon 

mahdollisimman tehokkaasti ja nopeasti.  

Teoreettisesti kontrolloidusti lääkettä vapauttavat systeemit voivat vapauttaa lääkkeensä joko 

nollannen asteen, ensimmäisen asteen tai ajan neliöjuuren mukaisesti (kuva 3). Nolla-aste on näistä 

yksinkertaisin tapaus, jossa lääkkeen vapautumisnopeus pysyy vakiona kunnes kaikki lääke on 

loppunut systeemistä. Ensimmäisen asteen systeemissä sen sijaan vapautumisnopeus on 

verrannollinen systeemin sisältämään lääkkeen määrään, eli nopeus laskee sitä mukaan, mitä 

vähemmän lääkettä systeemissä on jäljellä. Ajan neliöjuuren mukaisessa vapautumisessa 

vapautuminen on lineaarista ajan neliöjuuren suhteen. (Baker 1987)  

Paikallisesti ja kontrolloidusti lääkettä vapauttavien implanttien avulla voidaan saattaa 

elimistöön kohdennetusti haluttu määrä lääkettä siten, että vältetään normaalit, lääkettä hajottavat 

metaboliareitit, kuten vatsa ja maksa. Tällainen implantti myös helpottaa kehossa liikkuvan 

lääkemäärän kontrollointia ja lääkkeen konsentraatio voidaan saada pysyttelemään jatkuvasti 

terapeuttisella tasolla. Samalla lääkkeen vaikutusalueen rajaaminen on helpompaa ja vältytään 

kehonlaajuisilta toksisilta haittavaikutuksilta, joita seuraisi potilaiden nauttiessa suun kautta 

jatkuvasti uusia lääkeannoksia. (Baker 1987, Mäkinen ym. 2005b) Esimerkiksi luumädän 

tapauksessa antibioottia saadaan näin varmuudella tarpeeksi tulehdusalueelle, jolloin vältetään liian 

pienistä antibioottimääristä johtuva resistenttien bakteerien muodostuminen (Mäkinen ym. 2005b). 

Paikallisella ja kontrolloidulla vapautusmetodilla saadaan myös pidettyä aktiivisen aineen 

konsentraatiota ja vaikutustehokkuutta korkeammalla, kun puoliintuvan lääkkeen tilalle vapautuu 

uutta aktiivista lääkettä. (Baker 1987) Lääkkeen vapautuminen riippuu paljon implantin 

huokoisuudesta sekä lääkkeen jakautumisesta matriksiin. (Kanellakopoulou & Giamarellos-

Bourboulis 2000)  

 

2.3.2 Biohajoaminen vaikuttaa lääkeaineen vapautumiseen?   

Biohajoavista polymeereistä valmistetut lääkettä vapauttavat implantit ovat nousemassa suureen 

suosioon varsinkin, koska niitä ei tarvitse myöhemmin poistaa elimistöstä. Biohajoavalla 

polymeerillä tarkoitetaan yleisesti mikrobien tai hydrolyysin vaikutuksesta pienimolekyylisiksi, 

vaarattomiksi yhdisteiksi hajoavaa polymeeriä. Implanteissa käytettävien biohajoavien polymeerien 

voidaan pääasiassa katsoa hajoavan elimistön fysiologian, kuten entsyymien tai nesteiden, 

vaikutuksesta. Tällaiset biopolymeerit voivat olla peräisin luonnosta (mm. polysakkaridit) tai 

synteettisesti valmistettuja (mm. alifaattiset polyesterit, polyanhydridit). Biohajoaminen edellyttää 
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hydrolysoituvia tai oksidoituvia ryhmiä polymeerin pääketjussa. Hajoamisnopeus riippuu myös 

polymeerin kemiallisesta rakenteesta, steerisistä tekijöistä, kiteisyydestä ja hydrofiilisyydestä. 

Polymeerin hajoamisen hallitseminen on tärkeää, jotta kontrolloitu lääkevapautuminen on 

mahdollista. (Seppälä 1997) Lukuisissa paikallisissa lääkettä vapauttavissa systeemeissä on jo 

tutkittu bioabsorboituvia materiaaleja in vitro ja in vivo, mutta niistä ei ole vielä olemassa 

montaakaan kliinistä raporttia tai laajempaa hyväksyntää (Koort ym. 2005).  

Biohajoavien implanttien hajoaminen perustuu ainakin osittain kehon nesteiden virtauksen 

aiheuttamaan hydrolyysiin. Hydrolyysimekanismeja on kaksi; pintahajoaminen on heterogeeninen 

prosessi, jossa hajoaminen rajoittuu ohueen pintakerrokseen eli etenee ulkoa sisälle päin. 

Bulkkihajoaminen on homogeeninen prosessi, jossa hajoaminen tapahtuu kokonaisvaltaisesti läpi 

koko implantin. Nämä ovat ääripäämekanismeja, sillä käytännössä polymeerit hajoavat näiden 

yhdistelmällä. Useimpien polymeerien hajoaminen ei ole tasaista, eikä hajoaminen rajoitu vain 

pintakerroksiin. (Baker 1987) Tässä tutkimuksessa käytettyjen pellettien hajoaminen tapahtuu 

edellä kuvattujen mekanismien yhdistelmänä, mutta bulkkihajoamista pidetään vallitsevana 

hajoamistapana. Bulkkihajoamisessa materiaalin matriksi hajoaa kokovaltaisesti yhtä aikaa ja yhtä 

nopeasti huolimatta sen etäisyydestä implantin pintaan, ja molekyylipaino laskee polymeeriketjujen 

pilkkoutumisen seurauksena. Varsinaista massan menetystä ei esiinny ennen kriittistä pistettä, 

jolloin polymeerin ketjut ovat pilkkoutuneet tietylle tasolle ja massan menetys alkaa oligo- ja 

monomeerien liuetessa polymeeristä hydrolyysiväliaineeseen. (Baker 1987)  

Biohajoavien implanttien suunnittelu on hyvin haastavaa, sillä lääkkeen vapautuminen on usein 

eroosion ja diffuusion yhteistyötä (Tiainen ym. 2008). Lääkkeen vapautuminen on pienillä 

lääkemolekyyleillä usein enemmän diffuusion kuin hajoamisen kontrolloimaa, mutta hajoaminen 

voi kuitenkin vaikuttaa vapautumiseen huomattavasti pinta-alan ja rakennesidosten muutosten 

kautta. Lääkeaineen vapautumiseen vaikuttaa myös paljolti, kuinka lääkemolekyylit on liitetty 

implanttiin. (Baker 1987) Tässä työssä käytetyt pelletit ovat toiminnaltaan diffuusion kontrolloimia 

monoliittisysteemejä, joissa lääkeaine on dispergoitunut partikkeleina polymeerimatriisiin. Tällöin 

vapautuminen on alkuun nopean pintadiffuusion vuoksi voimakasta, mutta vähitellen 

vapautumisnopeus tasoittuu, kunnes kaikki lääke on diffundoitunut ulos ja vapautuminen loppuu 

kokonaan (Baker 1987). Näin pellettien odotetaan käyttäytyvän lopullisessa sijoituspaikassaan, ja 

lääkkeen vapautumiskokeita on jo suoritettu väitteen vahvistukseksi (Ahola ym. 2011a, b; 

käsikirjoitus).  
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2.4 Patogeenit  

Monet eri bakteerit voivat olla osallisia luumädän syntyyn sekä luukudoksen tuhoutumiseen. 

Osteomyeliitin niin sanottu pääbakteeri on Staphylococcus aureus, mutta sen lisäksi infektioissa 

tavataan myös enterokokkeja, streptokokkeja, koagulaasi-negatiivisia stafylokokkeja 

(Staphylococcus epidermidis), Pseudomonas aeruginosaa, Serratiaa, Escherichia colia sekä monia 

anaerobeja. Varmin tapa varmistua luumätään sairastumisesta onkin ottaa mikrobiologinen näyte, 

josta patogeenit tunnistamalla voidaan luokitella tauti ja suunnitella hoitoa. (Gentry 1997, Sia & 

Berbari 2006) Kuitenkin kolmasosalle potilaista ei välttämättä onnistuta määrittämään 

taudinaiheuttajien kirjoa (Gentry 1997). Määritystä ei varmasti helpota myöskään se, että varsinkin 

stafylokokeille on tyypillistä niiden fenotyypin – eli kolonien morfologian, kasvunopeuden, 

biofilmin muodostuksen sekä antibioottiherkkyyden – vaihtelu kantojen sisällä (Ziebuhr ym. 2006). 

Myös bakteerien resistenssi antimikrobiaalisia aineita kohtaan on kasvussa (Coe ym. 1995). Tähän 

vaikuttaa suuresti bakteerien kyky pystyä vaihtamaan geneettisiä elementtejä keskenään, ja yleensä 

vaihtoon päätyvät juuri antibioottiresistenssigeenit. Tästä on aiheutunut suuria kustannuksia 

terveydenhoidolle sen kamppaillessa jatkuvasti vahvistuvia bakteereita vastaan. (Galluzzi & Karp 

2006)  

 

2.4.1 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus on yleisin ja pahin osteomyeliitin aiheuttaja (Marriott ym. 2005, Boucher 

ym. 2010, Wright & Nair 2010). Se on grampositiivinen kokkibakteeri, jota tavataan ihmisillä 

yleensä iholla sekä limakalvoilla, jolloin se on vaaraton. Kuitenkin joutuessaan muualle kehoon 

haavojen tai vierasesineiden kautta se voi aikaansaada vakaviakin infektioita, kuten pehmytkudos-, 

hengitystie- ja jännetulehduksia sekä luumätää. S. aureus on ainutlaatuinen siinä suhteessa, että se 

kykenee valtaamaan ja sairastuttamaan alun perin terveen ja hyväkuntoisen kudoksen (Boucher ym. 

2010). Sen aiheuttamat luutulehdukset ovat usein kivuliaita, potilasta heikentäviä ja vaikeita hoitaa 

(Wright & Nair 2010).  

Useat eri osteomyeliittiä aiheuttavat S. aureus -kannat ovat vaihtelevasti tai erittäin 

vastuskykyisiä monia antibiootteja vastaan, mikä tekee hoitotilanteesta huolestuttavan. Varsinkin 

MRSA-bakteerit ovat haastavia, sillä niiden jatkuva resistenssikehitys on ajamassa tutkijat ahtaalle 

etsittäessä sopivia antibiootteja luumädän hoitoon (Mesak & Davies 2009, Boucher ym. 2010). 

Marriottin ym. (2005) mukaan tilanne alkaa olla jo niin paha, että olisi parasta keskittyä tutkimaan, 

mitä muita tekijöitä on osallisena luu- ja jännekudostulehdusten muodostuksessa, sillä näitä asioita 

tunnetaan tällä hetkellä erittäin huonosti. Heidän mielestään esimerkiksi osteoblastien merkitys S. 
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aureuksen aiheuttamien luutulehdusten torjunnassa on täysin aliarvostettu. Osteoblastit tuottavat 

monia tulehdussytokiineja sekä kemokiineja, jotka voivat auttaa infektioiden estossa aktivoimalla 

T-soluja sekä kutsumalla makrofageja ja muita valkosoluja paikalle. Sen sijaan, että tästä olisi 

kudoksen suojelemisen kannalta suurta etua, kemokiinien valtava tuotto saattaa edistää 

tulehdussolujen aiheuttamaa luun resorptiota altistaen samalla luukudoksen osteomyeliitille. 

(Marriott ym. 2005, Wright & Nair 2010)  

Staphylococcus aureuksen menestys yleisimpänä luumätäbakteerina piilee osittain sen suuressa 

reseptorirepertuaarissa, jonka avulla se pystyy kiinnittymään tehokkaasti haavojen kollageeniin ja 

fibronektiiniin (Mäkinen 2005, Wright & Nair 2010), mikä edistänee sen hyvää biofilmin 

muodostuskykyä (Boucher ym. 2010). Hankalaksi bakteeriksi S. aureuksen tekee kuitenkin sen 

kyky vallata soluja. S. aureus kykenee tunkeutumaan luusolujen sisään sitoutumalla solupintojen 

fibronektiineihin, jolloin se voi onnistua välttämään immuunipuolustusjärjestelmän sekä 

antibioottihoidot. S. aureus kykenee selviytymään solun sisällä pitkään, mitä on pidetty yhtenä 

syynä siihen, että sen aiheuttamat infektiot voivat uusia helposti. (Vuong & Otto 2002, Khalil ym. 

2007, Boucher ym. 2010, Wright & Nair 2010) S. aureus on paha patogeeni myös siitä syystä, että 

sen tuottamien kudoksille haitallisten toksiinien kirjo on laaja. Myrkkytuotannosta vastaavien 

reseptorien tuottoa säätelee S. aureuksen quorum sensing -systeemistä vastaava geeni. Tämä 

tarkoittaa, että alhaisessa solutiheydessä reseptoreita tuotetaan vähän, mutta korkeammissa 

bakteeritiheyksissä reseptorien tuotto runsastuu ja hajottavien eksoentsyymien sekä toksiinien 

muodostus kiihtyy. (Vuong & Otto 2002)  

 

2.4.2 Staphylococcus epidermidis 

Staphylococcus epidermidis on grampositiivinen, anaerobinen bakteeri, joka kuuluu yleisimpiin 

koagulaasi-negatiivisiin stafylokokkeihin. Se kuuluu ihon ja limakalvojen normaaliflooraan, mutta 

lisäksi se on kommensaalinen bakteeri, minkä vuoksi se on hyvin heikosti patogeeninen 

luonteeltaan. Kuitenkin sen merkitys sairaalaperäisten infektioiden aiheuttajana on kasvanut viime 

vuosina tuoden sille epätoivottua mainetta. (Vuong & Otto 2002, Ziebuhr ym. 2006) Ennen S. 

epidermidistä pidettiin jopa vaarattomana ennen kuin se lopulta hyväksyttiin potentiaaliseksi 

patogeeniksi. Vaarattomampi se kyllä onkin verrattuna useaan muuhun bakteeriin, sillä sen 

isännältä vaaditaan jo ennestään huonontunutta puolustuskykyä (mm. huumeidenkäyttäjillä tai 

AIDS-potilailla) ennen kuin S. epidermidis itse muuttuu vaaralliseksi patogeeniksi. Verrattuna 

Staphylococcus aureukseen, S. epidermidis ei Vuongin & Oton (2002) mukaan tuota yhtä suurta 

määrää kudoksia tuhoavia myrkkyjä tai tulehdusproteiineja, ja aiheuta siten valtavia kudosvaurioita 
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tai pyrogeenisia (märkää tuottavia) infektioita. Tästäkin syystä S. epidermidiksen aiheuttamia 

infektioita pidetään usein vain vähän haitallisina tai vaarallisina.  

Huolimatta S. epidermidiksen heikosti patogeenisestä luonteesta, se esiintyy usein ortopedisissä 

implanteista aiheutuvissa tulehduksissa, sydämeen ja verenkiertoon liittyvissä, kuin myös silmien, 

nenän ja kurkun infektioissa sekä osteomyeliitissä. Sen aiheuttamat osteomyeliittitapaukset ovat 

usein kroonisia ja vaativat pitkällisen antibioottiterapian sekä leikkauksia. (Khalil ym. 2007) Niillä 

sairaalapotilailla, joilla S. epidermidistä tavataan, on usein jokin vierasesine elimistössään, kuten 

tahdistin, virtsakatetri tai implantti. Tähän liittyy olennaisesti, että S. epidermidis on hyvin hanakka 

tarttumaan ja muodostamaan biofilmejä implanttien pinnalle. Vahvan biofilmin muodostus perustuu 

osittain varsinkin paksuun limaan, jota antibioottien ja makrofagien on vaikea läpäistä. Tästä 

seuraa, että biofilmivaiheeseen ehtinyttä S. epidermidistä on vaikea tappaa, mikä on tehnyt siitä niin 

menestyksekkään ja vaikean patogeenin luumädässä. (Vuong & Otto 2002, Ziebuhr ym. 2006, 

Khalil ym. 2007) Lisäksi myös S. epidermidiksen keskuudessa on alkanut esiintyä runsaasti 

vastuskykyä hoitokeinoina käytettyjä antibiootteja kohtaan. Mutta toisin kuin MRSA-bakteereihin, 

MRSE-bakteereihin ei juurikaan kiinnitetä huomiota sairaalahygieniassa. Tästäkin syystä 

eristetyistä S. epidermidis -kannoista jopa 80 % alkaa olla metisilliiniresistenttejä ja vastuskykyisiä 

monelle antibiootille. Asiasta ollaan huolissaan, koska S. epidermidiksillä jotkut resistenssigeenit 

säätelijöineen sijaitsevat SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec) -alueella, joka on 

luokiteltu liikkuvaksi DNA-elementiksi ja voi siirtyä jopa muihin bakteerikantoihin. Tästä arvellaan 

varsinkin metisilliiniresistenttien S. aureusten saaneen alkunsa. (Ziebuhr ym. 2006)  

Staphylococcus aureuksen tapaan myös S. epidermidis kykenee Khalilin ym. (2007) tutkimusten 

perusteella tunkeutumaan luusolujen sisäpuolelle ja välttelemään antibiootteja. Sen kyky tunkeutua 

luusolujen sisäpuolelle ei perustu kuitenkaan kykyyn sitoutua luusolujen pinnoilla oleviin 

fibronektiineihin, vaan syy on toistaiseksi tuntematon. Staphylococcus epidermidis tunkeutuu 

luusoluihin kuitenkin vaihtelevammalla tehokkuudella kuin S. aureus.  

 

2.4.3 Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa kuuluu gramnegatiivisiin, aerobisiin sauvabakteereihin. Sitä esiintyy 

vapaasti kaikkialla, kuten maaperässä, vedessä ja iholla. P. aeruginosa kykenee selviytymään 

sellaisissa ympäristöissä ja olosuhteissa, joissa moni muu bakteeri ei enää kestäisi. Se on 

opportunistinen patogeeni, joka ei terveillä ihmisillä normaalisti aiheuta vakavia infektioita, mutta 

ennestään sairaille se voi olla hyvin vaarallinen. P. aeruginosa on osallisena mm. virtsatie- ja 
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hengitystieinfektioissa, sarveiskalvotulehduksissa, palovammojen infektioissa sekä luu- ja 

jänneinfektioissa. (Foca 2002)  

Osteomyeliitin aiheuttajana P. aeruginosa on sangen yleinen ja vaikea hoidettava (Galanakis ym. 

1997, Foca 2002). Varsinkin lapsilla yleisin tapa saada nimenomaan P. aeruginosa -peräinen 

osteomyeliitti on jalan pistohaavan (Laughlin ym. 1997), kuten myös huumeidenkäytön ja 

leikkauksien kautta. P. aeruginosalla on runsaasti flagelloja eli uimasiimoja, joilla se pystyy 

liikkumaan nopeasti ja muodostamaan vahvoja biofilmejä, mikä tekee siitä S. epidermidiksen tapaan 

vaikeasti voitettavan bakteerin. Pahan patogeenin P. aeruginosasta tekee varsinaisesti, että se 

tuottaa niin monenlaisia proteaaseja, elastaaseja, hemolysiinejä ja muita kudoksille haitallisia 

aineita. (Galanakis ym. 1997, Foca 2002, Mittal ym. 2009)  

P. aeruginosan aiheuttama osteomyeliitti on vaikea hoitaa myös bakteeriin tehoavan rajallisen 

antibioottiarsenaalin takia (Galanakis ym. 1997). P. aeruginosa on luonnostaan erittäin resistentti 

monelle antibiootille ja se kykenee kehittämään nopeasti vastustuskyvyn useimmille 

mikrobilääkkeille (Foca 2002, Mittal ym. 2009). Joutuessaan kovaan valintapaineeseen P. 

aeruginosa voi kehittää vastustuskyvyn jopa voimakkaita antibiootteja kohtaan. Useimmilla 

kinoloneilla P. aeruginosan voittamiseen tarvittava MIC onkin erittäin korkea, mutta esimerkiksi 

siprofloksasiinia pidetään edelleen yhtenä tehokkaimmista antibiooteista P. aeruginosa -peräistä 

osteomyeliittiä vastaan (Galanakis ym. 1997). P. aeruginosan antibioottiresistenssin on ajateltu 

kasvaneen viime vuosina varsinkin siksi, että se on alkanut kuulua yhä enenevässä määrin 

sairaalabakteereihin. P. aeruginosan huomattava vastustuskyky juontaa juurensa sen 

monimutkaisesta ulkokuoresta, johon kuuluu lipidikerros, periplasminen tila sekä sisäinen kalvo. 

Varsinkin periplasminen tila on tärkeä, sillä siellä sijaitsee pumppusysteemi, jonka avulla bakteeri 

kykenee pumppaamaan useimmat antibiootit itsestään ulos ennen kuin ne ehtivät vaikuttaa sen 

metaboliaan. (Foca 2002) Tämän pumppusysteemin ansiosta P. aeruginosa on resistentti 

useimmille makrolideille, tetrasykliineille, kloramfenikolille ja fluorokinoloneille. Useimmiten P. 

aeruginosa tuottaa myös valtavasti beetalaktamaaseja, joilla on suuri affiniteetti ja siten inaktivoiva 

vaikutus penisilliinin johdannaisiin sekä sefalosporiineihin. Foca (2002) toteaa, että P. aeruginosa 

voi olla hyvin pelottava bakteeri, jos se pääsee aiheuttamaan vakavia infektioita.  

 

2.4.4 Escherichia coli 

Escherichia coli on gramnegatiivinen, enterobakteereihin kuuluva bakteeri, joka elää mm. 

tasalämpöisten eläinten ruuansulatuskanavassa, joten sitä tavataan yleisesti eläimissä ja ihmisissä. 

Se kykenee elämään monenlaisilla pinnoilla ja on sangen harmiton bakteeri, eikä kuulu pahimpiin 
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patogeeneihin, mutta eksyessään kehossa suoliston ulkopuolelle E. coli voi aikaansaada pahojakin 

tulehduksia, joihin voi kuulua kovia vatsakramppeja sekä veristä ripulia. (Manges ym. 2006, 

Hamzaoui ym. 2009)  

Verrattuna Staphylococcuksiin Escherichia coli on melko harvinainen osteomyeliitin aiheuttaja. 

Niissä tapauksissa, joissa E. coli on ollut osteomyeliitin aiheuttaja, infektioita on esiintynyt 

rintalastassa, kallonpohjassa, solisluussa ja istuinluussa. (Hamzaoui ym. 2009) E. coli -peräinen 

osteomyeliitti saa usein alkunsa, jos bakteerit onnistuvat karkaamaan suolistosta esimerkiksi 

leikkauksen, suolistopolyyppien, virtsatieinfektion, verisuonitulehduksen tai muun sairauden 

myötävaikutuksella, mutta myös ulkopuolinen tartuntatapa, esimerkiksi pilaantuneen ruuan 

mukana, on mahdollinen (Johnson ym. 2003, Manges ym. 2006, Hamzaoui ym. 2009). E. coli on 

kuitenkin useimmissa tapauksissa erittäin herkkä antibiooteille, joten hyväkuntoisilla ihmisillä sen 

aiheuttamat sairaudet ovat usein helppoja hoitaa. Viime aikoina kuitenkin yhä useammin on 

potilasnäytteissä törmätty multiresistentteihin E. coli -kantoihin (Manges ym. 2006).  

 

2.5 Bioluminesenssi  

Bioluminesenssi on vanha luonnonilmiö, jota tavataan esimerkiksi bakteereilla, tulikärpäsillä 

sekä syvänmeren kaloilla ja äyriäisillä (Wilson & Hastings 1998). Bioluminesenssin 

hyödyntäminen on erittäin hyvä keino tutkittaessa muutostilassa olevia ilmiöitä, sillä emittoituvien 

fotonien määrä ja muutokset voidaan havaita erittäin tarkasti. Fotonit vapautuvat biosensorien 

tuottamassa lusiferaasireaktiossa, jossa vapautuvalla energialla on tietty aallonpituus. Fotonien 

määrän tuottama maksimiaallonpituus määrittää emittoituvan valon värin. Väri riippuu myös 

lusiferaasioperonin alkuperästä, sillä se voi olla peräisin esimerkiksi eri bakteereilta tai syvänmeren 

planktonilta. (Galluzzi & Karp 2006)  

Koska bioluminesenssia esiintyy niin monella eri organismilla, bioluminesenssisysteemit ovat 

hyvin erilaisia. Yhteistä näille kaikille – poikkeuksena ehkä vain sienillä esiintyvä bioluminesenssi 

– on lusiferiiniproteiinin ja hapen reaktio lusiferaasientsyymin katalysoimana korkeaenergiseksi, 

lusiferaasia sitovaksi peroksilusiferiinivälimuodoksi, jonka hajoaminen tuottaa valoenergiaa. 

(Wilson & Hastings 1998, Galluzzi & Karp 2006) Yleensä bakteereilla luminesenssin mahdollistaa 

erityinen luxABCDE-operoni, joka koodaa kaikkia luminesenssiprosessiin tarvittavia 

komponentteja: luxA ja luxB koodaavat lusiferaasin, ja luxC, luxD ja luxE aldehydisynteesissä 

tarvittavia rasvahappokompleksin entsyymejä. (Wilson & Hastings 1998, Galluzzi & Karp 2006)  

Bakteereilla luminesenssireaktiossa lusiferaasi katalysoi pitkäketjuisen aldehydin (RCHO) sekä 

pelkistyneen flaviinimononukleotidin (FMNH2). Katalyysin tuloksena muodostuu lusiferaasia 
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sitova flaviinihydroperoksidi sekä peroksihemiasetaali, jonka elinkaaren on arveltu määrittävän 

reaktion pituuden (Wilson & Hastings 1998). Katalyysireaktion lopputuotteiden hajoamisesta 

muodostuu entsyymisitoutunut 4a-hydroksiflaviini (FMN), rasvahappo (RCOOH) sekä emittoituvaa 

valoa oheisen kaavan 1 mukaisesti (Wilson & Hastings 1998, Galluzzi & Karp 2006):  

 

RCHO + FMNH2 + O2 ↔ RCOOH + FMN + H2O + valoa  (1) 

 

Kun koko villityypin luxABCDE-operonia käytetään reportterisysteemissä, ei tarvetta 

eksogeeniselle substraatin lisäykselle ole mahdollisessa ns. homogeenisessä määritysmenetelmässä. 

Lux-menetelmä on tehokas ja herkkä molekyyleille, jotka vaikuttavat DNA-replikaatioon, kuten 

fluorokinoloneille. (Galluzzi & Karp 2006)  

 

2.5.1 Bakteerit biosensoreina  

Biosensori tarkoittaa jotain systeemiä tai laitetta, joka havainnollistaa jotain tiettyä analyyttiä tai 

tapahtumaa käyttämällä biologisia komponentteja ja fysiokemiallista detektoria. Kun kyse on 

kokonaisten solujen käyttämisestä biosensoreina, sanalla tarkoitetaan biologista kokonaisuutta tai 

systeemiä, joka vastaa jonkun substanssin (mm. antibiootin) läsnäoloon havaittavalla ja 

kvantifioitavalla tavalla. Kokonaisiin soluihin pohjautuvat analyysit ovat tarkkoja, luotettavia ja 

spesifisiä. Elävät solut ovat oivallisia reaaliaikaisia biosensoreita, joiden käyttö perustuu siihen, että 

niillä voidaan havainnoida jatkuvasti emittoituvaa signaalia. Tämä on hyödyllistä, kun halutaan 

tarkkailla prosessia, joka kehittyy pitkällä aikavälillä. (Galluzzi & Karp 2006)  

Bakteerit emittoivat valoa yhtäjaksoisesti ilman katkoksia, jos niiden kasvuolosuhteet ovat hyvät. 

Yleensä bakteerien luminesenssitaso laskee niiden saavuttaessa stationaarivaiheen (Galluzzi & Karp 

2006). Bakteereista on todettu, etteivät ne koskaan tuota luminesenssia ellei solutiheys ole sopiva. 

Tämä ilmiö on osaltaan kyetty selittämään bakteerien keskuudessa laajassa käytössä olevan quorum 

sensing -tekniikan avulla. Bakteerien kasvumediumissa on havaittu tiettyä feromonia, josta 

käytetään nimitystä autoinduuseri. Yleensä tällainen autoinduuseri on jonkinlainen 

homoseriinilaktoni. (Wilson & Hastings 1998) Bakteerisolut tuottavat autoinduuseria mediumiin, ja 

sen määrä kasvaa sitä mukaan kun soluja kasvaa lisää. On havaittu, että mittaamalla autoinduuserin 

tasoa bakteerit voivat arvioida solutiheyttään. Autoinduuseria koodaavat lux-operonin vieressä 

olevat luxR- ja luxI -geenit. Lusiferaasisynteesi käy energian puolesta hyvin kalliiksi soluille, joten 

vasta tietyssä feromonikonsentraatiossa ja solutiheydessä autoinduuseri käynnistää lux-operonin 

geenitranskription. Monet gramnegatiiviset bakteerit, kuten Pseudomonas aeruginosa käyttävät 



30 
 

luminesenssisäätelyssä LuxR- ja LuxI -proteiinien homologeja, kuten LasI-LasR- ja RhlI-RhlR–

systeemejä. (Wilson & Hastings 1998) Geneettisesti muokatuilla soluilla autoinduktiomekanismit 

voidaan poissulkea, ja siten määritykset ovat yksinkertaistuneet ja helpommin tulkittavissa.  

Bakteeribiosensoreita on käytetty mm. antimikrobiaalisten agenttien tehon osoituksessa, mutta 

niiden käyttöön liittyy monia etuja ja haittoja, joita Galluzzi & Karp (2006) ovat listanneet 

tarkemmin artikkelissaan. Bakteerit ovat esimerkiksi nopeasti suurina määrinä saatavia 

biosensoreita, joiden kustannukset ovat alhaiset ja jotka ovat geneettisesti muunneltavissa. 

Bakteeribiosensoreilla voidaan myös saada reaaliaikaista sekä pitkäaikaista dataa, jos jotain ilmiötä 

halutaan tarkkailla usean tunnin ajan. Bakteerien avulla voidaan myös määritellä analyytin 

hyötyosuus ja analyytin kinetiikasta voidaan saada lisää tietoa. Bakteeribiosensorit ovat kuitenkin 

monimutkaisia käyttää, sillä ne on tehtävä liikkumattomiksi fysikaalisissa olosuhteissa, jotta 

optimaalinen työnsuoritus on mahdollista. Koska bakteerikannat eroavat toisistaan niin 

olemukseltaan kuin käytökseltään, myös niiden reaktiot tutkimuksissa voivat olla hyvin erilaiset. 

Näin ollen reaktioiden vaihtelevuus kuin myös intrasellulaaristen fysikaalisten ja kemiallisten 

olojen kontrollointi, bakteerimetabolian sekaantuminen reaktioon sekä analyytin ja biosensorin 

väliset diffuusioesteet voivat haitata prosessin analysointia. Ongelmiensa takia GMO-

bioluminesenssimenetelmät eivät ole kovin laajassa käytössä. (Galluzzi & Karp 2006) Kuitenkin 

esimerkiksi syöpätutkimus on jo suhteellisen kauan käyttänyt hoitoja testattaessa in vivo 

bioluminesenssimenetelmiä kasvainten solujen kasvukehityksen kuvantamisessa (Negrin & Contag 

2006, Dothager ym. 2009) juuri geneettisten modifikaatiomahdollisuuksien takia.  

 

2.6 Optimaalisen luumätäimplantin koostumus?   

Luukirurgiaan on tulossa monia uusia, bioyhteensopivia ruuvituotteita lähivuosina. Nykyään 

uusinta uutta ovat varsinkin bioresorboituvat ruuvit, jotka vapauttavat antibioottia. (Tiainen ym. 

2008) Yhtenä esimerkkinä mainittakoon siprofloksasiinia vapauttava, biohajoava ruuvi, jollaiselle 

Bioretec Oy on jo saanut myyntiluvan Euroopassa. Tällaiset ruuvit ehkäisevät infektioiden syntyä 

vaurioituneissa, kuten murtuneissa, luissa. Esimerkiksi kaneilla on tutkittu siprofloksasiinia 

vapauttavien SR-PLGA (80/20) -ruuvien soveltuvuutta luumätäbakteerien tappamiseen mittaamalla 

niiden vapauttaman siprofloksasiinipitoisuuden kehitystä ajan funktiona (Tiainen ym. 2008). 

Terapeuttista antibioottitasoa on saatu pidettyä yllä kahdeksan viikkoa, minkä on katsottu riittävän 

bakteerien tappamiseen.  

Lääkkeen vapautumisen pitkä- tai lyhytkestoisuutta voidaan säädellä suunnittelemalla 

huolellisesti implantin rakenne. Osteomyeliitin välttämiseksi luunmurtumiin tarkoitettujen ruuvien 
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materiaaleina on tutkittu biohajoavia polymeerejä, kuten polylaktidia (PLA), polyglykolia (PGA) ja 

näiden kopolymeeria (PLGA) (Tiainen ym. 2008) sekä monia muita erilaisia polymeeriyhdistelmiä 

(Mäkinen 2005). Polymeerit ovat saavuttaneet hyvän aseman lääketieteellisten implanttien 

valmistuksessa hyvien mekaanisten ja fysikaalisten ominaisuuksiensa sekä muokattavuutensa 

vuoksi. Polymeerejä on lisäksi niin monenlaisia, että voidaan helposti valita tai yhdistää sellaisia, 

joilla saadaan tiettyyn käyttötarkoitukseen laadittavaan implanttiin juuri tarvittavat spesifiset 

ominaisuudet.  (Cascone ym. 1995, Fournier ym. 2003) Esimerkiksi antibiootin lyhyt- tai 

pitkäaikaista vapautumista voidaan säädellä polymeerivalinnoilla (Koort ym. 2005, Tiainen ym. 

2008). Polymeereihin on myös helppo sekoittaa muita aineita, mutta niiden prosessointi voi asettaa 

rajoituksia esimerkiksi lämpöherkkien antibioottien käytölle.  

Osteomyeliitin hoitoon on jo aiemmin suunniteltu pellettejä, joihin on käytetty poly(L-laktidi-ko-

glykolidi)(PLGA)-polymeeriä, bioaktiivista lasia sekä siprofloksasiinia, ja joita on jo tutkittu in 

vitro sekä in vivo (Koort ym. 2005, Mäkinen ym. 2005b). Nämä pelletit vapauttivat antibioottinsa 

viidessä kuukaudessa, ja terapeuttinen konsentraatio pysyi yllä neljä kuukautta, mitä pidetään 

järkevänä kestona paikalliselle antibioottiterapialle. Lisäksi pelleteistä vapautunut antibiootti säilyi 

pitkään biologisesti aktiivisena, eikä kärsinyt pellettien valmistuksessa tai joutunut alttiiksi kehon 

metabolialle. Luukokeissa on toistaiseksi saatu terapeuttinen konsentraatio säilymään kolme 

kuukautta ja lisäksi pellettien ympärille on alkanut muodostua luuta.  

Mäkinen ym. (2005b) pitävät optimaalisimpana ja osteomyeliitin hoidon tulevaisuuden kannalta 

parhaana vaihtoehtona antibioottien yhdistämistä biohajoavaan polymeeriin, johon on sekoitettu 

myös osteokonduktiivista materiaalia osteomyeliitin jättämien aukkojen vuoksi. Tämäntapainen 

multifunktionaalinen vaurion täyttömateriaali pitää paremmin yllä tasaista antibiootin vapautumista 

ja toimii itsenäisenä yksikkönä vaurioiden korjaamisessa. Tässä tutkielmassa käytetyissä pelleteissä 

on pyritty täyttämään nämä vaatimukset seuraavaksi kuvatuilla materiaalivalinnoilla.  

 

2.6.1 Poly(L-laktidi-ko-ɛ-kaprolaktoni) 70/30 (PLCL 70/30)  

Poly(L-laktidi-ko-ɛ-kaprolaktoni) 70/30 eli PLCL 70/30 on laktidin ja kaprolaktonin 

kopolymeeri, jossa on tässä tapauksessa komonomeereina 70 mol-% L-laktidia ja 30 mol-% ɛ-

kaprolaktonia. Poly(L-laktidi-ko-ɛ-kaprolaktoni) (PLCL) on biohajoava, polyestereihin kuuluva 

polymeeri, jota ei kuitenkaan ole toistaiseksi käytetty yhtä usein biohajoavien graftien tai 

implanttien valmistuksessa kuin esimerkiksi pelkkää polykaprolaktonia (PCL) tai polylaktidia 

(PLA). Nämä kaksi sekä niiden kopolymeerit ovat olleet erityisen suosittuja kudosteknologiassa, 
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sillä ne soveltuvat loistavasti solukasvun ohjaukseen (Jeong ym. 2004). PLCL:ssa yhdistyvät PLA:n 

ja PCL:n hyvät ominaisuudet.  

PLCL (kuva 4C) on hyvä polymeeri, kun halutaan valmistaa skaffoldeja, joiden on tarkoitus 

tukea uuden kudoksen kasvua ja kadota täydellisesti korvaavan kudoksen tieltä. PLCL on hyvin 

bioyhteensopiva ja hajoaa erinomaisesti in vivo keholle haitattomiksi tuotteiksi (Baker 1987, Jeong 

ym. 2005). PLCL voidaan prosessoida sopivan huokoiseksi, jotta se matkisi riittävästi ECM-

matriksia ja edistäisi oikeanlaista kudosmuodostusta (Jeong ym. 2005, Lee ym. 2008). PLCL on 

joustavaa, elastisuudeltaan lähestulkoon uniikkia ja sen hajoamisnopeus sopii yhteen uuden 

kudoksen muodostumisnopeuden kanssa (Jeong ym. 2005, Lee ym. 2008). Jeong ym. (2005) pitävät 

PLCL-skaffoldia erittäin hyvänä mekaanis-aktiivisen kudoksen muodostuksessa, sillä materiaali 

soveltuu hyvin mekaanisten viestien välitykseen soluille ja tilanteisiin, joissa mekaanisen stressin 

sieto on tärkeää (Jeong ym. 2004). PLCL 70/30 -polymeerin käytöstä antibioottia vapauttavien 

implanttien valmistuksessa ei ainakaan toistaiseksi ole näyttöä, mutta muissa 

komonomeerisuhteissa PLCL on alkanut esiintyä viime vuosina yhä tiheämmin kudosteknologisissa 

julkaisuissa. Esimerkiksi PLCL 50/50 -polymeeriä (Jeong ym. 2004, Jeong ym. 2005, Lee ym. 

2008) on käytetty skaffoldimateriaalina sen erinomaisten soluadheesiota tukevien ominaisuuksien 

vuoksi (Jeong ym. 2004).  

 

2.6.1.1 Polykaprolaktoni (PCL)  

Polykaprolaktoni (PCL) valmistetaan ε-kaprolaktonista, ja se on bioresorboituva, kiteinen 

polyesteri (Kweon ym. 2003, Lei ym. 2007, Woodruff & Hutmacher 2010). Sen hajoamiseen 

vaikuttaa pääasiassa hydrolyysi (Tay ym. 2007, Woodruff & Hutmacher 2010), mutta myös 

entsyymien osallisuudesta on ollut keskustelua (Jeong ym. 2004). Johtuen polykaprolaktonin 

lukuisista hyvistä ominaisuuksista, kuten hyvästä liukoisuudesta eri liuottimiin, joustavuudesta, 

alhaisesta sulamispisteestä (59–64 °C) ja lasiutumispisteestä (-65 °C) sekä poikkeuksellisesta 

sekoittumisyhteensopivuudesta (blend-compatibility) monen muun polymeerin ja sidosaineen 

kanssa, se on saanut tukevan jalansijan lääketieteellisessä käytössä (Tay ym. 2007, Porter ym. 2009, 

Woodruff & Hutmacher 2010). Polykaprolaktonilla on hyvät diffuusio-ominaisuudet, eli varsinkin 

pienikokoiset lääkemolekyylit läpäisevät sitä hyvin. Tästä syystä se soveltuu hyvin lääkkeiden 

kontrolloituun annosteluun, joten varsinkin biohajoavissa, lääkkeitä vapauttavissa implanteissa 

hyödynnetään runsaasti polykaprolaktonia ja sen kopolymeereja. Näiden polymeerien voittokulku 

yli muiden polymeerien johtuu niiden helposti säädeltävissä olevasta hajoamiskinetiikasta, 
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mekaanisista ominaisuuksista sekä muotoilun ja työstön helppoudesta. (Tay ym. 2007, Woodruff & 

Hutmacher 2010)  

PCL:a (kuva 4B) pidetään erittäin kudosyhteensopivana ja sen on todettu tukevan hyvin solujen 

kasvua (Kweon ym. 2003, Porter ym. 2009). Yksinään PCL hajoaa hitaammin kuin esimerkiksi sen 

kopolymeerit tai polylaktidi johtuen sen hydrofobisesta luonteesta ja korkeasta kiteisyysasteesta 

(Kweon ym. 2003, Tay ym. 2007), joten sitä on käytetty implanteissa, joissa hidas hajoaminen ja 

pitkäaikainen lääkevapautuminen ovat etu. Esimerkiksi luukudosteknologia on hyödyntänyt 

polykaprolaktonia juuri näiden ominaisuuksien vuoksi pitkään (Kweon ym. 2003, Lei ym. 2007, 

Porter ym. 2009). Jossain vaiheessa kuitenkin juuri hidas hajoamisnopeus teki polykaprolaktonin 

käytöstä lääkettä vapauttavissa implanteissa epäsuosittua, sillä kuten Woodruff & Hutmacher 

(2010) toteavat, käyttökohteet itsessään alkoivat suosia nopeampaa lääkkeen vapautumista (päivistä 

viikkoihin) sekä implantin nopeaa resorptiota. Varsinaisesti vasta viime vuosikymmenen aikana 

PCL:n hyvät ominaisuudet on taas muistettu ja sitä on jälleen alettu hyödyntää kudosteknologian 

tiimoilla.  

 

2.6.1.2 Polylaktidi (PLA)  

Polylaktidia (PLA) valmistetaan polymeroimalla yhteen laktidiketjuja, jotka saadaan 

valmistettua maitohaposta. PLA:a käytetään usein valmistettaessa biohajoavia, lääkkeellisiä 

implantteja ja grafteja, koska PLA on helposti valmistettava synteettinen termoplasti, jolla on hyvä 

mekaaninen lujuus, bioyhteensopivuus, muokattavuus ja joka hajoaa myrkyttömiksi tuotteiksi. 

(Gupta & Kumar 2007, Murariu ym. 2007, Madhavan Nampoothiri ym. 2010) PLA:n yleisimpiä 

käyttömuotoja ovat sen osakiteiset isomeerimuodot, poly-L-laktidi (PLLA) ja poly-D-laktidi 

(PDLA). L-laktidin käyttö takaa paremmin järjestyneen ja tiiviin rakenteen muodostettavaan 

laitteeseen, joten L-laktidipohjainen polymeeri on mekaanisilta ominaisuuksiltaan D-muotoa 

parempi. (Gupta & Kumar 2007, Madhavan Nampoothiri ym. 2010) PLA voi olla myös L- ja D-

isomeeriensa kopolymeeri, jolloin sen ominaisuudet riippuvat isomeerien suhteesta (Madhavan 

Nampoothiri ym. 2010).  

PLA (kuva 4A) on polyesteri, jonka sulamispiste on 120–170 °C ja lasiutumispiste 55–56 °C 

(Baker 1987, Madhavan Nampoothiri ym. 2010). PLA voi olla pehmeää ja elastista siinä missä 

jäykkää ja kovaa, sillä PLA:n moolimassasta riippuu paljoltikin, millaisia ominaisuuksia 

polymeerillä tulee olemaan. Näin ollen prosessointi ja terminen käsittely vaikuttavat erittäin paljon 

tämän polymeerin käyttäytymiseen implanteissa. (Gupta & Kumar 2007) PLA:ta on suosittu 

luuimplanteissa yhdessä keraamien kanssa varsinkin, koska se lasketaan bioresorboituvaksi 
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polymeeriksi (Murariu ym. 2007, Madhavan Nampoothiri ym. 2010). Lisäksi implantti, johon on 

käytetty PLA:a yhdessä keraamien kanssa, matkii paremmin normaalin luun mekaanisia 

ominaisuuksia (Madhavan Nampoothiri ym. 2010). Yleisin käyttökohde tälle polymeerille on 

kontrolloidussa lääkkeen vapautumisessa. Monet asiat vaikuttavat PLA:n hajoamiseen, kuten pH, 

entsyymit, kosteus, molekyylipaino ja kiteisyys. Varsinkin bakteerien läsnäolo voi selvästi vaikuttaa 

PLA:n hajoamisen kiihtyvyyteen. Polylaktidin korkea kiteisyysaste vaikuttaa kuitenkin 

negatiivisesti sen kontrolloituun hajoamiseen kuin myös kudosyhteensopivuuteen. (Madhavan 

Nampoothiri ym. 2010) PLA:n käyttöön liittyy siis monia vaikeuksia, jos halutaan hallita kunnolla 

lääkettä vapauttavan implantin toimintaa, joten PLA:n ominaisuuksia on usein parannettu 

valmistamalla siitä kopolymeereja muiden polymeerien, kuten tärkkelyksen, PGA:n tai PCL:n 

kanssa (Gupta & Kumar 2007, Madhavan Nampoothiri ym. 2010). Koska PCL:n lasiutumispiste on 

alhainen, sen lisääminen kopolymeeriin parantaa huomattavasti PLA:n kestävyyttä sekä 

hajoamiskinetiikkaa. (Gupta & Kumar 2007)  

 

 

Kuva 4A-C. A) Polylaktidin, B) polykaprolaktonin ja C) poly(laktidi-ko-ε-kaprolaktonin) kaavakuvat (muokattu 

lähteestä Woodruff & Hutmacher 2010).  

 

2.6.2 β-Trikalsiumfosfaatti (β-TCP) Ca3(PO4)2   

Auto- ja allografteilla tavattujen vakavien ongelmien – kuten luovuttaja-alueen kudoskuoleman, 

toimenpiteiden kalleuden, potilaalle aiheutuvien traumojen ja siirteiden rajoitetun saatavuuden, sekä 

näihin lisättyinä vielä allograftien mahdollisten virustartuntojen ja immunogeenisten vasteiden – 

vuoksi luukirurgian alalla on suuri tarve kehittää luusiirteitä korvaavaa materiaalia. (Zapanta 

LeGeros 2002, Anker ym. 2005, Lieberman & Friedlaender 2005) Tähän tarkoitukseen on tutkittu 

mm. erilaisia metalleja, polymeerejä, korallia, bioaktiivista lasia ja polymeeri–keraami-

komposiitteja. Bioaktiivisten materiaalien implantoiminen kehoon saa aikaiseksi joukon 

biokemiallisia ja -fysikaalisia reaktioita, jotka edesauttavat vahvojen implantti–kudos-sidosten 

muodostumista. Näistä kaikista kalsiumfosfaatit ja niistä koostuvat implantit ovat osoittautuneet 

parhaimmiksi materiaalivaihtoehdoiksi. (Cao & Hench 1996, Zapanta LeGeros 2002)  
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Luonnollinen luu rakentuu monesta eri fosfaatti- ja kalsiumpohjaisesta mineraalista, kuten 

kalsiumhydroksiapatiitista, kalsiumsulfaatista ja kalsiumfosfaateista. Kalsiumfosfaatteja on käytetty 

luukirurgiassa menestyksellisesti jo lähes sadan vuoden ajan (Zapanta LeGeros 2002). Niiden 

yleinen käyttö perustuu hyvään bioyhteensopivuuteen, alhaiseen tiheyteen, kemialliseen 

stabiilisuuteen, korkeaan kulumisenkestoon ja rakennesamankaltaisuuksiin luun kanssa. 

Kalsiumfosfaatit pystyvät vastustamaan mikrobien hyökkäyksiä, pH-muutoksia sekä erilaisten 

liuottimien vaikutuksia, mutta niillä on myös suhteellisen huono mekaaninen kestävyys, mitä 

pidetään rajoittavana tekijänä niiden käytössä taakkaa kannatteleviin luihin suunnitelluissa 

implanteissa. (Kalita ym. 2007)  

Yhtä luonnollista rakennemineraalia, β-trikalsiumfosfaattia (β-TCP), on suosittu luuvaurioiden 

korjauksessa sekä luuskaffoldien valmistuksessa jo pitkään, koska se on bioyhteensopiva, 

bioresorboituva, turvallinen ja myrkytön huokoinen keraami, jolla on osteokonduktiivisia 

ominaisuuksia (Nicholas & Lange 1994, Cao & Hench 1996, Arai ym. 2005). Sen käytön ei 

myöskään ole osoitettu aiheuttavan kudoksissa hylkiviä tulehdusvasteita. Trikalsiumfosfaatista on 

olemassa kahta eri konformaatiomuotoa, α- ja β- muodot, joista β-trikalsiumfosfaattia (β-TCP) 

pidetään parempana vaihtoehtona valittaessa implanttiin osteokonduktiivista materiaalia. Syynä 

siihen, ettei α-TCP ei ole saavuttanut suurta suosiota lääketieteen käytössä, on sen liian suuri 

resorptionopeus. Tällä tarkoitetaan, ettei paikattavaan vaurioon ehdi kehittyä uutta luukudosta sitä 

mukaan, kun α-TCP itse hajoaa, mikä rajoittaa suuresti α-TCP:n käyttöä biohajoavissa 

luuimplanteissa. Myös amorfinen TCP tunnetaan, mutta sen käytöstä on vielä vähemmän julkaisuja, 

ja sitä pidetään α-TCP:n tapaan turhan epästabiilina. β-TCP sen sijaan resorboituu paljon 

hitaammin, melkein samaa tahtia uudisluunmuodostuksen kanssa, joten sen käyttö esimerkiksi 

ortopedian palveluksissa on ollut mielekkäämpää. (Anker ym. 2005, Kalita ym. 2007)  

 

2.6.2.1 Ylivoimaa muihin keraameihin nähden  

Paras mahdollinen luuimplanttikeraami olisi niin osteokonduktiivinen kuin osteoinduktiivinen 

(Lieberman & Friedlaender 2005). Osteoinduktiivisten ominaisuuksien puutteesta huolimatta β-

TCP:a pidetään bioaktiivisena, sillä sen biologinen affiniteetti ja aktiivisuus ovat hyvät (Kalita ym. 

2007). Bioaktiivisuus määritellään yleensä materiaalin kykynä muodostaa luukudoksen kanssa 

adherentti, luja sidos. β-TCP:n bioaktiivisuus perustuu todennäköisesti erinomaiseen 

huokoisuuteen, jota voidaan säädellä helposti sintrauksella. Huokoskoon hyvä säätelymahdollisuus 

on yksi β-TCP:n eduista: pienemmät huokoset tarjoavat enemmän tarttumapinta-alaa vaurioalueelle 

tunkeutuville luusoluille. (Eggli ym. 1988, Nicholas & Lange 1994, Zapanta LeGeros 2002, Anker 
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ym. 2005) Hyvin suunnitellun huokoskoon ajatellaan edistävän luun kasvua sekä graftin itsensä 

resorptiota (Eggli ym. 1988). β-TCP:n optimaalisena osteokonduktiivisena huokoskokona pidetään 

150–500 µm:ä (Lieberman & Friedlaender 2005). Urist ym. (1984) sekä Anker ym. (2005) ovat 

edelleen todenneet, että β-TCP voi saavuttaa myös osteoinduktiivisia ominaisuuksia, jos siihen 

sekoitetaan esimerkiksi luuta muodostavia proteiineja (BMP) tai luuydinaspiraattia.  

β-TCP:n biohajoaminen, joka on ennemminkin resorptiota (Cao & Hench 1996, Anker ym. 

2005, Arai ym. 2005, Kalita ym. 2007), on täydellisempää kuin monen muun keraamin. Resorptio 

määritellään normaalissa luussa osteoklastien välittämäksi luun hajotustoiminnaksi, jossa 

osteoklastit hajottavat luuta vapauttaen mineraaleja verenkiertoon. β-TCP voi joko resorboitua tai 

muuttua hydroksiapatiitiksi (Lieberman & Friedlaender 2005), mutta miten asia sitten onkin, β-

TCP:a pidetään yleisesti erittäin nopeasti ja täydellisesti luukudokseen sulautuvana keraamina.  

β-TCP:n resorptiomekanismia ei edelleenkään täysin ymmärretä. Eggli ym. (1988) ovat 

raportoineet aktiivisten osteoklastien tarttuvan β-TCP–implantin huokosten pintaan ennen 

luukudoksen muodostumista, minkä on ajateltu olevan merkittävää aktiivisen implantin resorption 

kannalta. β-TCP:n ajatellaan resorboituvan asteittain, mutta kuitenkin ajan myötä täydellisesti, 

jolloin sen täyttämä aukko olisi korvautunut kokonaan uudella luukudoksella (Anker ym. 2005). 

Tällainen osteoklastien suorittama homogeenien resorptio on Kalitan ym. (2007) mukaan 

mahdollista β-TCP:n löyhien kide-kidesidosten vuoksi. β-TCP:n kiteistä olemusta ja puhtaan 

heksagonaalista kiderakennetta pidetäänkin yhtenä selittävänä tekijänä sen hyvälle stabiilisuudelle 

(Anker ym. 2005, Kalita ym. 2007).  

 

2.6.2.2 Miksei hydroksiapatiittia?  

Trikalsiumfosfaatista valmistetut implantit sulautuvat luuhun allografteja paremmin, mutta 

tarjolla on myös monia muita synteettisiä luugrafteja, jotka on valmistettu käyttämällä esimerkiksi 

hydroksiapatiittia tai kalsiumsulfaattia (Nicholas & Lange 1994). Hydroksiapatiitin käytössä 

esiintyy kuitenkin resorptionopeuteen liittyviä ongelmia, sillä siitä valmistettu implantti ei 

välttämättä katoa ollenkaan. Kalsiumsulfaatti puolestaan voi resorboitua aivan liian nopeasti. 

(Anker ym. 2005) Sekä hydroksiapatiittia että trikalsiumfosfaattia pidetään osteokonduktiivisina, 

mutta β-TCP:a pidetään hydroksiapatiittia parempana vaihtoehtona, sillä vaikka myös 

hydroksiapatiitin on osoitettu edistävän ainakin osittain luukudoksen kasvua, se ei sulaudu tai poistu 

muodostuvan luun tieltä yhtä hyvin (Nicholas & Lange 1994, Zapanta LeGeros 2002). Eggli ym. 

(1988) raportoivat aikanaan tutkimuksessaan, että verrattaessa trikalsiumfosfaatti- ja 

hydroksiapatiitti-implanttien hajoamista kanien luissa, kuudessa kuukaudessa 85 % 
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trikalsiumfosfaatista oli resorboitunut ja korvautunut luulla, kun taas samassa ajassa 

hydroksiapatiitista vain noin 5 % oli kadonnut. Osteoklastit eivät kykene hajottamaan 

hydroksiapatiittia tehokkaasti, vaikka niitä tavataan aina runsaasti sen pinnalla (Eggli ym. 1988). 

Näin ollen β-TCP sallii hydroksiapatiittia paremmin luusolujen vaelluksen ja luukudoksen 

uudiskasvun.  

 

2.6.2.3 β-TCP implanteissa  

 

Kuva 5A-C. β-TCP edistää erinomaisesti uudisluun muodostusta. Arain ym. (2005) tutkimuksesta selviää, että 30-

vuotiaalta miespotilaalta A) otettiin pohjeluusta autografti, jonka paikka täytettiin β-TCP:lla. B) Kolmessa kuukaudessa 

uudisluu alkoi yhdistää leikkauspäitä käyttäen TCP:a siltana, ja C) kuuden kuukauden kuluttua pohjeluu on jo lähes 

täydellisesti regeneroitunut (muokattu lähteestä Arai ym. 2005).  

 

β-TCP:sta valmistettuja skaffoldeja, jauhetta ja granuloja on käytetty luukirurgian alalla mm. 

luun neoplasmien, luusiirteiden oton jättämien paikkojen korvaukseen ja osteomyeliitin hoitoon 

(Eggli ym. 1988, Anker ym. 2005, Arai ym. 2005). Trikalsiumfosfaattisylintereitä (halkaisija 3 mm) 

on tutkittu in vivo jo yli kaksikymmentä vuotta sitten reisi- ja sääriluun vaurioiden korjaamisessa. 

Implantin resorption ja luun kasvun on havaittu olevan tehokkainta käytettäessä pienihuokoisisia 

trikalsiumfosfaattisylintereitä. (Eggli ym. 1988) Trikalsiumfosfaatin täydellinen resorptio riippuu 

täysin vaurioiden koosta, joten isommissa vaurioissa resorptio ja luukudoksen muodostus ovat 

hitaampia prosesseja. Näin ollen täydellinen paraneminen voi kestää enemmän tai vähemmän kuin 

12–48 kuukautta. (Nicholas & Lange 1994, Anker ym. 2005) Tällä hetkellä tutkimuksissa on 
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todettu, että vaurioiden täydellinen korjautuminen on todennäköisempää ja yleisempää lapsilla kuin 

aikuisilla (Arai ym. 2005).  

Arai ym. (2005) ovat tutkineet β-TCP:n käyttöä jopa lähes kokonaisen, uuden pohjeluun 

muodostuksessa. Näissä potilastapauksissa pohjeluusta oli otettu autografteja, joilla oli paikattu 

luukasvaimien tai pseudoarteroosin jättämiä vaurioita potilaiden sääriluissa. Uudisluun muodostusta 

oli tavattu lähes puolentoista kuukauden kuluttua yli 85 %:lla potilaista, ja kuten kuvasta 5C 

nähdään, uusi luu on jo lähes täydellisesti muodostunut puolen vuoden kuluttua. (Arai ym. 2005) 

Tuloksen esteettisyydestä ja samalla toimivuudesta voidaan varmasti olla montaa mieltä, ja moni 

potilas olikin Arain ym. (2005) mukaan raportoinut hienoisesta jäykkyydestä ja rajoituksista 

hyppimisessä. Arain ym. (2005) tulokset puoltavat kuitenkin β-TCP:n merkitystä luukirurgian 

tulevaisuudessa, sillä kokonaisen uuden luun muodostaminen on nykypäivän implantologian 

suurimpia tavoitteita, kun elinsiirteistä muutenkin kärsitään suurta pulaa.  

Vaikka β-TCP:sta puhuttaessa sen ensisijaisella käytöllä on aina tavoiteltu lähinnä täydellistä 

luuvaurioiden korjausta, sillä voi olla tulevaisuutensa tärkeä merkitys myös antibioottien 

vapautuksessa. Osteokonduktiivisten materiaalien on osoitettu vapauttavan antibiootteja nopeasti ja 

sangen kontrolloidusti, mikä on yksi syy sille, miksi niiden käyttöä luumätävaurioiden täytössä 

suositellaan (Mäkinen ym. 2005b). Urist ym. (1984) ovat esittäneet, että β-TCP saattaa edistää 

myös hitaan lääkettä vapauttavan systeemin toimintaa.  

 

2.6.3 Antibiootit – siprofloksasiini ja rifampisiini  

Luumätäpotilaiden hoidossa on käytetty runsaasti suun kautta annettavia, biologiselta 

hyötyosuudeltaan hyviä antibiootteja, kuten fluorokinoloneja, klindamysiiniä ja flokonatsolia (Sia 

& Berbari 2006). Vaikeinta on kuitenkin aina ollut antibioottien kohdentaminen ja ettei antibiootti 

menetä terapeuttista tehokkuuttaan hajoamalla esimerkiksi metabolian vaikutuksesta ennen 

päämääräänsä. Antibiootit ovat usein valitettavan potilaskohtaisia, ja niiden tehokkuus sekä 

vaikutus saattavat vaihdella potilaasta riippuen, joten mitään läpimurtoa antibioottiterapian saralla 

ei ole toistaiseksi koettu. Toisekseen antibioottiterapioiden onnistumista luumädän hoidossa on 

vaikeuttanut vaurioituneen kudoksen rajusti huonontunut verenkierto, joten antibiootit saavuttavat 

kohteensa joskus hyvinkin huonolla menestyksellä, mikä on osaltaan ollut syynä annettaviin, 

toisinaan massiiviset ja jopa toksiset mitat saavuttaviin antibioottimääriin. Lisäksi jotkut bakteerit, 

kuten S. aureus ja S. epidermidis kykenevät tunkeutumaan luusolujen sisälle, missä ne voivat 

välttyä antibiooteilta, sillä useimmat antibiootit eivät läpäise luusolujen kalvoja (Khalil ym. 2007). 
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Luusolujen sisälle pelastautuneet bakteerit saattavat näin ollen välttyä antibioottiterapian 

vaikutuksilta ja aiheuttaa taudin uusiutumiseen.  

Suoraan vaurioihin asennettavien implanttien myötä antibioottiterapioiden tehoa on voitu 

parantaa käyttämällä paikallista antibiootinvapautumista lisäämällä antibioottia suoraan 

asennettavaan implanttiin. Yhtäaikaisesti annetut parenteraalinen ja paikallinen antibioottihoito ovat 

useimmiten taanneet parhaat hoitotulokset. Toistaiseksi käytössä jo olevat, antibioottia vapauttavat 

implantit ovat useimmiten stabiileja, eli ne on poistettava ennen vaurioihin asennettavia luusiirteitä, 

mikäli vaurioiden toivotaan myös korjautuvan.  

Bakteerien vastustuskyky on noussut viime vuosina hälyttävän nopeasti, mikä on aiheuttanut 

monien tavanomaisten antibioottien tehokkuuden romahduksen infektioita hoidettaessa. Myös 

luumätää aiheuttavat bakteerikannat ovat muuttuneet entistä vastustuskykyisemmiksi, mistä johtuen 

hoidoissa on jouduttu yhä useammin turvautumaan yhä vahvempiin antibiootteihin. Suosituimpia 

ovat olleet rinnakkaishoidot, joissa vähintään kahta eri antibioottia on käytetty yhdessä takaamaan 

paras mahdollinen hoitotulos ja estämään resistenttien bakteerikantojen kehitys. Tällöin yhdistetään 

usein jokin tehokas fluorokinoloni jonkin toisen antibiootin kanssa. Kinoloni–rifampiini-yhdistelmä 

on noussut muiden yhdistelmien yläpuolelle tehokkaiden ja nopeiden synergisten hoitotulostensa 

myötä. (Sia & Berbari 2006, Trampuz & Zimmerli 2006, Conil ym. 2008, Mesak & Davies 2009)  

Rifampisiinia ja siprofloksasiinia on käytetty jo vuosikausia yhdessä vaikeita bakteeri-infektioita 

vastaan (Coe ym. 1995, Gentry 1997, Sia & Berbari 2006). Coen ym. (1995) mukaan jo ennen 90-

lukua tehdyissä in vivo -kokeissa todettiin, että rifampisiinin ja siprofloksasiinin kombinaatio on 

erittäin tehokas ja jopa verrattavissa vankomysiinin tehokkuuteen. Antibioottiyhdistelmän arvoa on 

nostanut se, että ne tukevat hyvin toistensa toimintaa, ja lisäksi niillä toteutettu hoito on turvallinen 

sekä hyvin siedetty. Kuitenkin samoihin aikoihin, kun tämä antibioottiyhdistelmä todettiin 

tehokkaaksi, havaittiin myös ensimmäiset merkit resistenttien bakteerikantojen kehityksestä, mikä 

Coen ym. (1995) mielestä vähensi niiden terapeuttista arvoa. Kuitenkaan mitään superresistenttiä 

bakteerikantaa ei ole vuosien mittaan noussut esiin, ja kuten myöhemmin Gentry (1997) sekä Sia & 

Berbari (2006) ovat todenneet, siprofloksasiini–rifampisiini-yhdistelmä on edelleen erittäin tehokas 

vaikeitakin bakteereita vastaan. Osaltaan hyvän terapeuttisen historiansa vuoksi myös tässä 

tutkimuksessa käytettyihin pelletteihin valikoituivat juuri siprofloksasiini sekä rifampisiini. Ne 

kestävät myös pellettien valmistukseen tarvittavia korkeita prosessointilämpötiloja, toisin kuin 

esimerkiksi vankomysiini, joka hajoaa jo 50 °C:n lämpötilassa.  

Siprofloksasiinin ja rifampisiinin kumppanuus näyttäisi olevan lyömätön yhdistelmä hoidettaessa 

luumätää, sillä niin hyvin nämä kaksi tukevat toistensa toimintaa ja korvaavat toistensa puutteita. 

Fluorokinolonina siprofloksasiini tehoaa erinomaisesti bakteereihin, mutta sitä ei saisi käyttää yksin 
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johtuen sille resistenttien stafylokokkien vaarasta. Rifampisiinilla puolestaan on hyvä aktiivisuus 

varsinkin adherentteja, hitaasti kasvavia stafylokokkeja vastaan, joten se on hyvä antibiootti 

hoidettaessa MRSA-infektioita, mutta yksinään käytettynä se jää nopeasti alakynteen bakteerien 

resistenssikehityksen kanssa (Trampuz & Zimmerli 2006). Näin ollen voidaan sanoa, että 

siprofloksasiinin ja rifampisiinin yhdistelmä on erittäin tehokas ja tulevaisuuden näkymiltään 

luotettava, kun taistellaan vaikeitakin luumädän aiheuttajia vastaan.  

 

2.6.3.1 Siprofloksasiini  

 

Kuva 6. Siprofloksasiinin (C17H18FN3O3) rakennekaava (muokattu lähteestä Herbold ym. 2001).  

 

Siprofloksasiini (CIP) on pienikokoinen (kuva 6) kemoterapeuttinen antibiootti, joka kuuluu 

fluorokinolonien ryhmään. Siprofloksasiini on erittäin laajakirjoinen antibiootti ja tehoaa useimpiin 

grampositiivisiin ja -negatiivisiin bakteereihin, mistä syystä sitä on käytetty lääkkeenä varsinkin 

vaikeissa infektioissa, kuten virtsatietulehduksissa, sukupuolitaudeissa, hengitystie- ja 

ihoinfektioissa sekä kroonisessa osteomyeliitissä. (Ball 1986, Castro ym. 2003) Siprofloksasiini on 

yksi käytetyimpiä fluorokinoloneja luumädän hoidossa johtuen varsinkin sen alhaisesta minimi-

inhibiittorikonsentraatiosta (MIC; yleensä 0,25-2 µg/ml) vaikeiden luumätäbakteerien, kuten 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ja Pseudomonas aeruginosa, kohdalla. (Castro 

ym. 2003, Jeong I-Y ym. 2008) Se ei ole aivan yhtä voimakas antibiootti kuin esimerkiksi 

vankomysiini, mutta se kuuluu yhtä kaikki sellaisiin voimakkaimpiin antibiootteihin, joiden käyttöä 

hoidoissa ei ensisijaisesti aina suositella. Ongelmalliseksi fluorokinolonien käytön tekee se, että ne 

esiintyvät vesiliuoksissa dipolaarisina ioneina ja liukenevat huonosti varsinkin fysiologisessa 

pH:ssa (Alovero ym. 2003). Tässä piilee yksi syy siihen, että antibioottiterapian aikana 

parenteraalisesti annetaan niin suuria määriä siprofloksasiinia (Castro ym. 2003, Jeong I-Y ym. 

2008). Siprofloksasiinia on yritetty muuntaa enemmän liukoiseen muotoon yhdistämällä sitä 

esimerkiksi alumiinin kanssa, mutta samalla on tosin havaittu, että polyvalenttien metalli-ionien 

läsnä ollessa siprofloksasiini menettää osan antimikrobiaalisista ominaisuuksistaan (Alovero ym. 
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2003). Markkinoilla liikkuu myös siprofloksasiinin vetykloridisuolaa, joka on tavallista 

siprofloksasiinia liukoisempaa.  

 

2.6.3.1.1 Toimintatapa 

Siprofloksasiini inhiboi prokaryoottien DNA-gyraasia, jota tarvitaan estämään DNA:n liika 

negatiivinen kiertyminen transkription ja replikaation aikana. Gyraasin inhibitio johtaa 

replikaatiopysähdykseen ja solukuolemaan. (Ball 1989, Herbold ym. 2001, Mesak & Davies 2009) 

Siprofloksasiini kykenee inhiboimaan myös nisäkkäiden topoisomeraasi II -entsyymiä, joka vastaa 

toiminnaltaan bakteerien gyraasia, eli teoriassa sen ajateltiin aikanaan aiheuttavan solukuolemia 

myös nisäkkäissä. Myöhemmin on kuitenkin todettu, että jotta siprofloksasiinista olisi ihmisellä 

seurauksena vakavia soluvaurioita tai toimintahäiriöitä, siprofloksasiinipitoisuuden täytyisi olla 

elimistössä 1000 mg/l (Ball 1989). Fluorokinolonien genotoksisuus on ollut kuitenkin aina silloin 

tällöin esillä. Jo Ball (1986) piti siprofloksasiinin biokemiallista toksisuutta epätodennäköisenä, 

mutta sittemmin tämän mahdollisuuden olemassaolon vuoksi siprofloksasiinin sopivuutta 

antibioottiterapiaan sekä in vitro -kokeiden tulosten verrattavuutta in vivo -kokeisiin on tutkittu 

tarkkaan. Useiden eri genotoksisuutta ja karsinogeenisyyttä mittaavien testien puitteissa Ball (1989) 

ja Herbold ym. (2001) ovat todenneet, että siprofloksasiini on nisäkkäiden DNA:ta 

vahingoittamaton ja siten soveltuva laajaankin antibioottiterapiaan.  

Moniin muihin fluorokinoloneihin verrattuna suonensisäisesti tai suun kautta annetusta 

siprofloksasiinista aiheutuu erittäin vähän mitään vakavia haittavaikutuksia, kuten näön 

hämärtymistä ja valotoksisuutta. Suuri osa fluorokinoloneista voi olla myös munuaistoksista, mutta 

siprofloksasiinin kohdalla tämä on erittäin harvinaista, koska se pysyy liukoisena korkeassa pH:ssa, 

eikä siten muodosta munuaisille vaarallisia kiteitä (Ball 1986, Arcieri ym. 1989). Sen käytöstä voi 

seurata lähinnä ihottumaa, pahoinvointia, ripulia tai oksentelua, mutta yleensä vakavista vaivoista 

kärsii vain noin 2 % potilaista. Kinolonien tavoin siprofloksasiini on todettu joiltain osin 

neurotoksiseksi, ja se voi aiheuttaa huimausta, levottomuutta, väreitä tai päänsärkyä. 

Siprofloksasiinilla ei ole todettu olevan juurikaan vuorovaikutuksia muiden lääkkeiden kanssa. 

(Ball 1989) Tehokkuudeltaan siprofloksasiinia pidetään monella tapaa vankomysiinin vertaisena 

(Coe ym. 1995).  

 

2.6.3.1.2 Toksista osteoblasteille?   

Siprofloksasiinin diffundoitumisen luussa on raportoitu olevan parempaa kuin esimerkiksi 

gentamysiinin (Tiainen ym. 2008). Hyvillä asioilla on kuitenkin myös varjopuolensa, sillä viitteitä 
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siprofloksasiinin negatiivisesta vaikutuksesta luuvaurioiden paranemiseen on olemassa. Viimeistään 

yhdeksänkymmentäluvun loppupuolella siprofloksasiinin ja fluorokinolonien suurilla 

paikalliskonsentraatioilla todettiin olevan toksisia vaikutuksia osteoblasteihin in vitro sekä 

hidastavan vaurioiden paranemista in vivo (Miclau ym. 1998, Mäkinen ym. 2005b, Sia & Berbari 

2006). Tällöin joissain koeasetelmissa raportoitiin alhaistenkin siprofloksasiinipitoisuuksien 

negatiivisesta vaikutuksesta esimerkiksi osteoblastien kollageenisynteesiin in vitro. Miclau ym. 

(1998) suorittivat ihmisen osteoblasteilla siprofloksasiinilla in vitro altistuskokeita, joiden aikana he 

raportoivat selvää laskua solumäärissä kahdenkymmenenneljän tunnin kuluttua pitoisuudella 40 

mg/ml ja kolmen vuorokauden kuluttua pitoisuudella 20 µg/ml. Tuolloin Miclau ym. (1998) 

esittivät, että koska resorboituvissa, siprofloksasiinia vapauttavista implanteista vapautui selvästi 

suurempia paikallispitoisuuksia antibioottia kuin mitä osteoblastien toiminnan kannalta oli näiden 

kokeiden perusteella turvallista, implanttien antibioottipitoisuuksia pitäisi laskea siten, että niiden 

vapauttamat paikalliskonsentraatiot eivät ylitä osteoblasteille vaarallista rajaa.  

Miclau ym. (1998) ovat kuitenkin joutuneet myöntämään, että eri bakteereihin tehoava 

terapeuttinen antibioottipitoisuus saattaa vaihdella hyvinkin paljon, jolloin raja osteoblasteille 

haitallisen ja terapeuttisen pitoisuuden välillä voi olla erittäin kapea. Lisäksi siprofloksasiinin 

vaikutuksesta osteoblastien hyvinvointiin on syytä suorittaa vielä runsaasti lisätutkimuksia, sillä 

esimerkiksi Ball (1986) on todennut, että in vitro -kokeiden tulokset eivät välttämättä aina täsmää in 

vivo -kokeiden kanssa. Lienee kiistatonta, kuten Miclau ym. (1998) ovat todenneet, että 

siprofloksasiini voi ainakin osittain vaikuttaa osteoblastien toimintaan, mutta sitä, missä määrin ja 

kuinka ankarasti, on vielä mahdotonta sanoa ennen kunnollisia in vivo -tutkimuksia. Tiainen ym. 

(2006) ovat jo tutkineet in vivo kanien kalloluihin porattujen, siprofloksasiinia vapauttavien ruuvien 

vaikutusta osteoblasteihin sekä tulehdussoluihin. Tällöin aktiivisten osteoblastien määrä ruuvien 

pinnoilla kasvoi ensimmäiset neljä viikkoa, jolloin määrä saavutti huippunsa. Tämän jälkeen määrä 

alkoi laskea ja 54 viikon kohdalla niitä ei enää havaittu. (Tiainen ym. 2006) Tämä ei kuitenkaan 

todista, että osteoblastien määrän väheneminen johtuisi varsinaisesti siprofloksasiinista, sillä 

aktiivisia osteoblasteja voitiin havaita paljon vielä 24 viikon kohdalla. Kyseisen tutkimuksen 

ruuveissa ei ollut käytetty mitään osteokonduktiivista tai osteoinduktiivista materiaalia kuten 

trikalsiumfosfaattia, vaan ainoastaan PLGA-polymeeria. Yksi syy osteoblastien vähenemiseen voi 

olla, etteivät ruuvit olleet tarpeeksi osteokonduktiivisia ja siten luusoluille mielekkäitä, mikä johti 

myöhemmissä aikapisteissä osteoblastien vähenemiseen ja ainoastaan fibriinisolujen aktiiviseen 

kapselinmuodostukseen. (Tiainen ym. 2006) Kiistatonta on myös, että osteoblasteja oli koetulosten 

perusteella paikalla vielä puolen vuoden kohdalla, jolloin ruuvien yleensä ajatellaan jo vapauttaneen 

kaiken sisältämänsä siprofloksasiinin (Ahola ym. 2011a, käsikirjoitus).  
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2.6.3.1.3 Tehokkuus koetuksella   

Siprofloksasiinin valtakausi luumädän hoidossa alkoi vakiintua, kun tutkimuksissa (Gentry 1997, 

Sia & Berbari 2006, Smith ym. 2006) alkoi selvitä, että se on kutakuinkin ainoita vankomysiiniä 

lievempiä vahvoja antibiootteja, jotka tehoavat erittäin hyvin jopa pahimpiin luumätäbakteereihin, 

kuten enterobakteereihin, metisilliiniresistentteihin Staphylococcus aureuksiin ja Pseudomonas 

aeruginosaan. Gentryn (1997) mukaan siprofloksasiini on oiva valinta osteomyeliitin hoitoon myös 

siksi, että se on turvallinen ja erittäin tehokas. Kuitenkin myös siprofloksasiinia kohtaan on alkanut 

kehittyä yhä enemmän vastustuskykyä bakteerien, kuten vaarallisina pidettyjen S. aureus- ja P. 

aeruginosa -kantojen, keskuudessa (Coe ym. 1995). Gentryn (1997) mukaan näiden bakteerien 

keskuudessa tavataan yhä useammin kinoloneille kasvavassa määrin vastustuskykyisiä tai täysin 

resistenttejä kantoja, mikä kirjoittajan mielestä on hyvä syy sille, miksei siprofloksasiinia sovi 

käyttää yksinään. Castro ym. (2003) ovat sitä mieltä, että puhuttaessa luuinfektioiden hoidosta, 

huolimatta antibioottiterapioiden huomattavasta kehityksestä viimeisten vuosien aikana, 

siprofloksasiini ja muut järeän luokan antibiootit alkavat, kasvavista resistenssitapauksista 

huolimatta, olla ainoita keinoja taistella luuperäisten infektioiden aiheuttamia kuolemia, vaurioita ja 

kroonisia tauteja vastaan. Siprofloksasiinin teho vaikeaa Staphylococcus aureusta vastaan on 

edelleen niin hyvä, ettei sitä ole Castron ym. (2003) mukaan järkeä hylätä antibioottiterapiassa.  

Nykyisellään Castron ym. (2003) sekä Jeongin ym. (2008) mukaan osteomyeliitin kohdalla 

paikallisesti siprofloksasiinia vapauttavalle systeemille olisi kysyntää antibiootin laajakirjoisuuden 

lisäksi siksi, että siprofloksasiinia joudutaan osteomyeliitin hoidossa nykyään annostelemaan suun 

kautta 250–750 mg kahdesti päivässä useasta viikosta useaan kuukauteen. Hoitotehokkuus saattaa 

antibiootin huonon lokalisoitumisen vuoksi yltää parhaimmillaan vain 56 %:iin, eikä näin vahvan 

antibiootin pitkäaikainen käyttö ole välttämättä helppoa potilaallekaan. Näin annosteltuna 

siprofloksasiinin konsentraatio voi hetkellisesti nousta toksisiin lukemiin (Miclau ym. 1998), ja 

pitkäaikaisesta siprofloksasiinin käytöstä on todettu voivan aiheutua mm. hallusinaatioita (Ball 

1989). Vaikka siprofloksasiinin on todettu olevan sangen turvallinen antibiootti, haittavaikutusten 

ilmenemisen riskin ja rajuuden on huomattu korreloivan, ei antibioottimäärän, mutta hoidon keston, 

kanssa (Arcieri ym. 1989). Paikallisesti siprofloksasiinia vapauttava implantti parantaisi näin 

hoitotehokkuutta sekä potilasmukavuutta.  

Siprofloksasiinin saattaminen suoraan luumätävaurioiden läheisyyteen lisäisi antibiootin 

vaikutusaikaa, sillä normaalisti siprofloksasiinin puoliintumisaika elimistössä on 3-7 tuntia. 

Siprofloksasiini tarttuu huonolla affiniteetilla (20–40 %) veren proteiineihin, joten se erittyy 
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nopeasti kehosta ulos muun muassa maksan ja munuaisten toimesta. (Conil ym. 2008) Tästäkin 

syystä suun kautta otettavat annokset ovat kohtuullisen isoja ja tiheässä tahdissa otettavia. 

Siprofloksasiinin kantajina on ennenkin tutkittu niin in vitro kuin in vivo useita esimerkiksi 

polymeeri- tai TCP-pohjaisia materiaaleja, kuten PMMA-helmiä tai pellettejä, joihin on käytetty 

poly(L-laktidi-ko-glykolidi)(PLGA)-polymeeriä sekä bioaktiivista lasia (Boda 1982, Gentry 1997, 

Castro ym. 2003, Koort ym. 2005, Mäkinen ym. 2005b). Tuotteiden tuloa markkinoille hidastaa 

kuitenkin niiden lääkevapautumismekanismien puutteellisuus. Aihetta tutkitaan edelleen erittäin 

kiinteästi, ja useissa kokeissa tulokset ovat olleet menestyksekkäitä ja implanttien 

farmakokineettiset ominaisuudet ovat säilyneet hyvinä. (Gentry 1997, Koort ym. 2005, Mäkinen 

ym. 2005b)  

 

2.6.3.2 Rifampisiini  

 

Kuva 7. Rifampisiinin rakennekaava (C43H58N4O12) (muokattu lähteestä Anonyymi 2008).  

 

Rifampisiini (RFP), tai rifamysiini, on semisynteettinen rifamysiini B:n johdannainen. Se on 

molekyylikooltaan suuri (kuva 7) ja väriltään punainen rifamysiiniryhmän antibiootti. Rifampisiini 

on hyvin biosaatava, aktiivisuudeltaan hyvä, turvallinen ja luonteeltaan suhteellisen lipofiilinen, 

joten se pystyy läpäisemään helposti lipidikalvoja ja tunkeutumaan jopa veri-aivoesteen läpi 

(Trampuz & Zimmerli 2006). Kuitenkin suuresta koostaan ja lukuisista sivuryhmistään johtuen 

rifampisiinilla on kaksi eri konformaatiomuotoa, joiden vuoksi sillä ilmenee usein polymorfismia 

(Agrawal ym. 2004). Polymorfismin vuoksi on usein esitetty, että rifampisiinin käyttötehokkuus 

olisi huono, joskaan tätä väitettä ei ole tutkimuksissa näytetty toteen. Rifampisiinin heikkous 

antibioottina johtuu ennemminkin siitä, että sitä on käytettävä jatkuvasti suurina annoksina, jotta 
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terapeuttinen konsentraatio pysyisi yllä. Rifampisiinin tehokkuus vaihtelee bakteerikantojen 

mukaan suuresti, ja sen MIC-arvo voi vaihdella (2-256 µg/ml) hyvinkin paljon. (Rao & Murthy 

2002, Mick ym. 2010) Rifampisiinin biologinen puoliintumisaika on vielä lyhyempi kuin 

siprofloksasiinilla, noin 1,5-5 tuntia, joten hoitotulokset ovat optimaalisempia, kun rifampisiinia 

käytetään yhdessä jonkin toisen antibiootin kanssa. Rifampisiinia vapauttavia lääkkeitä ja 

implantteja, kuten mikropartikkeleja, on tutkittu jo kauan, ja sitä on ehditty kokeilla myös 

polymeeristä valmistetuissa, lääkettä vapauttavissa implanteissa, joilla on hoidettu mm. 

tuberkuloosia. (Gentry 1997, Zwang ym. 2000, Rao & Murthy 2002)  

 

2.6.3.2.1 Toimintatapa 

Rifampisiini vaikuttaa solujen toimintaan estämällä mRNA-synteesin. Se sitoutuu RNA-

polymeraasin β-alayksikköön, jolloin RNA-transkriptio ja sitä myöten translaatio estyvät. (Tsankov 

ym. 2006) Se ei kuitenkaan pysty pysäyttämään mRNA-elongaatiota, kun sitoutuminen templaatti-

DNA:han on tapahtunut. Joissain bakteereissa, kuten E. colissa, rifampisiini voi tehota rajummin ja 

laukaista itsemurhageenipatteriston toiminnan (Anonyymi 2008). Rifampisiini iskee ainoastaan 

prokaryoottiperäiseen RNA-synteesiin, eikä siis uhkaa eläinsoluja. Vasta monituhatkertainen 

yliannostus voi aiheuttaa haittaa myös eukaryoottien RNA- ja DNA-polymeraaseille. Runsas 

altistus voi aiheuttaa trombosytopeniaa, munuaisten pettämistä, hengityksen tihentymistä tai 

anemiaa. (Anonyymi 2008) Rifampisiini tehoaa varsinkin Mycobacterium- ja grampositiivisiin 

bakteereihin, joiden löyhä, mykohapoista ja peptidoglykaaneista koostuvan kalvon läpi antibiootin 

on helppo kulkea. (Tsankov ym. 2006)  

 

2.6.3.2.2 Teho bakteereihin vaihtelee 

Rifampisiinia pidetään sangen laajakirjoisena antibioottina, ja se tehoaa suurimpaan osaan 

grampositiivisista ja joihinkin gramnegatiivisiin bakteereihin (Tsankov ym. 2006, Anonyymi 2008). 

Ensisijaisesti rifampisiini on tarkoitettu Mycobacteriumien aiheuttamien infektioiden, kuten 

tuberkuloosin ja lepran, hoitoon (Agrawal ym. 2004, Anonyymi 2008). Muiden bakteerien kohdalla 

sen tehokkuus vaihtelee, joskin rifampisiinia on käytetty niin MRSA-bakteerien, erilaisten Listeria-

lajien, Neisseria gonorrhoeaen, Haemophilus influenzaen kuin Legionella pneumophilan 

aiheuttamien infektioiden hoidossa yhdessä jonkin toisen antibiootin kanssa. Enterobacteriaceae-

lajit, Acinetobacteriat sekä Pseudomonakset ovat vaihtelevasti resistenttejä rifampisiinin 

vaikutukselle. (Anonyymi 2008) Rifampisiinia käytetään muiden antibioottien tai lääkkeiden 

vahvikkeena lähinnä siksi, että sen avulla voidaan estää bakteeriresistenttiyden muodostumista.  
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Yksi rifampisiinin omia heikkouksia on, että bakteerit tapaavat kehittää sitä vastaan hyvinkin 

nopeasti resistenssin, mistä johtuen rifampisiinia ei tulisi suosia monoterapiassa. Vastustuskyvyn 

nopea kehittyminen rifampisiinia kohtaan piilee herkästi mutatoituvassa, RNA-polymeraasin β-

alayksikköä koodaavassa geenissä (Rao & Murthy 2002, Agrawal ym. 2004, Mick ym. 2010). On 

esitetty, että multiresistenttien bakteerikantojen vastustuskyky johtuu siitä, että niiden RNA-

polymeraasin β-alayksikössä siinä kohdassa, johon rifampisiini sitoutuisi inhiboivasti, eräs 

aromaattinen aminohappo on korvautunut ei-aromaattisella. Tällöin rifampisiini sitoutuu 

heikommin RNA-polymeraasiin, eikä pysty tehokkaasti estämään bakteerien translaatiota. (Coe ym. 

1995, Anonyymi 2008, Mick ym. 2010) Terapian aikana kehittyvää bakteerien 

rifampisiiniresistenssiä voidaan ehkäistä yhdistämällä rifampisiini toisen antibiootin, kuten 

kinolonin tai fusidiinihapon kanssa (Rao & Murthy 2002, Agrawal ym. 2004, Mick ym. 2010).  

Haittavaikutuksista yleisimmät ovat rifampisiinin poistuminen virtsan, hien ja kyynelten kautta, 

jotka voivat tällöin värjäytyä haalean punertaviksi. Nämä eivät kuitenkaan ole mitään verrattuna 

pahimpaan haittavaikutukseen, joka on hepatotoksisuus. Rifampisiini voi kiihdyttää 

maksaentsyymien, lähinnä sytokromi P450 -entsyymien, tuottoa. Tällöin metabolia kiihtyy, mikä 

voi johtaa niiden lääkkeiden, jotka ensisijaisesti metaboloituvat P450-entsyymien toimesta, 

nopeampaan poistumiseen. (Niemi ym. 2003) Rifampisiini ei siis sovi yhteen kaikkien käytettävien 

lääkkeiden kanssa, ja se vaikuttaa varsinkin kortikosteroidien, varfariinin, syklosporiinin ja 

fenobarbitaalien metaboliaan. Myös esimerkiksi opioidit, NSAID-lääkkeet sekä jotkut sydän-, 

masennus- ja psykoosilääkkeet menettävät tehonsa rifampisiinihoidon aikana. (Niemi ym. 2003, 

Anonyymi 2008). Niemi ym. (2003) kirjoittavat myös, että käytettynä päivittäin 600 mg:n 

suuruisina annoksina rifampisiini vaikeuttaa myös joidenkin fluorokinolonien toimintaa, paitsi 

siprofloksasiinin tehokkuuteen sillä ei ole havaittu olevan vaikutusta. Tässä on yksi todennäköinen 

syy siihen, miksi juuri rifampisiinia käytetään erittäin usein yhdessä siprofloksasiinin kanssa.  
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3. TUTKIELMAN TAVOITE  
 

Tutkielman tavoitteena oli selvittää osteomyeliitin eli luumädän hoitoon suunniteltujen, 

biohajoavien, poly(L-laktidi-ko-ɛ-kaprolaktoni) 70/30 (PLCL 70/30) -polymeeristä ja β-

trikalsiumfosfaatista (β-TCP) valmistettujen ja antibioottia (siprofloksasiini tai rifampisiini) 

vapauttavien pellettien hajoamiskäyttäytymistä. Lisäksi pyrittiin tutkimaan β-trikalsiumfosfaatin 

hajoamista pitkällä aikavälillä ja siten arvioimaan sen pysyvyyttä luumätävaurioissa. Niin ikään 

pyrittiin osoittamaan myös optimaalisimpien pellettikandidaattien teho neljään yleisimpään 

luumätäbakteeriin in vitro käyttämällä reaaliaikaisia, bioluminesenssia hyödyntäviä 

estorengaskokeita.  

  



48 
 

4. MATERIAALIT JA MENETELMÄT  

4.1 Hajoamiskoesarjan pelletti-implantit  

4.1.1 Materiaalit 

Poly(L-laktidi-ko-ε-kaprolaktoni) 70/30 (PLCL 70/30), (Purac Biochem, Alankomaat) 

β-trikalsiumfosfaatti (β-TCP) (huokoskoko alle 38 µm; Plasma Biotal, Iso-Britannia)  

Siprofloksasiini (Uquifa, Meksiko)  

Rifampisiini (Oriola, Suomi)  

Sörensen-puskuriliuos, ks. liite 1  

 

4.1.2 Pelletit  

 

Kuva 8A-B. Hajoamiskoesarjassa sekä estorengaskokeissa käytetyt pelletit kuvattuina sivuilta sekä kohti 

halkaisupintaa. A) Vasemmalla ovat 0 % TCP:a, keskellä 50 % TCP:a ja oikealla 60 % TCP:a sisältävät PLCL 70/30 -

pelletit. Alhaalla olevan rivin pelleteissä antibioottina on rifampisiini ja ylärivissä puolestaan siprofloksasiini. B) 

Kuvassa on esitetty estorengaskokeissa kontrolleina käytetyt pelletit. Vasemmalla on pelkästä PLCL 70/30 -

polymeeristä koostuvat pelletit, kun taas keskellä ja oikealla olevissa pelleteissä on tämän polymeerin lisäksi 50 % 

TCP:a. Kyseiset pelletit ovat muuten samanlaisia, mutta eroavat kooltaan siksi, että oikealla olevat on valmistettu 

aiemmassa erässä ennen pellettien koon standardisointia.  

 

Tässä tutkimuksessa tutkittiin sylinterin muotoisia, bulkkihajoavia, antibiootteja vapauttavia 

pelletti-implantteja, joita on tarkoitus käyttää luumädästä kärsineen luukudoksen hoitoon kahdella 

tavalla: bakteerien tappamiseen sekä luukudoksen uusiutumisen eli regeneraation edistämiseen. 

Pelletit on kehitetty yhteistyössä Bioretec Oy:n kanssa. Valmistuksessa on käytetty materiaaleina 

poly(L-laktidi-ko-ε-kaprolaktoni)-kopolymeeria, jonka L-laktidin ja ɛ-kaprolaktonin 

komonomeerisuhteena oli 70/30 (PLCL 70/30), β-trikalsiumfosfaattia (β-TCP) eri pitoisuuksissa (0, 

50 tai 60 %) sekä 8 % erikseen valittuja antibiootteja (siprofloksasiini tai rifampisiini). PLCL 70/30 

oli esikokeissa todettu parhaaksi polymeerivaihtoehdoksi kyseisiin pelletteihin, ja sitä käytettiin 

kaikissa tutkittavissa pelleteissä. Pelletit oli valmistettu kaksiruuviekstruusiolla Bioretec Oy:n 
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tiloissa, joissa muodostuneista aihioista pilkottiin pieniä, pituudeltaan 2,3–2,5 mm ja halkaisijaltaan 

2,6–2,7 mm:n kokoisia pellettejä. Pelletit steriloitiin ennen käyttöä lähettämällä ne 

gammasterilointiin (noin 25 kGy; Willy Rüsch AG, Kernen-Rommelshausen, Saksa). Antibioottia 

sisältävien komposiittien koostumukset oli valittu aikaisemmin tehtyjen tutkimusten perusteella, ja 

tässä tutkimuksessa niitä oli yhteensä kuusi erilaista (kuva 8A).  

 

4.1.3 Kaksiruuviekstruusio  

 

Kuva 9. Ruuviekstruusion kaaviokuva. Kaksiruuviekstruusiossa käytetään kahta kuvan alalaidassa näkyvän kaltaista 

ruuviparia sekoittamaan ja liikuttamaan materiaalia sylinterin sisällä (muokattu lähteestä Seppälä 1997).  

 

Ruuviekstruusiolla käsiteltäviksi ja muokattaviksi soveltuvat kaikki termoplastit, joilla on tosin 

oltava tarpeeksi suuri viskositeetti, jotta ne säilyvät sulana muokkauksen loppuvaiheeseen asti. 

Kaksiruuviekstruusiossa raakamuovimateriaali syötetään ekstruuderilaitteeseen pulverina tai 

granuloina, jotka siirtyvät syöttösiilosta eteenpäin koneen sisällä olevien, lomittain pyörivien 

ruuvien vaikutuksesta (kuva 9). Ruuvit voivat pyöriä samaan suuntaa tai vastakkain, joskin 

jälkimmäinen tapa on yleisempi. Kaksiruuviekstruusiota käytetään usein pulverimaisten 

polymeerien työstöön varsinkin, jos polymeeriin ollaan lisäämässä muita aineita. (Seppälä 1997)  

Tässä työssä käytettyjä pellettejä valmistettaessa koneeseen on syötetty polymeerin lisäksi 

kahden sivusyötön avulla β-trikalsiumfosfaattia (β-TCP) sekä jompaakumpaa valittua antibioottia 

(rifampisiini tai siprofloksasiini) halutun suuruisina määrinä. Kaksiruuviekstruusion 

toimintaperiaatteena on, että ekstruuderia lämmitetään siten, että lämpötila kasvaa suuttimelta 

poispäin kuljettaessa. (Seppälä 1997) Samalla ruuvin kierteisyys laskee, jolloin syvemmälle 
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siirtyvään materiaaliin kohdistuu kohoavan lämpötilan lisäksi kasvava paine sekä leikkausjännitys. 

Tällöin polymeeri tiivistyy, sulaa ja homogenisoituu sekoittuen trikalsiumfosfaatin sekä antibiootin 

kanssa, ja kun seos puristetaan halutunlaisen suuttimen läpi, saadaan sylinterinmallista, jatkuvaa 

profiilia. Tätä muodostuvaa aihiota venytetään hieman sen tullessa suuttimesta, jotta se saadaan 

tulemaan sulavasti koneesta ulos, ja samalla se jäähdytetään. (Seppälä 1997) Valmis aihio voidaan 

pilkkoa halutun pituisiksi paloiksi.  

 

4.2 Hajoamiskoesarja 

Luun kasvun stimulaation sekä maksimaalisen antibioottikapasiteetin hyödyntämisen kannalta 

olisi toivottavaa, etteivät kehiteltävät pelletit hajoaisi liian nopeasti tai hitaasti. Nopea hajoaminen ja 

kasaan romahtaminen siinä missä hidaskin hajoaminen vaikeuttavat antibioottien tasaista 

vapautusta, mikä heikentää pellettien tehokkainta odotettavissa olevaa bakteerieliminaatiota. 

Antibioottivapautumisen toivotaan olevan mahdollisimman lineaarista maksimaalisen tehokkaan 

bakterisidisen vaikutuksen takaamiseksi, ja pellettien tasainen hajoaminen ilman suuria 

romahduksia edistäisi tämän tavoitteen saavuttamista. Tästä syystä pellettikandidaattien hajoamista 

tutkittiin hajoamiskoesarjan avulla. Antibioottien vapautumista tutkitaan erillisellä koesarjalla 

tämän pro gradu -työn ohjaajan omassa väitöskirjatyössä (Ahola ym. 2011ab, käsikirjoitus).  

Testattavien pellettikandidaattien rakenteen hajoamisen tasaisuutta ja nopeutta tutkittiin 

standardisoiduilla hajoamiskoesarjoilla in vitro pitämällä niitä useita viikkoja hydrolyysissä. Tässä 

tutkielmassa hajoamiskoesarjat toteutettiin noudattamalla standardia ISO 15814:1999(E) – 

”Implants for surgery. Copolymers and blends based on polylactide. In vitro degradation testing”. 

Standardi sopii hyvin varsinkin laktidipohjaisille kopolymeereille, ja testimetodit on spesifioitu 

siten, että niiden avulla voidaan määrittää in vitro sellaisten yhdisteiden, joissa polylaktidin kanssa 

esiintyy jotain tiettyä monomeeria, kuten ɛ-kaprolaktonia, hajoamisnopeus sekä materiaalin 

ominaisuuksien muutokset.  

Hajoamiskoesarjassa tutkittiin edeltävien kokeiden perusteella parhaimmiksi arvioituja 

komposiittipellettivaihtoehtoja, joihin kuului yhteensä kuusi erilaista yhdistelmää. Näissä PLCL 

70/30 -pelleteissä oli joko 0, 50 tai 60 % TCP:a sekä antibiooteista joko rifampisiinia tai 

siprofloksasiinia. Pelletit eroavatkin ulkonäöllisesti paljolti TCP-erojensa vuoksi, sillä kuten 

kuvasta 8A nähdään, sitä rosoisempi niiden ulkopinta on mitä enemmän niissä on TCP:a. Värieroja 

voidaan alkuun nähdä vain rifampisiinipelleteissä, joissa tummimpia ovat trikalsiumfosfaatittomat 

pelletit. Pelletit, joissa oli 0 % TCP:a, toimivat lähinnä kontrolleina ja vertailukohteina alkukokeissa 

parhaiten menestyneille kahdelle muulle pellettikomposiitille. Kutakin pellettikomposiittia oli 
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käytettävissä kahdesta eri aihiosta, joista kummastakin otettiin pellettejä rinnakkaisiin 

hydrolyysinäytteisiin. Tällöin kuitenkin eri aihioiden pelletit pidettiin aina omissa pulloissaan, eikä 

eri aihioiden pellettejä sekoitettu keskenään hydrolyysipulloissa.  

Hydrolyysissä käytettiin ISO-standardin mukaisesti Sörensen-fosfaattipuskuria (liite 1). 

Hydrolyysi suoritettiin siten, että kustakin pellettikomposiitista tehtiin kunkin aikapisteen alussa 

viiden rinnakkaisen näytteen sarja. Kukin näyte koostui viidentoista pelletin otoksesta, jotka 

laitettiin läpinäkyviin, ruskeisiin 25 ml:n hydrolyysipulloihin, joita pidettiin pienissä koreissa 

lämpöinkubaattorissa (37 °C), joka samalla ravisteli niitä (100 rpm) vuorokauden ympäri. Tällä 

menetelmällä oli mahdollista matkia kehossa vallitsevaa luonnollista ympäristöä.  

ISO-standardin mukaisesti hajoamiskokeessa käytettiin aikapisteitä 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 ja 20 

viikkoa. Pulloon laitettiin aina kerrallaan 20 ml Sörensen-puskuria, ja puskurit vaihdettiin aluksi 

kahden päivän välein johtuen alun nopeasta lääkevapautumisesta. Viiden viikon kohdalla 

lääkevapautumiskokeiden perusteella (Ahola ym. 2011ab, käsikirjoitus) arvioitiin, että pelleteistä 

vapautuva antibioottimäärä oli vähentynyt jo sen verran, että vaihto voitiin harventaa kahteen 

kertaan viikossa. Jälleen viiden viikon kuluttua voitiin jo harkita puskureiden vaihtamista vain 

kerran viikossa. Noin kerran viikossa mitattiin aina myös näytteiden puskurin pH:ta, sillä mikäli 

puskurin pH alkoi laskea liikaa johtuen polymeerin happamista hajoamistuotteista, vaihtoväliä oli 

taas tihennettävä. Puskureiden vaihdossa käytettiin suodatuskorkkia sekä vesi-imua.  

Hajoamiskoesarjan avulla pellettien asteittaista hajoamista eli massanmuutosta seurattiin 

punnitsemalla niiden märkä- ja kuivamassat aina hydrolyysin päätyttyä. Kunkin aikapisteen lopussa 

näytteet poistettiin hydrolyysista, minkä jälkeen niistä punnittiin märkämassat vesiabsorption (WA) 

selvittämiseksi. Punnittaessa märkämassoja pelletit kuivattiin ensin kevyesti pinnalta, jotta 

mahdollinen ylimääräinen vesi saatiin poistettua. Märkämassojen punnituksen jälkeen pelletit 

siirrettiin koeputkiin, jotka jätettiin kuivumaan ilman korkkeja pariksi päiväksi vetokaappiin. 

Näytteiden vesiabsorption laskemiseen käytettiin seuraavaa kaavaa:  

 

                   
       

  
        

 

Tämän jälkeen putket siirrettiin vakuumiin, jossa niitä pidettiin muutama päivä ennen 

kuivamassojen punnitusta. Kuivamassojen punnituksen jälkeen näytteet säilöttiin korkitettuina sekä 

pussitettuina eksikaattorissa. Alku- ja kuivamassoja käyttäen laskettiin näytteiden massanmuutokset 

seuraavalla kaavalla:  
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missä m0= alkuperäinen massa (mg), mw= näytteen märkämassa (mg) ja md= näytteen kuivamassa 

(mg).  

 

4.2.1 Termogravimetrinen analyysi (TGA)  

Hydrolyysiaikapisteiden kuivamassapunnitusten päätteeksi selvitettiin näytteiden TCP-pitoisuus 

TGA (termogravimetrinen analyysi)-analyysilla. Näin voidaan arvioida polymeerin 

hajoamisnopeutta tutkimalla, kuinka suuri osa hydrolyysin päätteeksi jäljellä olevasta näytteestä on 

vielä polymeeriä. Käsitys polymeerin hajoamisnopeudesta edesauttaa selittämään polymeerin 

hajoamisnopeuden ja antibioottien tasaisen vapautumisen välistä suhdetta.  

Termogravimetrinen analyysi (TGA) mittaa materiaalin massanmuutosta ajan tai lämpötilan 

funktiona kontrolloidussa ilmavirrassa. Sitä käytetään yleensä materiaalin termisen stabiilisuuden 

mittauksessa tai koostumuksen selvityksessä. TGA:a käytetään erittäin yleisesti useiden erilaisten 

tutkimusten vaiheissa, tuotekontrolleissa sekä tuotanto-operaatioissa.  

Tässä työssä käytettiin TGA Q500 -laitetta (TA Instruments, USA). Laitteessa on ulkoinen, 

herkkä alhaisen massan uuni, joka kuumentui Heat and hold -ohjelman (TA QSeries Q500-0567-

TGA Q500@Lab -ohjelma, TA Instruments, USA) mukaisesti portaittain 20 °C/ min kunnes 

saavutti 650 °C:n lämpötilan, minkä jälkeen näytettä pidettiin isotermisessä tilassa tässä 

lämpötilassa kolmen minuutin ajan (yhden ajon kesto noin 37 minuuttia). Horisontaalisessa 

puhdistuskaasusysteemissä (purge gas system) laitteessa käytettiin typpeä (vaa’an ilmavirta) sekä 

ilmaa (näytteen ilmavirta). Poltettavaa näytettä kannatteli keraamisessa pannussa erittäin herkkä 

varsivaaka, joka tarkkailee näytteen painon muutosta polttokokeen aikana. Kustakin 

hydrolyysiaikapisteestä poltettiin aina kolme rinnakkaista näytepellettiä (TGA kykenee ajamaan 

aina yhden näytteen kerrallaan). Ajojen analysointiin käytettiin Universal Analysis 2000 -ohjelmaa 

(TA Instruments, USA).  

Työn tarkoituksena oli TGA:n avulla mitata näytteiden sisältämän β-trikalsiumfosfaatin (β-TCP) 

massa, ja siten laskea hydrolyysissa hajonneen polymeerin osuus. Poltettaessa hydrolyysin 

läpikäyneitä pellettejä niiden sisältämä orgaaninen aines eli polymeeri palaa pannulta pois, mutta 

TCP jää jäljelle.  
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4.3 Fosfaatin vapautuminen  

4.3.1 Materiaalit  

Poly(L-laktidi-ko-ε-kaprolaktoni) 70/30 (PLCL 70/30), (Purac Biochem, Alankomaat) 

β-trikalsiumfosfaatti (β-TCP) (huokoskoko alle 38 µm; Plasma Biotal, Iso-Britannia)  

Tris-puskuri, ks. liite 1  

Asetaattipuskuriliuos, ks. liite 1  

1 % L(+)-askorbiinihappoliuos, ks. liite 1  

1 % ammoniumheptamolybdaattiliuos, ks. liite 1  

 

4.3.2 Taustaa  

Tässä tutkielmassa testattavien, antibioottia vapauttavien pellettien yksi tärkeä rakenneosa on β-

trikalsiumfosfaatti (β-TCP), jonka ansiosta pelletit muistuttavat enemmän oikeaa luuta. Käytetystä 

polymeeristä tiedetään, että sen moolimassassa tapahtuu suuria muutoksia jo parin viikon 

hydrolyysin aikana, mutta β-trikalsiumfosfaatin hajoamista ei tunneta kovin hyvin. β-TCP:n oma 

hajoamisnopeus olisi oleellinen tieto näiden pellettien kannalta, sillä β-TCP:n toivotaan jäävän vielä 

paikalleen polymeerin hajottua ja antibiootin vapauduttua toimimaan osteokonduktiivisena alustana 

luusoluille. Kirjallisuudesta on saatu viitteitä, että β-TCP pysyy tarpeeksi pitkään vaurioissa ja 

tukee hyvin osteogeneesiä (Anker ym. 2005, Arai ym. 2005, Kalita ym. 2007), mutta testattavat 

pelletit ovat ainutlaatuisia implantteja vailla verrattavissa olevia kanssatuotteita. Näin ollen 

katsottiin tarpeelliseksi suorittaa erillinen fosfaatinhajoamiskoesarja.  

Fosfaatinvapautumiskoe suoritettiin eurooppalaisen standardin EN 1189:1996 – ”Veden laatu. 

Fosforin määritys spektrometrisellä ammoniummolybdaattimenetelmällä.” – mukaisesti. Standardi 

on kehitetty veden laadun mittaamista varten, ja siinä kuvataan ortofosfaatin määritystä 

spektrometrisellä ammoniummolybdaattimenetelmällä. Standardin mukaan menetelmällä voidaan 

määrittää fosfaattipitoisuudet alueella 0,005-0,8 mg/l näytteitä laimentamatta.  

Fosfaatinvapautumissarjan periaatteena on, että β-TCP:n hajotessa puskuriin vapautuu 

ortofosfaatti-ioneja (PO4
3-

). Nämä ionit muodostavat happamassa liuoksessa molybdaatti- ja 

antimoni-ionien kanssa antimonifosfomolybdaattikompleksin, jonka askorbiinihappo pelkistää 

voimakkaan siniseksi. Tämän kompleksin absorbanssi voidaan mitata ja määrittää vapautuneen 

fosfaatin pitoisuus näytteiden puskurissa sekä sitä kautta pelleteistä hajonneen β-TCP:n määrä.  
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4.3.3 Standardisuoran teko 

Alkuun ennen varsinaisen fosfaatinvapautumissarjan aloittamista tehtiin standardisuora, jolla 

testattiin menetelmän toimivuutta ja jota käytetään lopullisten tulosten analysoinnissa. 

Standardisuoraa varten valmistettiin kaliumdivetyfosfaatista (KH2PO4; J.T. Baker, Alankomaat) 

fosfaattia sisältävä P-standardiliuos (Pc= 1,594 mg/ml), josta laimentamalla 1/50 valmistettiin 

mittauksissa käytettävä P-kantaliuos (Pc= 31,86 µg/ml). Kantaliuosta käytettiin standardinäytteiden 

valmistuksessa taulukon 1 mukaisesti:  

 

Taulukko 1. Standardisuoraan käytettyjen standardinäytteiden valmistuksessa käytetyt laimennokset.  

Standardinäytteiden 

pitoisuus (µg/ml) 
V(P-kantaliuos) (ml) V(vesi) (ml) 

kontrolli  8,0 

0,27 0,1 7,9 

0,67 0,25 7,75 

1,33 0,5 7,5 

2,66 1,0 7,0 

3,99 1,5 6,5 

5,32 2,0 6,0 

6,66 2,5 5,5 

 

Kokeissa käytettiin ainoastaan analyysipuhtaita reagensseja ja välineitä, jotta ympäristön 

minimaalisimmatkin fosfaattimäärät ovat merkityksettömiä verrattuina mitattaviin 

konsentraatioihin. Lasiset välineet, kuten koeputket ja mittapullot, pestiin tästä syystä aina ennen 

käyttöä 2 M HCl-liuoksella. Taulukossa 1 mainitut määrät tislattua vettä ja P-kantaliuosta 

pipetoitiin lasisiin, HCl-pestyihin 20 ml:n koeputkiin. Kullekin näytepitoisuudelle valmistettiin 

kaksi rinnakkaista näytettä. EN-standardin mukaisesti laadittujen ohjeiden perusteella kuhunkin 

näytteeseen lisättiin seuraavaksi:  

 2 ml asetaattipuskuriliuosta 

 1 ml 1 % askorbiinihappoliuosta 

 1 ml 1 % ammoniumheptamolybdaattiliuosta 

Kunkin lisäyksen jälkeen putkia vorteksoitiin huolellisesti. Standardinäytteiden annettiin seistä 

huoneenlämmössä 40 minuuttia ennen mittausta. Tänä aikana näytteiden värissä tapahtui muutoksia 

siten, että laimeimman fosfaattipitoisuuden putkissa liuos oli haalean sinertävää, kun taas 
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vahvimmassa pitoisuudessa väri oli tummansininen. Standardiliuosten absorbanssit mitattiin 

aallonpituudella 700 nm Unicam UV 500 -spektrometrillä (ThermoSpectronic, Cambridge, Iso-

Britannia). Tulosten perusteella pystyttiin piirtämään kuvan 10 mukainen standardisuora, joka on 

erittäin lineaarinen (R
2
= 0,9996) ja soveltuu mittausten tulosten arviointiin.  

 

Kuva 10. Fosfaatinvapautumissarjan standardisuora, jonka avulla määritettiin tutkittujen näytteiden 

fosfaattipitoisuuksia.  

 

4.3.4 Koesarjan teko ja kokeen suoritus  

Varsinaisessa fosfaatinhajoamiskoesarjassa käytettiin Bioretec Oy:n tiloissa valmistettuja, 

antibiootittomia, steriloituja ja eri pitoisuuksissa TCP:a sisältäviä PLCL 70/30 -pellettejä, joita 

pidettiin hydrolyysissä korkitetuissa, muovisissa 12 ml:n putkissa koko tutkielman teon ajan. 

Hydrolyysipuskurina käytettiin fosfaatitonta, lämpötilariippuvaista Tris-puskuria (liite 1), jonka 

määrä kussakin putkessa oli 10 ml. Testiryhmissä – jotka koostuivat 10, 20, 35 tai 50 %:a TCP:a 

sisältävistä PLCL 70/30 -pelleteistä – oli kussakin viisi rinnakkaista putkea, joista jokaisessa oli 15 

kpl pellettejä. Kontrolleina kokeessa käytettiin yhdessä putkessa puhdasta Tris-puskuria, jonka 

avulla valmistettiin aina pohjaviiva UV-mittauksia varten. Lisäksi kahteen putkeen laitettiin 

kumpaankin 15 kpl 0 % TCP:a sisältäviä pellettejä. Niiden avulla pyrittiin osoittamaan, ettei TCP:a 

sisältämättömistä pelleteistä vapaudu fosfaattia. Kolmeen putkeen punnittiin lisäksi puhdasta TCP-

jauhetta sen verran, että määrä vastasi massaltaan noin viittätoista pellettiä. Niiden avulla pystyttiin 

vertailemaan puhtaan TCP-jauheen hajoamista pellettimuodossa oleviin.  



56 
 

Puskurin pH:n muutoksia seurattiin viikoittain tai mittausten yhteydessä. Alkuun fosfaatin 

määrityksiä suoritettiin kahden viikon välein, sillä esikokeissa oli todettu, ettei fosfaattia ainakaan 

alkuun tule vapautumaan nopeasti. Kymmenen viikon kohdalla mittausväliä oli pakko tihentää 

kahteen kertaan viikossa pH:n alkaessa laskea. Näytteiden puskurit vaihdettiin aina vasta mittausten 

jälkeen. TCP-jauheputkista puskuri poistettiin pipetoimalla varovaisesti, sillä irtonaista jauhetta 

leijui aina puskurissa, eikä kaikki pakkautunut pohjalle. Liian jauheen poistumista pipetoinnissa 

yritettiin estää sentrifugoimalla putkia nopeasti (2 min, 5000 xg; Hettich Universal 320R, Iso-

Britannia), mutta se ei yleensä auttanut merkittävästi. Muiden putkien puskurit vaihdettiin 

kaatamalla puskuri varovasti pois ja koputtamalla jäljelle jääneet pisarat ulos paperia vasten.  

Mittauksia varten kustakin näyteputkesta otettiin 1 ml puskuria, joka siirrettiin HCl-pestyyn 20 

ml:n analyysiputkeen. Näytteet laimennettiin lisäämällä 7 ml tislattua vettä, minkä jälkeen 

reagensseja lisättiin kuten edellä standardisuoran yhteydessä on selostettu.  Jokaisen lisäyksen 

jälkeen liuoksia niin ikään vorteksoitiin nopeasti. Lisäysten jälkeen putket saivat seisoa 

huoneenlämmössä reilut 40 minuuttia, minkä aikana mitattava sininen kompleksi ehti muodostua. 

Näytteiden absorbanssit mitattiin aallonpituudella 700 nm Unicam UV 500 -spektrometrillä 

(ThermoSpectronic, Cambridge, Iso-Britannia). Mittauksia käsiteltiin VisionPro 2.03 -ohjelmalla 

(ThermoSpectronic, Cambridge, Iso-Britannia).  

 

4.4 Estorengaskokeet  

4.4.1 Materiaalit  

15 ja 80 % glyseroli, ks. liite 1  

Ampisilliini (Sigma-Aldrich, Kiina) 

Erytromysiini (Sigma-Aldrich, Kiina)  

Gentamysiinisulfaatti (Sigma-Aldrich, Kiina)  

2 M glukoosi, ks. liite 1  

Isopropyyli-β-D-tiogalaktopyranosidi IPTG (C9H18O5S), dioksaaniton (Fermentas, Liettua)  

Kasvatusmediumit (LB, SB, SOC) ja agarit, ks. liite 1  

 

4.4.2 Taustaa  

Tässä tutkielmassa käytettyjä pellettejä on lopulta tarkoitus käyttää luumätäbakteerien tuottamien 

vaurioiden hoitoon siten, että niiden sisältämä β-TCP indusoisi osteogeneesiä. Kuitenkin toinen, 

aivan yhtä tärkeä tavoite ennen kuin ensimmäinen voi edes toteutua, on luumätäbakteerien 
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tappaminen vauriopaikoilta. Jotta tähän tavoitteeseen päästäisiin, valittujen antibioottien on oltava 

tarpeeksi tehokkaita tappamaan luumätäbakteereja laajassa skaalassa ja kyettävä diffundoitumaan 

pelleteistä tarpeeksi suurina määrinä koko infektoituneelle alueelle.  

Estorengaskokeet ovat bakteerien avulla reaaliajassa suoritettavia kokeita, joissa luminesoivia 

bakteereja hyödynnetään antibioottivasteiden havainnollistamisessa sekä kuvantamisessa. Näiden 

kokeiden tarkoituksena on tutkia antibioottien diffuusioalaa bakteerimaljoilla sekä havainnollistaa 

valittujen antibioottien tehokkuutta bakteerien tappamisessa. Näin saadaan tietoa antibioottien 

tehokkuudesta sekä kyetään arvioimaan, riittävätkö vapautuvat määrät tappamaan bakteereita 

tarpeeksi tehokkaasti. Estorengaskokeita on toteutettu ennenkin, mutta yleensä kyseessä on ollut 

antimikrobiaaliseen aineeseen kastetun objektin (Yim ym. 2007, Mesak ym. 2008, Al-Kassas & El-

Khatib 2009) tai antibioottia vapauttavan ruuvin (Ashammakhi ym. 2006, Greene ym. 2008) asetus 

keskelle kasvatusmaljaa, joka on yksinkertaisesti jätetty pöydälle esimerkiksi yön ajaksi. Aamulla 

paljaalla silmällä on kyetty havaitsemaan, kuinka suurelta alueelta objektin ympäriltä bakteerit ovat 

kuolleet. Tässä tutkimuksessa käytetty bioluminesenssikoeasettelu on aivan uusi menetelmä 

bakteerien reaktion reaaliaikaisessa havainnoinnissa. Mittaamalla luminesenssieroja kokeiden 

aikana voidaan tulevaisuudessa kyetä päättelemään nykyisiä menetelmiä enemmän bakteerien 

antibioottivasteista sekä antibioottien diffuusiosta in vitro.  

Estorengaskokeisiin valikoitiin luumädän yleisimpiä aiheuttajabakteereita (Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa) sekä kontrollibakteeri (Escherichia 

coli), joka kuuluu myös harvinaisiin osteomyeliitin aiheuttajiin. Käytetyt bakteerit eivät kuuluneet 

patogeenisiin kantoihin.  

 

4.4.3 Antibioottipellettien hydrolyysi 

Kolmasosassa estorengaskokeista tutkittiin niin sanotusti raakoja pellettejä, eli suoraan 

tuotannosta tulleita, steriloituja ja leikkauskäyttöön valmiita siprofloksasiini- ja 

rifampisiinipellettejä, jotka otettiin esiin vakuumista aina varsinaisena koepäivänä ja laitettiin 

levyjen kuoppiin sellaisinaan. Näin saatiin stimuloitua pellettien toimintaa ajanhetkenä, jolloin ne 

on juuri laitettu leikkauksen jälkeen luumädän jättämiin vauriokohtiin. Samalla oltiin kuitenkin 

kiinnostuneita tilanteesta, jossa leikkauksesta ja pellettien asennuksesta on kulunut jo aikaa, kuten 

viikko tai kaksi, jolloin kehon nesteiden aloittama hydrolyysi on vapauttanut suurimmat 

antibioottipurkaukset pellettien pintakerroksista ja antibioottivapautumisen pitäisi olla tasoittunut. 

Antibiootinvapautumisen pitäisi esitutkimusten mukaan tasoittua viikon kuluttua, joten bakteereilla 

suoritettiin tutkimussarja, jossa käytettiin viikon ajan ennen kuvauslevyjen valmistusta 
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hydrolyysissä olleita pellettejä. Lisäksi haluttiin vielä nähdä, riittääkö vapautuva antibiootti vielä 

kahdenkin viikon hydrolyysin jälkeen tappamaan bakteereja, joten toisia pellettejä pidettiin kaksi 

viikkoa hydrolyysissä.  

Hydrolyysiä simuloitiin in vitro pitämällä pellettejä muovisissa, 12 ml:n putkissa (37 °C, 100 

rpm) Sörensen-puskurissa (liite 1). Hydrolyysipuskuri (10 ml) vaihdettiin aina kolmen päivän 

välein. Hydrolyysissä eri antibioottia sisältävät pelletit pidettiin aina omissa putkissaan. Samoin 

kontrollit läpikävivät saman hydrolyysin ennen käyttöä, ja niitäkin pidettiin omissa putkissaan. 

Kontrolleina käytettiin PLCL 70/30 -pellettejä, joissa oli 50 % TCP:a, muttei antibiootteja (kuva 

8B). Koemenettelyissä noudatettiin laktidipohjaisille polymeereille sekä kirurgisiin tarkoituksiin 

suunnitelluille implanteille kohdennettuja standardeja ISO 15814:1999(E) (Implants for surgery – 

Copolymers and blends based on polylactide – In vitro degradation testing) sekä ISO/DIS 13781 

(Poly-L-lactide resins and fabricated forms for surgical implants – in vitro degradation testing).  

 

4.4.4 Bakteerit ja plasmidit 

Professori Matti Karpin johtamalta ryhmältä kemian ja biotekniikan laitokselta Tampereen 

teknillisellä yliopistolla (TTY) saatiin kaksi valmista, luminesenssigeeniä kantavan plasmidin 

sisältävää bakteerikantaa (Pseudomonas aeruginosa PAO-LAC ja Staphylococcus aureus 8235-4). 

Koska kokeet oli tarkoitus suorittaa neljällä eri bakteerikannalla, loppuihin oli siirrettävä 

luminesenssigeenin sisältävä plasmidi. Escherichia coli K12 saatiin professori Karpin ryhmältä ja 

Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 Bioretec Oy:ltä. Escherichia coli K12:een siirrettiin 

elektroporaatiossa pCGLS-1–plasmidi (Frackman ym. 1990) ja Pseudomonas aeruginosa PAO-

LAC kantoi sisällään pUCP24GW-plasmidia (Moir ym. 2007). Staphylococcus aureus 8235-4:llä 

oli jo ja Staphylococcus epidermidis ATCC 14990:een siirrettiin elektroporaatiossa pAT19-hlaP-

lux-frp–plasmidi.  

pAT19-hlaP-lux-frp on täysin uusi, julkaisematon plasmidi, josta ei ole toistaiseksi olemassa 

kirjallista viitettä. Runkona toiminut pAT19-plasmidi (6,6 kB) on sen sijaan vanha, 

liikkumiskykyinen sukkulavektori, joka koostuu pUC- ja pAM-beta-1–plasmidien replikaatio-

origoista, niin grampositiivissa kuin -negatiivisissa bakteereissa ekspressoituvasta 

erytromysiiniresistenttiyttä koodaavasta geenistä, IncP-plasmidi RK2:n transferiorigosta sekä 

pUC19-plasmidin multippelista kloonausalueesta ja lacz-alfa–reportterigeenistä. (Trieucuot ym. 

1991) pAT19-plasmidit sekä sen rekombinanttiderivaatat ovat olleet hyvin tehokkaita geneettisen 

materiaalin siirtämisessä. pAT19-hlaP-lux-frp (13936 bp) sisältää mm. 905-emäsparin hla-
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promoottorin, joka säätelee lux-operonin (5501 bp) ja frp-geenialueen (745 bp) toimintaa. Näitä 

kumpaakin tarvitaan bioluminesenssin tuotossa.  

 

4.4.5 Elektrokompetentit solut ja niiden valmistus Staphylococcus epidermidikselle  

Solujen kompetenttius tarkoittaa sitä, että solut kykenevät ottamaan sisäänsä eksogeenistä 

geneettistä materiaalia ja läpikäymään transformaation. (Eynard & Teissié 2000) 

Elektrokompetenttien solujen elektropermibilisaatiota on pyritty parantamaan niin, että ne voivat 

ottaa sisäänsä sähköisesti varautunutta geneettistä materiaalia, kuten DNA:ta. Tällöin soluja on 

käsitelty siten, että niiden pinnalle kertyisi mahdollisimman suuri konsentraatio plasmidia, minkä 

on todettu parantavan transformaatiotehokkuutta. (Eynard & Teissié 2000) Elektrokompetentit solut 

ovat yleensä nuoressa kasvuvaiheessa olevia bakteerisoluja, sillä nuorista, nopeasti kasvavista log-

vaiheen soluista saadaan tehokkaampia kompetentteja soluja kuin vanhoista. Elektrokompetenttien 

solujen transformaatiotehokkuus on paljon suurempi kuin käsittelemättömien, joskin tehokkuuteen 

voi vaikuttaa suuresti myös mm. plasmidin koko, alkuperä sekä rakenne. (Eynard & Teissié 2000) 

Ennen plasmidin siirtoa elektroporaatiolla oli valmistettava elektrokompetentteja bakteerisoluja. E. 

coli oli ainoa, josta oli jo olemassa elektrokompetentteja soluja, mutta S. epidermidiksestä oli 

valmistettava vastaavat solut.  

Alkuun S. epidermidistä kasvatettiin maljoilla yön yli 37 °C:ssa. Seuraavana päivänä maljoilta 

otettiin yhdet pesäkkeet, jotka siirrettiin kasvatusputkiin (5 ml LB-mediumia, ei antibioottia) 

kasvamaan kolmeksi tunniksi (37 °C, 300 rpm). Kasvaneista putkista otettiin yksi, jonka sisältö 

siirrettiin 250 ml:n erlenmyeriin, jossa oli 45 ml SB-mediumia (liite 1) sekä 20 mM glukoosia. 

Pullon suu suljettiin löyhästi foliolla ja sen annettiin kasvaa aluksi parin tunnin ajan (37 °C, 300 

rpm) ennen OD600-mittausta. Tarkoituksena oli saavuttaa log-vaihe, jolloin OD600 olisi suhteellisen 

alhaalla (0,7-0,9). Noin neljän tunnin jälkeen OD600 oli tarpeeksi koholla (0,9), joten kasvatus 

lopetettiin ja pullo siirrettiin jäähauteeseen 15 minuutiksi. Kasvatus jaettiin jääinkubaation jälkeen 

15 ml:n erissä 50 ml:n autoklavoituihin sentrifuugiputkiin, joita fuugattiin 13 minuuttia 1500 xg 

(korkean suoritustehon sentrifuugi Avanti
®
 J-301, Beckman Coulter Oy, USA/Irlanti). Roottoria 

(JA-25.50 fixed angle 34°, 8-paikkainen) oli pidetty yön yli jääkaapissa, jotta lämpötila sentrifuugin 

sisällä ja roottorissa pysyisivät mahdollisimman alhaalla (+3 °C). Fuugauksen jälkeen supernatantit 

kaadettiin varovasti pois ja yhteen putkeen lisättiin 35 ml kylmää 15 % glyserolia. Putkea ei saanut 

ravistaa, joten solupelletin suspensoimiseksi putkea sekoitettiin varoen edestakaisin lavuaariin 

tehdyssä jäähauteessa. Odottavia putkia pidettiin koko ajan jäillä. Solujen suspensoiduttua liuos 

siirrettiin seuraavaan putkeen ja menetelmä toistettiin.  
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Kun kaikki solut olivat samassa putkessa, putkea fuugattiin 13 minuuttia 1500 xg. Jälleen 

supernatantti kaadettiin pois, 20 ml 15 % glyserolia lisättiin solujen päälle ja solut suspensoitiin 

jäähauteessa sekoittamalla. Soluja fuugattiin jälleen 13 minuuttia 1500 xg ja supernatantti kaadettiin 

pois. Solujen päälle lisättiin 10 ml 15 % glyserolia ja soluja suspensoitiin jäähauteessa sekoittaen. 

Uuden fuugauksen (13 minuuttia 1500 xg) jälkeen supernatantti kaadettiin pois ja 10 ml 15 % 

glyserolia lisättiin putkeen. Jäillä suspensoimisen jälkeen putken annettiin seistä pari minuuttia 

jäillä ennen uutta fuugausta (14 min 1500 xg).  

Viimeisen fuugauksen jälkeen supernatantti kaadettiin pois siten, että pari milliä jäi vielä jäljelle. 

Muodostunut pelletti suspensoitiin tähän jäljelle jääneeseen supernatanttiin jäähauteessa sekoittaen. 

Soluseoksesta jaettiin 40 µl:n erät jäillä esikylmennettyihin 1,5 ml:n Eppendorf-putkiin, jotka 

säilöttiin pakkaseen (-80 °C) odottamaan elektroporaatiota.  

 

4.4.6 Plasmidin eristys 

pCGLS-1–plasmidia (Frackman ym. 1990) oli valmiina ennestään pakkasessa Escherichia colin 

elektrokompetenttien solujen elektroporaatiota varten, mutta pAT19-hlaP-lux-frp–plasmidi oli ensin 

eristettävä toisesta bakteerista ennen kuin sitä voitiin käyttää Staphylococcus epidermidiksen 

elektroporaatioon. Plasmidi eristettiin Escherichia coli XL1 -kannasta, joka kantoi tarvittavaa 

pAT19-hlaP-lux-frp–plasmidia. Vastaavaa plasmidia kantoi ennestään myös moni Staphylococcus 

aureus -kanta, mutta plasmidin eristämistä E. colista pidettiin helpompana vaihtoehtona.  

E. coli XL1 pAT19-hlaP-lux-frp -kantaa kasvatettiin alkuun LB-maljoilla kovassa 

valintapaineessa (250 µg/ml erytromysiiniä) yön yli 37 °C:ssa. Seuraavana päivänä 

luminesenssikameran avulla maljalta etsittiin luminesoivia pesäkkeitä, joista siirrettiin muutama 

kasvamaan yön yli (37 °C, 300 rpm) kasvatusputkiin (5 ml LB, 5 µg/ml erytromysiiniä). 

Seuraavana päivänä plasmidi eristettiin bakteerisoluista käyttämällä QIAprep
®
 Spin Miniprep Kit 

(250) -kitin (Qiagen, USA) protokollaa. Eristetty plasmidi säilöttiin 1,5 ml:n Eppendorf-putkiin 50 

µl:n erissä pakkaseen (-80 °C).   

 

4.4.7 Elektroporaatio 

Elektroporaatio on erittäin tehokas keino saada DNA:ta tai muuta geneettistä materiaalia, kuten 

plasmideja, transfektoitua solujen kalvojen läpi. Biokalvojen ja -seinämien pintaan muodostuu 

läpäisevyyttä parantavia, hetkellisiä reikiä, kun ne altistetaan lyhytaikaisille sähköpulsseille, jotka 

eivät kuitenkaan vahingoita kalvorakenteita. (Neumann ym. 1982, Schenk & Laddaga 1992) 

Elektronisesti aiheutettu hetkellinen läpäisevyyden lisääntyminen johtaa materiaalin vaihtoon 
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kalvojen puolelta toiselle. Elektroporaatio voi olla luonteeltaan joko täysin epäspesifinen 

kalvoprosessi, tai sitten korkea sähkökenttä aktivoi solujen pinnoilla olevat permeaasit. Geneettisen 

materiaalin adsorboituminen solujen pinnoille on keskeinen tapahtuma, jotta materiaali saadaan 

transfektoitua. Adsorptioon ja siten elektroporaation onnistumiseen vaikuttaa myös divalenttien 

ionien esiintyminen, sillä ionit voivat edistää DNA:n tarrautumista solujen pinnoille, jolloin ne ovat 

erittäin hyvissä asemissa pääsemässä solujen sisään pulssinannon yhteydessä. Liian suuri määrä 

ioneja voi kuitenkin myös vähentää tai täysin estää transfektion onnistumisen. (Neumann ym. 1982) 

Bakteerien elektroporaation tekee haastavaksi niiden jäykkä, peptidoglykaaneista koostuva 

soluseinä, joka suojaa niitä ympäristöltä. Juuri tätä pidetään syynä siihen, että gramnegatiivisten 

solujen transformaatiotehokkuus on parempi kuin grampositiivisten (Schenk & Laddaga 1992). 

Elektroporaatiotehokkuus voi siten vaihdella bakteereittain, ja bakteerien kohdalla sähköpulssit 

ovatkin usein voimakkaampia kuin tavallisilla eläinsoluilla käytetyt. Onnistumiseen vaikuttavat 

keskeisesti niin solurakenne, plasmidin koko kuin solujen määräkin.  

 

4.4.7.1 Escherichia coli 

Escherichia colin elektroporaatiossa elektrokompetentit solut ja pCGLS-1–plasmidi sulatettiin 

jäillä. Myös elektroporaatiokyvetti (Electroporation cyvette 1 mm, Genesee scientific, Kalifornia, 

USA) esiviilennettiin jäillä (+4 °C). Plasmidiputkesta pipetoitiin 1 µl elektrokompetenttien solujen 

(40 µl) putkeen, missä seosta sekoitettiin varovasti pipetin kärjellä, muttei vedelty edestakaisin. 

Koko seos siirrettiin nopeasti pipetoimalla elektroporaatiokyvetin uraan reunaa myöten valuttaen. 

Kyvettiä kopautettiin nopeasti pari kertaa, jotta mahdolliset ilmakuplat saatiin poistettua. Kyvetti 

laitettiin Micropulseriin (Bio-Rad, Kalifornia, USA), jolla sille annettiin Eco1-ohjelman mukainen 

sähköisku (1,5 kV). Aikavakio (3,2 ms) indikoi, että plasmidin transfektio oli onnistunut. Kyvetti 

irrotettiin pulssin jälkeen nopeasti koneesta ja sen sisään pipetoitiin 1 ml 37-asteista SOC-mediumia 

(liite 1). Liuosta vedeltiin kyvetissä edestakaisin muutaman kerran, kunnes se siirrettiin 

kokonaisuudessaan 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen ja vietiin tunnin ajaksi inkuboimaan 37 °C:een. 

Inkubaation jälkeen putkesta levitettiin 100 µl kasvamaan LB-maljalle (200 µg/ml ampisilliinia), 

joka laitettiin kasvamaan yön yli 30 °C:een. Seuraavana päivänä maljaa tarkasteltaessa siihen oli 

kasvanut muutamia bakteeripesäkkeitä, jotka luminesoivat tarkasteltaessa Xenogen-

luminesenssikameran (Caliper Life Sciences, USA/Saksa) alla. Pesäkkeistä otettiin 

sekundaarimaljausta varten yksi, joka levitettiin uudelle ampisilliinimaljalle. Maljaa kasvatettiin 

vielä yön yli 30 °C:ssa. Tämän jälkeen luminesoivia pesäkkeitä käytettiin glyserolipreppien 

valmistuksessa käytettävien kasvatusten tekoon.  
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4.4.7.2 Staphylococcus epidermidis 

Staphylococcus epidermidis oli vaikeampi bakteeri, johon sovellettiin hieman voimakkaampaa 

elektroporaatiomenetelmää. Staphylococcus epidermidiksen tapauksessa elektroporaatiokyvettiä 

(Electroporation cyvette 1 mm, Genesee scientific, Kalifornia, USA) ei viilennetty jäillä, eikä 

elektrokompetentteja soluja sulatettu jäillä. Plasmidit sen sijaan pidettiin koko ajan jäillä. Schenk & 

Laddaga (1992) ovat havainneet, että huoneenlämpöisillä (+20 °C) soluilla ja kyveteillä saavutettiin 

parempia transformaatiotuloksia kuin esiviilennetyillä. Lisäksi heidän mielestään plasmidin määrän 

lisääminen paransi huomattavasti elektroporaation tehoa, kuten myös voimakkaamman sähköiskun 

anto. Näin ollen eristettyä plasmidia pipetoitiin 2 µl elektrokompetenttien solujen (40 µl) sekaan ja 

sekoitettiin varoen pipetin kärjellä vetelemättä edestakaisin. Seos siirrettiin nopeasti pipetoimalla 

elektroporaatiokyvettiin valuttamalla varoen uran reunaa myöten. Kyvettiä kopautettiin nopeasti 

pöydänpintaa vasten, jotta mahdolliset ilmakuplat saatiin pois. Kyvetti laitettiin Micropulseriin 

(Bio-Rad, Kalifornia, USA), jolla sille annettiin 2,3 kV:n sähköisku. Aikavakio indikoi jälleen, että 

elektroporaatio olisi onnistunut (5,90 ms). Kyvettiin solujen päälle pipetoitiin nopeasti 1 ml SOC-

mediumia, ja seosta vedeltiin muutamaan otteeseen edestakaisin, jotta solut sekoittuivat tasaisesti. 

Seos siirrettiin 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen ja vietiin inkuboimaan tunniksi 37 °C:een. Inkubaation 

jälkeen seoksesta levitettiin 100 µl LB-maljalle (5 µg/ml erytromysiinia), joka laitettiin kasvamaan 

yön yli 30 °C:een. Elektroporaatio suoritettiin myös toistamiseen toiselle erälle 

elektrokompetentteja Staphylococcus epidermidis -soluja muuten samoin menetelmin, mutta 

aikavakio oli tässä tapauksessa 5,80 ms.  

 

4.4.8 Glyseroliprepit  

Jokaisesta käytettävästä bakteerista valmistettiin ensimmäisillä kasvatuskerroilla glyseroliprepit, 

joista uudet maljaukset aina levitettiin kasvamaan. Tätä varten vanhoista, pakkasessa olleista 

prepeistä (vain S. aureus ja P. aeruginosa; E. colin ja S. epidermidiksen periaate sama, mutta prepit 

valmistettiin vasta elektroporaatiota seuranneen kasvatuksen jälkeen) levitettiin kasvamaan LB-

agarmaljoille ja laitettiin yön yli 30 °C:een. Aamulla Xenogen-luminesenssikameran (Caliper Life 

Sciences, USA/Saksa) avulla valittiin luminesoivat pesäkkeet, jotka siirrettiin nestekasvatukseen (5 

ml LB, bakteerikohtainen antibiootti) yön yli (30 °C, 300 rpm). Seuraavana päivänä kasvatusten 

luminesenssitaso tarkistettiin pipetoimalla 200 µl kasvatusta 96-kuoppalevylle (valkoinen, Geiner 

Bio-One, Saksa) ja mittaamalla kasvatuksen luminesenssi Plate Chameleon
TM

 multilabel counter 

1.001 -laitteella (Hidex Oy, Turku, Suomi). Parhaimmista kasvatuksista valmistettiin uudet, näissä 
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estorengaskokeissa käytetyt glyseroliprepit 1,5 ml:n Eppendorf-putkiin sekoittamalla 800 µl 

kasvatusta ja 200 µl 80 % glyserolia. Prepit säilöttiin -80 °C:ssa, mistä ne saatiin nopeasti käyttöön 

sulattamalla jäillä. Käytön jälkeen prepit laitettiin aina takaisin pakkaseen. Glyseroliprepit uusittiin 

kolmen kuukauden kuluttua.  

 

4.4.9 Bakteerien kasvatus 

Bakteereita säilytettiin glyserolipreppeinä -80 °C:ssa, mistä ne aina otettiin maljauksia varten 

esiin. Prepistä levitettiin silmukkasauvan avulla bakteereita LB-agarmaljoille kasvamaan, minkä 

jälkeen maljoja kasvatettiin yön yli 30 °C:ssa. Maljojen agariin oli lisätty valintapaineen 

mahdollistavan, bakteerikohtaisen antibiootin lisäksi myös 0,2 % glukoosia (ei Staphylococcus 

aureukselle). Kasvaneita maljoja kuvattiin aina seuraavana päivänä Xenogen Vivo Vision IVIS
®

 

Lumina
®
 -kameralla (Caliper Life Sciences, Saksa) luminesoivien pesäkkeiden havaitsemiseksi. 

Nämä pesäkkeet siirrettiin kasvatusputkiin, joita kasvatettiin yön yli (30 °C, 300 rpm). 

Kasvatusputkissa oli pesäkkeiden lisäksi 5 ml LB-mediumia, mahdollisesti 0,2 % glukoosia sekä 

valintapainetta ylläpitävä antibiootti. Seuraavana päivänä kasvatusten luminesenssi mitattiin Plate 

Chameleon
TM

 multilabel counter 1.001 -laitteella (Hidex Oy, Turku, Suomi) käyttämällä MikroWin 

2000 versio 4.3 -ohjelmaa (Mikrotek Laborsysteme GmbH, Saksa), jotta kyettiin valitsemaan 

parhaiten luminesoiva bakteerikasvatus estorengaslevyn valmistukseen. Mittausta varten 

bakteerikasvatusta pipetoitiin 200 µl laitteeseen sopivalle 96-kuoppalevylle. Bakteerien 

luminesenssitasot vaihtelivat kannoittain, eivätkä olleet sovellettavissa keskenään levyjen 

valmistuksessa.  

 

4.4.9.1 Escherichia coli 

Tässä tutkimuksessa käytettiin Escherichia colin K12-kantaa, johon siirrettiin elektroporaatiolla 

pCGSL-1–plasmidi (Frackman ym. 1990). Escherichia coli luminesoi aina LB-agarmaljalla hyvin. 

Sen kohdalla maljojen agariin sekoitettiin 0,2 % glukoosia sekä 200 µg/ml ampisilliinia. E. coli oli 

erittäin nopea kasvamaan, joten kasvatettaessa yön yli (30 °C, 300 rpm) sen kasvatusnesteeseen 

(LB) ei lisätty glukoosia, vaan vain 200 µg/ml ampisilliinia. Tällä ehkäistiin, ettei bakteeri pääsisi 

ylikasvamaan aamuun mennessä, jolloin luminesenssi voisi pudota liian alas. E. colille oli 

tyypillistä, että tällaisenkin kasvatuksen jälkeen se luminesoi erittäin vahvasti (noin 15-41×10
6
 

counts), ja se oli kaikkein voimakkaimmin luminesoiva tutkittavista bakteereista.  
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4.4.9.2 Staphylococcus aureus 

Tässä tutkimuksessa käytettiin Staphylococcus aureuksen 8325-4 -kantaa, johon oli siirretty 

pAT19-lux-hlaP-frp–plasmidi. Staphylococcus aureus oli erittäin vaikeasti käsiteltävä bakteeri, jota 

oli vaikea saada luminesoimaan kunnolla. Lopulta usean kokeilun jälkeen onnistuttiin kehittämään 

kasvatusmenetelmä, jonka ansiosta S. aureuksen luminesenssitaso nousi äkillisesti verrattuna 

ensimmäisiin yrityksiin. Aluksi bakteerit maljattiin normaaliin tapaan LB-agarmaljoille, joihin oli 

käytetty 5 µl/ml erytromysiiniä, muttei glukoosia. Maljat laitettiin kasvamaan yön yli noin 

viideksitoista tunniksi (30 °C, 300 rpm), minkä jälkeen luminesoivat bakteeripesäkkeet siirrettiin 

kasvatusputkiin LB-nesteeseen (ei glukoosia, 5µg/ml erytromysiinia), ja niitä kasvatettiin kuuden 

tunnin ajan korkeammassa lämpötilassa (37 °C, 300 rpm). Menetelmän huomattiin auttavan S. 

aureusta saavuttamaan siedettävässä ajassa sille optimaalisen solutiheyden, jossa se pystyi 

luminesoimaan kiitettävästi (OD600 ~ 1,3). Kuuden tunnin jälkeen mitattaessa kasvatusten 

luminesenssi oli poikkeuksetta parhaimmillaan aina 1-1,8×10
6
 countsia, mikä oli lähes 

kaksikertainen tehokkuus verrattuna ensimmäisiin kasvatuksiin. Tämä luminesenssivoimakkuus 

riitti erittäin hyvin S. aureuksen kohdalla pitämään valoa yllä tehtäessä kuvauslevyjä.  

 

4.4.9.3 Pseudomonas aeruginosa 

Tässä tutkimuksessa käytettiin Pseudomonas aeruginosan PAO-LAC -kantaa, johon oli siirretty 

pUCP24GW-plasmidi (Moir ym. 2007). Pseudomonas aeruginosa oli alkuun erittäin vaikea 

bakteeri, sillä sitäkin oli S. aureuksen tapaan vaikea saada luminesoimaan levyllä. Optimaalinen 

kasvatusmenetelmä löydettiin kuitenkin nopeasti. Kasvatettaessa LB-agarmaljoilla P. aeruginosan 

kohdalla käytettiin 0,2 % glukoosia, 1 mM isopropyyli-β-D-tiogalaktopyranosidia (IPTG) sekä 10 

µg/ml gentamysiiniä. IPTG on laktoosin analogi, joka inaktivoi lac-repressorin. Sitä käytetään 

indusoimaan lac-operonin kontrollin alla olevien kloonattujen geenien ekspressiota.  

P. aeruginosaa kasvatettiin aina yön yli (30 °C, 300 rpm) LB-mediumissa (ei glukoosia, 1 mM 

IPTG, 10 µg/ml gentamysiiniä). Aamulla kasvatusten luminesenssitasot mitattiin Plate 

Chameleon
TM

 -laitteella (Hidex Oy, Turku, Suomi). Parhaiten luminesoivaa P. aeruginosa -

kasvatusta laimennettiin 1/50 (5 ml LB, 0,2 % glukoosia, 1 mM IPTG, 10 µg/ml gentamysiiniä), ja 

laimennoksen annettiin kasvaa kolme tuntia (37 °C, 300 rpm). Tämän jälkeen kasvatus oli aina 

haaleampaa kuin aamulla, jolloin se oli aina väistämättä ollut sameaa, ja mitattaessa 

luminesenssitaso oli noin 1,1-2,3×10
6
 countsia. Kun tätä kasvatusta käytettiin kuvauslevyn 

valmistuksessa, kuopat luminesoivat aina hienosti.  
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4.4.9.4 Staphylococcus epidermidis 

Tässä tutkimuksessa käytettiin Staphylococcus epidermidiksen ATCC 14990 -kantaa, johon 

siirrettiin elektroporaatiolla pAT19-hlaP-lux-frp–plasmidi. Staphylococcus epidermidis oli hyvin 

helppokäyttöinen bakteeri. Se kasvoi aina erinomaisesti LB-agarmaljoilla, joilla käytettiin sen 

tapauksessa 0,2 % glukoosia ja 5 µg/ml erytromysiinia. Maljoja kasvatettiin aina yön yli noin 

kuusitoista tuntia 30 °C:ssa. Kasvatettaessa LB-nesteessä huomattiin, että S. epidermidiksen 

luminesenssitaso tuli paremmaksi, jos sen annettiin kasvaa glukoosin kanssa. Tästä syystä 

kasvatusputkissa LB-kasvatusnesteeseen lisättiin aina 0,2 % glukoosia sekä 5 µg/ml erytromysiinia, 

minkä jälkeen putkien annettiin kasvaa yön yli (30 °C, 300 rpm). Toisin kuin esimerkiksi S. 

aureuksen tapauksessa, glukoosi ei vaikeuttanut S. epidermidiksen valon tuottoa ollenkaan, eikä E. 

colin tapaan lisännyt häiritsevästi sen kasvutiheyttä. Mitattaessa aamulla kasvatusten luminesenssi 

oli aina noin 1,1-2,3×10
6
 countsia, joten S. epidermidistä voitiin käyttää suoraan yön jälkeen 

kuvauslevyjen tekoon.  

 

4.4.10 Kuvauslevyjen valmistus 

Estorengaskokeiden kuvauksissa käytettiin tavallisia 6-kuoppalevyjä (Falcon
®
, Becton 

Dickinson, USA). Ne valittiin, koska niitä pidettiin tehokkaimpana sekä käytännöllisimpänä 

ratkaisuna. Suuria, pyöreitä viljelymaljoja ei haluttu käyttää niiden suuren koon ja hitaan 

käyttötehokkuuden vuoksi (yksi pelletti per ajo), kun taas 96-kuoppalevyjen käyttö olisi ollut 

hyvinkin nopeaa. Niiden kuopat ovat kuitenkin tilavuudeltaan niin pieniä, että jo pelkkä pelletti olisi 

vienyt suurimman tilan, eikä estorenkaiden muodostusta olisi ollut helppo seurata. Tästä syystä 

päätettiin, että kokeet on helpointa suorittaa 6-kuoppalevyillä, joihin saatiin yhtä aikaa useampi 

rinnakkainen niin kontrolleista kuin näytteistä ajoon.  

Levyjen valmistuksen alussa kuoppien pohjaan valettiin 2 ml paksua agarmediumia (liite 1), 

jonka jäähdyttyä (noin 5 min) kuoppien keskelle aseteltiin näytepelletit siten, että kolmeen 

kuoppaan tuli antibioottipelletti ja kolmeen kontrollipelletti. Seuraavaksi sekoitettiin kuumaan, noin 

50-asteiseen pehmeään agariin (7 ml; liite 1) tutkittavat bakteerisolut, bakteerikohtainen antibiootti 

sekä 0,2 % glukoosia (ei Staphylococcus aureukselle). Tarvittava bakteerimäärä arvioitiin aina 

kasvatusten luminesenssitasojen perusteella. Seosta vorteksoitiin nopeasti, jotta bakteerit leviäisivät 

tasaisesti. Vorteksoinnin jälkeen agarseoksesta pipetoitiin kuoppiin kerros, joka ympäröi pelletit. 

Agarseosta pipetoitiin per kuoppa aina 1 ml kasvatettuna per kuoppa tarvittavalla 

bakteeriliuostilavuudella, jonka määrä vaihteli 60–500 µl:n välillä bakteerista riippuen. Kerrosten 

annettiin jäähtyä noin 5 minuuttia, minkä jälkeen levy oli valmis kuvaukseen.  
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4.4.10.1 Bakteerien käyttö kuvauslevyissä   

Pehmeään agariin ei E. colin kohdalla kuvauslevyjä valmistettaessa lisätty glukoosia, jotta 

bakteerien kasvua voitaisiin edelleen hillitä. Ampisilliinia käytettiin 200 µg/ml ja bakteerikasvatusta 

lisättiin kasvatuksen luminesenssista riippuen 60–300 µl/ kuoppa. Vaikka E. coli olikin 

luminesenssilukujen puolesta bakteereista voimakkain luminesenssin tuottaja, käytettävä 

bakteeritilavuus oli aina riippuvainen siitä, kuinka korkeaksi luminesenssi nousi, eikä käyttöön 

voitu soveltaa standardimäärää. 

S. aureuksen kohdalla kuvauslevyjä tehtäessä pehmeään agariin ei lisätty glukoosia. 

Erytromysiiniä käytettiin 5 µg/ml ja bakteerikasvatusta aina 500 µl/ kuoppa. Tässä tapauksessa 

bakteeritilavuus oli aina vakio, sillä S. aureuksen kohdalla optimaalinen kasvatusmetodi löydettiin 

myöhään, eikä luottamusta tai rutiinia sen lukujen tulkintaan ehtinyt muodostua.  

Pseudomonas aeruginosan kohdalla pehmeän agarkerroksen valmistuksessa käytettiin 0,1 % 

glukoosia, 1 mM IPTG, 10 µg/ml gentamysiinia sekä kasvatusta 500 µl/ kuoppa. Glukoosia 

käytettiin vain puolet kasvatuksessa käytetystä määrästä, jotta hla-promoottorin toiminta ei 

mahdollisesti häiriintyisi kuvauksessa liikaa ja solut eivät innostuisi kasvamaan liian nopeasti. 

Myös P. aeruginosan kuoppakohtainen bakteeritilavuus oli aina vakio, sillä P. aeruginosaan 

sovelletun kasvatusmenetelmän avulla luminesenssitaso oli hyvin usein sama, joten tarvetta muuttaa 

tilavuutta suuntaan tai toiseen ei ollut.  

Staphylococcus epidermidiksen kohdalla valmistettaessa pehmeää agarkerrosta käytettiin 0,1 % 

glukoosia, 5 µg/ml erytromysiinia sekä luminesenssitasosta riippuen bakteerikasvatusta 150–500 µl/ 

kuoppa. Vaikka S. epidermidis piti glukoosista, sitä käytettiin varmuuden vuoksi levyissä vain 

puolet kasvatuksessa käytetystä pitoisuudesta, koska bakteereita ei haluttu rohkaista kasvamaan 

levyllä liikaa.  

 

4.4.10.2 Kontrollikoe  

Koska β-TCP on antimikrobiaalista (Kalita ym. 2007), oli luonnollisesti tarve osoittaa, ettei se 

aiheuta osaltaan estorenkaiden muodostusta. TCP:n antimikrobiaalinen luonne viittaa 

todennäköisesti ennemminkin sen kykyyn estää bakteerien kasvua sen itsensä pinnalla, mutta koe 

suoritettiin asian todentamiseksi.  

Koetta varten valmistettiin 6-kuoppalevy edellä kuvatulla tavalla. Käytettäväksi bakteeriksi 

valittiin Staphylococcus epidermidis, koska se oli osoittanut näissä estorengaskokeissa olevansa 

suhteellisen herkkä antimikrobiaalisille aineille sekä helposti käsiteltävä bakteeri. S. epidermidis -
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bakteereita kasvatettiin levyä varten niin kuin edellä on kuvattu. Levyn kuopista kolmeen laitettiin 

PLCL 70/30 + 50 % TCP -pelletit sekä kolmeen kontrolleina käytetyt, pelkästä PLCL 70/30 -

polymeeristä valmistetut pelletit (kuva 8B).  

 

4.4.10.3 Yhteisvaikutuksen estorengaskokeet 

Pääasiassa estorengaskokeissa keskityttiin ainoastaan yhden pellettityypin vaikutusten 

testaukseen viikon ja kahden viikon lääkeluovutushydrolyysin jälkeen. Koska siprofloksasiini- ja 

rifampisiinipellettejä on luumätää hoidettaessa tarkoitus käyttää yhdessä, niiden yhteisvaikutuksen 

testaus bakteerilevyillä nousi mielenkiintoiseksi tutkimusasetelmaksi. Kokeita oli jo suoritettu 

tämän idean noustessa esiin useita, ja tähän työhön varattu aika alkoi lähetä loppuaan, joten 

kokeisiin valittiin vain yleisimmät luumätäbakteerit: kaikkein eniten ensimmäisten 

estorengaskokeiden perusteella resistenssiä osoittanut S. aureus sekä S. epidermidis ja P. 

aeruginosa.  E. coli jätettiin ajan puutteen vuoksi ajamatta, minkä ei kuitenkaan katsottu olevan 

haitallista tulosten kannalta, sillä E. coli ei kuulu luumädän pääaiheuttajiin. 

Yhteisvaikutuksen estorengaskokeet suoritettiin muuten samoin menetelmin kuin edellä kuvatut 

estorengaskokeet, mutta nyt kuoppiin, joihin edellä on laitettu vain yksi antibioottia sisältänyt 

pelletti, laitettiin vierekkäin yksi siprofloksasiini- ja yksi rifampisiinipelletti. Pellettejä oli koetta 

varten pidetty viikon ajan hydrolyysissä, kuten edellä on kuvattu. Kokeet suoritettiin käyttämällä 

hydrolyysissä olleita pellettejä, koska tässä vaiheessa oltiin enemmän kiinnostuneita jo tasaisesti 

antibioottia vapauttavien pellettien vaikutuksista bakteereihin. Kokeiden tarkoituksena oli ennen 

kaikkea tarkkailla vierekkäin asetettujen kahden pelletin aikaansaamien estorenkaiden 

yhtymiskohtaa, jolloin kahden eri antibiootin voimat yhdistyvät. Tällaisen niin kutsutun synergia-

alueen odotettiin luminesoivan eri tavalla kuin alueiden, jotka olivat alttiina pelkästään 

jommallekummalle antibiootille.  

 

4.4.11 Xenogen Vivo vision IVIS® Lumine® -kamera   

Bakteerilevykuvaukset suoritettiin käyttämällä Xenogen Vivo Vision IVIS
®
 Lumine

®
 -kameraa 

(Caliper Life Sciences, USA/Saksa), joka on erityisesti luminesenssi- ja fluoresenssikuvauksiin 

suunniteltu pöytäkamera. Sen sisällä on CCD(charge coupled device)-kamera, joka pystyy 

kääntämään kohteesta lähtevän optisen kirkkauden sähköisiksi amplitudisignaaleiksi, jotka voidaan 

edelleen muuttaa havaittavaksi kuvaksi. Säätämällä valotusaikaa säädellään kameran havaitsemaa, 

tutkimuskohteesta lähtevää valon määrää, ja voidaan siten saada bakteerimaljoilta ja -levyiltä 

lähtevä valo näkyvään muotoon heikkona tai voimakkaana. Tässä tutkielmassa kamera (kuva 11) oli 
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säädetty ottamaan kuoppalevystä kuva 20 minuutin välein kuudentoista tunnin ajan 30 sekunnin 

valotusajalla. Kuvausten tekoon ja analysointiin käytettiin Living Image 3.1 -ohjelmaa (Caliper Life 

Sciences, USA, 2007).  

 

 

Kuva 11. Tampereen teknillisen yliopiston Xenogen-kamera (Caliper Life Sciences, USA), jota käytettiin 

bakteerilevyjen kuvauksissa.  

 

4.4.12 Luupilottikokeet 

Hyvien 6-kuoppalevytulosten pohjalta kiinnostuttiin suorittamaan kaksi luupilottikoetta, sillä 

tulevaisuuden koeasetteluissa toivottaisiin voitavan todeta, että antibiootit diffundoituvat luussa 

vastaavaan tapaan kuin kuoppalevyillä ja tappavat luun pinnalta ja sisältä bakteereja tehokkaasti. 

Antibioottien diffuusiosta luussa tiedetään toistaiseksi hyvin vähän, joten siksi olisi hyvä, jos 

saataisiin suoritettua pari suuntaa antavaa pilottikoetta tulevaisuudessa tehtäviä kokeita varten. 

Tämä koeasetelmavaihe astui kuvioihin mukaan vasta aivan tutkimusten loppupuolella, joten sen 

suoritukseen tai suunnitteluun ei ollut paljon aikaa. Jatkokokeiden kannalta nyt suoritettavilla 

pilottikokeilla katsottiin kuitenkin olevan riittävästi arvoa. Kokeisiin valittiin vain pahimmat 

luumätäbakteerit, Staphylococcus aureus ja Pseudomonas aeruginosa.  

 

4.4.12.1 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus on pahin ja yleisin luumätäbakteeri, joten kokeet päätettiin aloittaa 

tutkimalla sen käyttäytymistä luussa. S. aureus kasvatettiin normaalisti yön yli 37 °C:ssa LB-
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agarmaljalla (ei glukoosia, 5 µg/ml erytromysiiniä). Yksi luminesoiva pesäke (Xenogen; Caliper 

Life Sciences, USA/Saksa) siirrettiin autoklavoituun litran erlenmyeriin, jossa oli 200 ml:aan LB-

mediumia (ei glukoosia, 5 mg/ml erytromysiiniä), ja joka laitettiin kasvamaan yön yli (30 °C, 300 

rpm). Sekaan laitettiin kaksi pakastetun porsaan sääriluun päästä sahattua 3-3,5 cm leveää, 

paksuimmillaan noin 10 mm paksuista hohkaluun palaa, joihin oli porattu paksuimpaan kohtaan 

pyöreät reiät (10 mm halkaisija, 5 mm syvä) imitoimaan luumätävaurioita, ja joihin pelletit oli 

tarkoitus asettaa.  

 

 

Kuva 12. S. aureuksen luupilottimalja. Poratut hohkaluunpalat asetettiin maljanpuoliskoiden keskelle ja valettiin 

pehmeään agariin.  

 

Aamulla kasvatuspullon medium oli muuttunut sameaksi, eli bakteerit olivat kasvaneet, mutta 

kun luupalat ongittiin ylös ja niitä tutkittiin Xenogen-luminesenssikameralla (Caliper Life Sciences, 

USA/Saksa), ne eivät luminesoineet. Tästä ei voitu vielä päätellä, olivatko bakteerit tarttuneet luun 

pinnalle vai eivät, koska S. aureus oli 6-kuoppalevykokeissa käyttäytynyt ensimmäisissä kokeissa 

lähestulkoon vastaavalla tavalla. Luupalat päätettiin kokeeksi valaa suurelle, kaksilokeroiselle 

kasvatusmaljalle (Geiner Bio-One, Saksa) pehmeään agariin (ei glukoosia, 5 µg/ml erytromysiiniä) 

ilman pellettilisäystä (kuva 12), ja malja laitettiin 37 °C:een lämpöinkubaattoriin kasvamaan 

kolmeksi tunniksi. Valaminen pehmeään agariin tarjosi bakteereille ravintoa ja esti niitä 

kuivumasta. Mitattaessa Plate Chameleon
TM

 -laitteella kasvatuksen luminesenssitason todettiin 

olevan lähes olematon (~1200 counts), joten on mahdollista, että S. aureuksen tapauksessa 

bakteereita kasvatettiin liian kauan ja solutiheys ehti kasvaa hyvän luminesenssitason ohi. Luiden 

kuoppiin lisättiin kuuden tunnin kuluttua pelletit siten, että toiseen lisättiin kontrollit (5 × PLCL 
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70/30 + 50 % TCP) ja toiseen antibioottipelletit (4 × PLCL 70/30 + 50 % TCP + rifampisiini, 4 × 

PLCL 70/30 + 50 % TCP + siprofloksasiini) ennen maljan asettamista kuvautumaan.  

 

4.4.12.2 Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa oli seuraava bakteeri, jolla suoritettiin luupilottikoe. Aluksi bakteerit 

maljattiin LB-agarmaljalle (0,2 % glukoosia, 1 mM IPTG, 10 µg/ml gentamysiiniä), jota 

kasvatettiin yön yli 37 °C:ssa. Seuraavana päivänä yksi luminesoiva pesäke (Xenogen; Caliper Life 

Sciences, USA/Saksa) laitettiin autoklavoituun erlenmyeriin, jossa oli 200 ml LB-mediumia (ei 

glukoosia, 1 mM IPTG, 10 µg/ml gentamysiiniä). Pulloon laitettiin myös kaksi pakastetusta porsaan 

sääriluusta sahattua 3-3,5 cm leveää ja paksuimmillaan 9 mm luupalaa, joihin oli porattu keskelle 

10 mm leveät ja 4,5 mm syvät kuopat. Bakteereita kasvatettiin yön yli (30 °C, 300 rpm), ja tällä 

kertaa ennen kahta viimeistä tuntia kierroslukuja laskettiin (100 rpm), koska mikäli S. aureuksen 

kohdalla bakteerit eivät päässeet tarttumaan luihin liian rajun ravistelun vuoksi, Pseudomonaksen 

kohdalla haluttiin kokeilla, vaikuttaisiko ravistelun hidastaminen bakteerien tarttumiskykyyn.  

 

 

Kuva 13. P. aeruginosan luupilottimalja. Vasemmalla puolella olevaan luuhun laitettiin 4+4 antibioottipellettiä ja 

oikeanpuoleiseen kaksi kontrollipellettiä. Kontrollipelletit olivat isompia kuin aiemmin käytetyt, sillä ne olivat peräisin 

aikaisemmasta valmistuserästä.  

 

Kasvatuksen loputtua LB-medium oli sameaa (OD600 ~ 1,9) ja bakteerien luminensenssitaso oli 

kiitettävän korkealla (1,06×10
6
 counts). Kun luunpalat otettiin pois kasvatuspullosta ja niiden 

luminesenssia tarkasteltiin Xenogen-luminesenssikameralla (Caliper Life Sciences, USA/Saksa), 

niiden huomattiin luminesoivan erittäin hyvin. Bakteerit olivat siis joko muodostaneet biofilmin 
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luiden pinnalle tai onnistuneet jopa uimaan niiden sisäpuolelle. Näin ollen luupaloista toiseen 

voitiin laittaa antibioottipelletit (4 × PLCL 70/30 + 50 % TCP + rifampisiini, 4 × PLCL 70/30 + 50 

% TCP + siprofloksasiini) ja toiseen kontrollipelletit (2 × PLCL 70/30 + 50 % TCP), minkä jälkeen 

luut valettiin suurella, kaksilokeroisella maljalla pehmeään agariin (ei glukoosia, 1 mM IPTG, 10 

µg/ml gentamysiiniä). Käytetyt kontrollit olivat aiemmin estorengaskokeissa käytettyihin 

verrattuina isompia (kuva 8B), sillä kokeessa jouduttiin ensimmäisten kontrollien loputtua 

käyttämään aiemmin valmistettua erää. Muilta ominaisuuksiltaan pelletit vastasivat muissa kokeissa 

käytettyjä kontrollipellettejä. Malja (kuva 13) voitiin jähmettymisen jälkeen laittaa kuvaukseen 16 

tunnin ajaksi.  
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5. TULOKSET  

5.1 Hajoamiskoesarja 

5.1.1 Pellettien ulkoiset rakennemuutokset  

Pellettien ulkonäössä ei rakenteellisesti tapahtunut suuria muutoksia ennen hydrolyysin puolta 

väliä. Vähiten rakenteellisia muutoksia näkyi trikalsiumfosfaatittomissa pelleteissä, jotka säilyttivät 

kovuutensa sekä muotonsa loppuun saakka. Ainoastaan trikalsiumfosfaatittomat rifampisiinipelletit 

olivat muuttuneet viimeisen hydrolyysiaikapisteen kohdalla niin hauraiksi, että osa halkeili 

useammaksi palaseksi (kuva 14I). Halkeilu oli TCP-pelletteihin verrattuna luonteeltaan kuivaa, 

eivätkä palat menettäneet täydellisesti muotoaan, toisin kuin TCP-pellettejä käsiteltäessä. Vähäisiä 

lovia ja halkeamia alkoi ilmestyä trikalsiumfosfaatittomien pellettien seinämiin hydrolyysin 

puolivälissä kahdeksannen ja kymmenennen viikon aikana (kuva 14E-F), jolloin polymeerin 

hajoaminen alkaa vähitellen kiihtyä (kuva 15A-B).  

TCP-pelleteistä parhaiten hydrolyysistä selvisivät 50 % TCP:a sisältäneet pelletit, sillä ne 

säilyttivät muotonsa ja kestävyytensä paremmin 60 % TCP -pelletteihin verrattuna. Pinnan 

rosoisuus säilyy 50-prosenttisissa pelleteissä lähes muuttumattomana hydrolyysin läpi, joskin 

vaivihkaista pinnan tasoittumista on nähtävissä kymmenennen viikon kohdalla (kuva 14F) varsinkin 

siprofloksasiinipelleteissä. Vastaavat rifampisiinipelletit eivät alussa olleet yhtä rosoisia. 

Halkeamien muodostumisen alku voidaan havaita samaisesta kuvasta, jossa 

siprofloksasiinipellettien halkeamat näkyvät selkeimmin halkaisupinnalla, kun taas 

rifampisiinipelleteissä halkeama mutkittelee pitkin pelletin kylkeä. Halkeamia esiintyy hydrolyysin 

loppuun asti (kuva 14G-I), mutta ne eivät kasva tai levene ensimmäisistä.  

Suurimmat rakennemuutokset kohdistuivat 60 % TCP:a sisältäneisiin pelletteihin, jotka 

viimeisen hydrolyysiaikapisteen kohdalla muistuttavat reikäistä hohkaluuta ja ovat omaksuneet 

lähtökohtiaan epämääräisemmät muodot (kuva 14I). Nämä pelletit olivat alusta alkaen erittäin 

rosoisia reunapinnoiltaan, ja ainoastaan leikkauspinta on suhteellisen tasainen. Varsinkin 

siprofloksasiinipellettien rakenne näyttää joutuneen hydrolyysissä erittäin koville, sillä halkeilu 

alkaa noin kahdeksan viikon kohdalla (kuva 14E), mistä eteenpäin siprofloksasiinipellettien rakenne 

näyttäisi alistuvan hydrolyysin tuottaman eroosion alla sen verran, että pellettien pintarakenteessa 

alkaa näkyä jälkiä murentumisesta. Kahdenkymmenen viikon kohdalla siprofloksasiinipelletit ovat 

muodoltaan jo paljon epämääräisempiä (kuva 14I) kuin alkutilanteessa (kuva 14A). Samanlaista 

pintaeroosion voimaa ei näy vastaavissa rifampisiinipelleteissä, vaan ne tuntuvat hajoavan paljon 

hillitymmin. Niiden rakenteeseen eroosio ei näytä vaikuttaneen yhtä voimakkaasti, mutta oleellinen 
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muutos näkyy verrattaessa pellettien kylkipintoja toisiinsa. Alkuun ensimmäisten 

hydrolyysiviikkojen ajan pinnat muistuttavat karkeasti kuusenkaarnaa ja halkeamien muodostusta 

esiintyy. Noin kymmenennen viikon kohdalla vaihdettaessa puskuria 60 % TCP -pelleteille 

suodatuslaitteiston korkkiin alkoi kertyä vähäisessä määrin pellettimurenaa, mikä myös kieli 

pintaeroosion vaikutuksesta. Neljästä kahdeksaan viikkoon (kuva 14C-E) eroosio näkyy lähinnä 

alun pintarosojen tasoittumisena, mutta siitä eteenpäin hydrolyysi on jo selvästi alkanut kalvaa 

muutakin rakennetta. Kahdennentoista viikon kohdalla (kuva 14G) näissä rifampisiinipelleteissä 

eroosio on jo päässyt selvästi pintaa syvemmälle, ja pinnan epätasaisuudet ovat syventyneet 

onkaloiksi ja railoiksi.  
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Kuva 14A-I. Hajoamiskoesarjan pelletit esitettyinä kuivamassojen punnituksen jälkeen aikapisteissä A) 0, B) 2, C) 4, 

D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 16 ja I) 20 viikkoa. Vasemmalla ovat 0 % TCP:a, keskellä 50 % TCP:a ja oikealla 60 % 

TCP:a sisältävät PLCL 70/30 -pelletit. Alhaalla olevan rivin pelleteissä antibioottina on rifampisiini ja ylärivissä 

puolestaan siprofloksasiini.  

 

Siprofloksasiinipelletteihin verrattuna vastaavat 60 % TCP:a sisältäneet rifampisiinipelletit 

säilyttivät myös kestävyytensä paremmin, sillä siprofloksasiinipellettejä täytyi ruveta kymmenen, 

kahdentoista viikon tienoilla käsittelemään erittäin varovasti, sillä liian kova puristus saattoi 

musertaa ne kasaan. Kuivina pelletit kestivät käsittelyä parhaiten. Rifampisiinipelleteillä tavattiin 

samaa, mutta ilmiö tuntui rajoittuvan vain uloimpiin pintakerroksiin, mikä teki niiden käsittelystä 

hieman helpompaa. Kokonaisuutena kaikki pelletit säilyivät erittäin hyvin koossa. Todennäköisesti 

kahdenkymmenen viikon jälkeen hydrolyysin jatkuessa pellettien kokoonhajoaminen alkaisi jo 

kiihtyä.  

 

5.1.2 Muutokset värissä 

Koska siprofloksasiini sekoittuu väriltään valkeaan trikalsiumfosfaattiin, 

siprofloksasiinipelleteissä ei havaittu huomattavia värimuutoksia. Ainoastaan pelkästä polymeeristä 

ja siprofloksasiinista koostuvien pellettien voidaan nähdä muuttuvan reunoiltaan läpikuultaviksi ja 

enemmän paljaan lasin värisiksi (kuva 14E-I), mikä johtuu siprofloksasiinin vapautumisesta 
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pellettien pintakerroksista. Trikalsiumfosfaatittomat pelletit vapauttavat antibiootteja hitaammin 

muihin pelletteihin verrattuna johtuen niiden tiiviimmästä rakenteesta ja alhaisemmasta 

huokoisuudesta (Ahola ym. 2011ab, käsikirjoitus). Polymeerin hajoamisen kiihtyessä 

kymmenennen hydrolyysiviikon jälkeen (kuva 15A-B) huokoisuus kasvaa ja antibiootti pääsee 

vapautumaan nopeammin, mikä näkyy hyvin juuri trikalsiumfosfaatittomissa pelleteissä. 

Siprofloksasiinipelletit kuitenkin vapauttavat antibioottinsa Aholan ym. (2011a, käsikirjoitus) 

lääkevapautumiskokeiden mukaan kohtuullisen hyvin, joten siprofloksasiinin määrä varmasti 

muuttuu pelleteissä, vaikkei sitä ulkoisesti havaitakaan.  

Parhaiten värinmuutokset ovat seurattavissa rifampisiinipelleteissä rifampisiinin tiilenpunaisen 

värin ansiosta. Jo kahden viikon kohdalla (kuva 14B) nähdään huomattavia muutoksia värin 

haalentuessa reilusti. Tämä johtuu alun nopeasta lääkevapautumisesta, joka kuitenkin tasaantuu 

eteenpäin mentäessä (Ahola ym. 2011b, käsikirjoitus). Neljännestä viikosta 

kahdenteenkymmenenteen viikkoon saakka (kuva 14C-I) TCP–rifampisiini-pelletit säilyttävät 

värinsä samana punaruskeana, joten niiden sisältämän lopun rifampisiinin määrä muuttuu sangen 

hitaasti. Suurimmat värimuutokset nähdään trikalsiumfosfaatittomissa rifampisiinipelleteissä, jotka 

alkavat vaihtaa väriään punaisesta tummaan purppuraan jo kahden viikon kohdalla. Rifampisiini 

alkaa hajota hydrolyysissä nopeasti, jolloin yksi sen päähapettumis- ja hajoamistuote on 

purppuranvärinen rifampisiinikinoli (Bain ym. 1998). Vaikka samaa hapettumista tapahtuu varmasti 

myös toisissa rifampisiinipelleteissä, värimuutos näkyy voimakkaasti nimenomaan 

trikalsiumfosfaatittomissa pelleteissä johtuen niiden huomattavasti hitaammasta lääkeluovutuksesta 

ja siten suuremmasta lääkekonsentraatiosta. TCP-pelleteissä rifampisiinin määrä on vähentynyt 

jatkuvasti ja suhteellisen tasaisesti hydrolyysin edetessä, mutta trikalsiumfosfaatittomissa pelleteissä 

rifampisiinia on hitaan vapautumisen vuoksi paljon enemmän jumissa ja purppurainen väri näkyy 

voimakkaana. Vapautumista vaikeuttaa rifampisiinipellettien kohdalla siprofloksasiinipelletteihin 

verrattuna myös rifampisiinin reilusti suurempi molekyylikoko, joka ei hapettuessaankaan pienene. 

Suurikokoinen rifampisiinimolekyyli diffundoituu tiukassa polymeerirakenteessa paljon hitaammin 

kuin pienempi siprofloksasiini, mikä osaltaan selittää rifampisiinipellettien värin säilymisen vielä, 

kun tavoitteiden mukaan kaiken antibiootin pitäisi olla vapautunut. Tavoitteen mukaan TCP-pelletit 

vapauttaisivat kaiken antibiootin noin 12–24 viikossa, mutta kuten Ahola ym. (2011ab, 

käsikirjoitus) toteaa, tähän tavoitteeseen ei ole päästy, vaan antibiootteja vapautuu pellettityypistä 

riippuen vielä kahdenkymmenenkuuden viikon jälkeen. Aholan ym. (2011ab, käsikirjoitus) 

lääkevapautumiskokeiden mukaan trikalsiumfosfaatittomat pelletit vapauttavat antibioottinsa 

erittäin hitaasti, ja kunnollista vapautumista esiintyy siprofloksasiinipelleteillä vasta viiden ja 

rifampisiinipelleteillä yhdeksän hydrolyysiviikon kohdalla.  
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5.1.3 Massamuutokset  

 
Kuva 15A-B. Hajoamiskoesarjan märkä- ja kuivamassojen avulla laskettiin näytteiden massahäviöt sekä vesiabsorptiot 

kahdenkymmenen viikon ajalta. Kuvaajassa A on esitetty siprofloksasiinia ja kuvaajassa B rifampisiinia sisältäneiden 

pellettien massoissa tapahtuneet muutokset.  

 

Näytteiden märkä- ja kuivamassat punnittiin aina aikapisteiden päätyttyä, ja punnitustulosten 

avulla laskettiin näytekohtaiset vesiabsorptiot sekä näytteiden hydrolyysin aikana kärsimä 

massahäviö. Kuten kuvan 15A-B kuvaajista nähdään, vesiabsorption käyrät eivät kaarru yhtä 

kauniisti kuin massahäviötä kuvaavat, paitsi rifampisiinia sisältäneiden nollapellettien kohdalla 

(kuva 15B). Syy siihen, että β-trikalsiumfosfaattia sisältävien pellettien vesiabsorptio lähtee 

välittömään nousuun jo kahden hydrolyysiviikon kohdalla, löytyy todennäköisesti pellettien 

runsaan (50 tai 60 %) trikalsiumfosfaattimäärän aiheuttamasta huokoisuudesta sekä TCP:n 

hydrofiilisyydestä. Vaikka vesiabsorptiokäyrien muoto ei miellytä silmää, niin rifampisiini- kuin 

siprofloksasiinipellettien tapauksia verrattaessa TCP-pellettien vesiabsorptio- ja massahäviökäyrät 
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näyttävät kulkevan lähestulkoon täydellisesti tahdissa. Näistä 60 % TCP:a sisältävät pelletit 

näyttäisivät kirivän aina hieman 50 %:en pellettien edelle, mikä johtunee niiden rosoisen pinnan 

suuremmasta absorptiopinta-alasta sekä suuremmasta TCP-pitoisuudesta. Trikalsiumfosfaatittomat 

näytteet alkavat imeä vettä kunnolla vasta kuudennen (kuva 15A) ja kahdeksannen (kuva 15B) 

hydrolyysiviikon jälkeen, jolloin polymeeri alkaa hajota kiihtyvällä nopeudella. Tasaisesti alusta 

alkaen piirtyvät massahäviökäyrät kertovat polymeerin tasaisesta hajoamisnopeudesta.  

Trikalsiumfosfaatittomat siprofloksasiinipelletit saavuttavat trikalsiumfosfaattia sisältävät pelletit 

kahdeksassa viikossa massahäviössä sekä vesiabsorptiossa (kuva 15A), mutta alkuun niiden 

vesiabsorptio on paljon vähäisempää ja hajoaminen hitaampaa. Tilanne kuitenkin muuttuu kuuden 

viikon jälkeen, jolloin pellettien sisältämän polymeerin hajoaminen kiihtyy ja niiden massa alkaa 

pudota nopeammin. Eniten massaa menettivät kuitenkin trikalsiumfosfaatittomat 

rifampisiinipelletit, jotka menettivät lopulta yli 40 % alkuperäisestä massastaan (kuva 15B). 

Vastaava luku jää siprofloksasiinipellettien kohdalla hieman alle 25 %:iin. Kuvasta 14I nähdään, 

että kahdenkymmenen viikon kohdalla trikalsiumfosfaatittomien rifampisiinipellettien rakennekin 

on alkanut murentua, mikä voi olla osasyy myös lopun korkeaan vesiabsorptioon (lähes 40 %), sillä 

osiin hajonneita pellettejä oli vaikea kuivata kevyesti ennen märkämassapunnitusta samoin kuin 

koota kaikki samojen pellettien kappaleet yhteen punnituksessa.  

TCP-pellettien käyrät seuraavat niin rifampisiinin kuin siprofloksasiinin tapauksessa toisiaan 

lähestulkoon täydellisesti. Varsinkin pellettien massahäviöt kulkevat täsmälleen samoja uria, eikä 

eri antibioottia sisältävillä pelleteillä ole massan menetyksessään lainkaan merkittävää eroa. 

Massahäviö pysyy ensimmäiset kymmenen viikkoa alle kymmenen prosentin, eikä hajoamisnopeus 

muutu hydrolyysin lopussakaan, jolloin TCP-pellettien massahäviö jää noin 15 %:iin (kuva 15A-B). 

Sinällään tuloksessa on yllättävää, etteivät 50 % TCP:a sisältävät pelletit menetä massaansa hieman 

nopeammin kuin 60 % TCP:a sisältävät, sillä niiden polymeeripitoisuus on kuitenkin suurempi. 

Eroa ei kuitenkaan synny kymmenennen viikon jälkeenkään, jolloin trikalsiumfosfaatittomien 

pellettien polymeerin hajoaminen on jo kiihtynyt. Yhtäläisyydestä 60 % TCP:a sisältävien pellettien 

massahäviön kanssa voitaneen todeta, että joko polymeerin hajoamisnopeus ei vielä 

kahdenkymmenen viikon aikana riitä luomaan suurempaa eroa tai sitten suurehko TCP-määrä 

onnistuu suojelemaan polymeeriä nopealta hajoamiselta. Vesiabsorptiossa erot ovat hieman 

suuremmat, vaikka lopputilanteessa kaikki TCP-pelletit absorboivat noin 25–30 % massaansa 

verrattuina vettä. Sen sijaan kuuden viikon kohdalla siprofloksasiinipelletit absorboivat enemmän 

vettä, ja tähän asti niiden absorptiokäyrät ovat paljon jyrkempiä kuin rifampisiinipellettien 

tasaisemmin nousevat (kuva 15B). Kuitenkin vauhdikkaan alun jälkeen absorptionopeus tasaantuu 

(kuva 15A) ja muutokset loppuaikana ovat enää vähäisiä. Eräs outo ilmiö kaikissa 
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vesiabsorptiokäyrissä on kahdentoista viikon kohdalla tapahtuva notkahdus alaspäin, mikä voi 

johtua vaa’an toimintahäiriöstä, sillä seuraavassa aikapisteessä arvot ovat taas kohonneet.  

 

5.1.4 TGA-analyysit 

TGA:lla haluttiin tutkia polymeerin ja keraamin suhteen muutoksia hydrolyysisarjan aikana. 

Muutos johtuu varsinaisesti polymeerin poistumisesta sen hajotessa hydrolyysin vaikutuksesta, sillä 

kovempi TCP säilyy pidempään rakenteessa. Toivottavaa pellettien toimivuuden kannalta luumädän 

hoidossa olisi juuri, että antibiootit sekä polymeeri katoaisivat nopeammin kuin TCP, joka jäisi 

aloilleen pitkäksi aikaa edistämään osteogeneesia.  

 

 

Kuva 16A-C. TGA-polttokokeiden näytteiden välisiä eroja. A) Näytteet, joissa ei ollut TCP:a, paloivat täydellisesti, 

eikä keraamipannuun jäänyt jäljelle mitään. Sen sijaan B) näytteet, joissa oli TCP:a, paloivat polymeerin osalta, mutta 

TCP jäi hienoksi hiekaksi pannun pohjalle. Poikkeuksen tähän sääntöön tekivät C) näytteet, joissa oli TCP:a ja 

rifampisiinia. Näissä näytteissä TCP ei romahtanut kasaan polymeerin palaessa, vaan jäi suurin piirtein pelletin 

muotoon polton jälkeen. Vastaavaa ei esiintynyt muilla näytteillä.  

 

Pelleteistä analysoitiin vain 50 ja 60 % TCP:a sisältävät pelletit. Poltettaessa kaikki TCP-pelletit 

käyttäytyivät samaan tapaan, eli polton jälkeen massanmuutos oli tasoittunut ja jäljellä oli vain kasa 

TCP-jauhetta pannun pohjalla (kuva 16B). Ainoa poikkeus tähän olivat rifampisiinia sisältävät 

TCP-pelletit, joissa kuudennen viikon jälkeen TCP ei yllättäen enää romahtanut pannun pohjalle, 

vaan säilytti usein pelletin muodon (kuva 16C).   

Kuvan 17A-D diagrammeista nähdään, että oletusten mukaisesti hydrolyysin edetessä 

polymeerin osuus pelleteissä alkaa pienentyä ja TCP:n vastaavasti kasvaa. Näin ollen hydrolyysi ei 

kuluta tai kuluttaa paljon hitaammin TCP:a, mikä tukee toivetta TCP:n jäämisestä paikalleen 

polymeerin poistuttua. Samoin huomataan, että massanmuutos ei vielä kahdenkymmenen viikon 

jälkeen ole kovin massiivinen, vaan polymeerin hajoaminen tapahtuu suhteellisen maltillisesti. 

Kuitenkin polymeerin osuus on laskenut kaikissa tapauksissa noin neljänneksellä. Riippumatta siitä, 
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kuinka paljon TCP:a pelleteissä on, TCP:n massaosuus on kasvanut kaikissa 

kombinaatiotapauksissa 8-10 prosenttiyksikköä. Massojen muutos näyttäisi palkkien kasvun 

mukaan noudattavan suhteellisen tasaista ja lineaarista linjaa, joten voidaan olettaa, että mikäli 

hajoaminen ei kiihdy myöhemmin, polymeeri on täysin hajonnut 50 % TCP -pelleteistä noin 

kahdessa vuodessa ja 60 % TCP -pelleteistä reilussa puolessatoista vuodessa. Kuitenkin on 

mahdollista, ettei polymeerin hajoaminen vie näin kauan, sillä esimerkiksi fysiologiset olosuhteet 

voivat myöhemmin kiihdyttää polymeerin massaosuuden laskua.  

 

 

Kuva 17A-D. TGA-analyysit osoittavat, että kaikissa tapauksissa polymeerin määrä pelleteissä laskee hydrolyysin 

edetessä. Kuvaajissa on esitetty PLCL 70/30 -pelletit A) 50 % TCP + siprofloksasiini, B) 50 % TCP + rifampisiini, C) 

60 % TCP + siprofloksasiini sekä D) 60 % TCP + rifampisiini.  

 

Eri antibiootit eivät tuo eroja massamuutoksiin, joskin 50 % TCP -pelleteissä huomataan, että 

rifampisiinia sisältävien pellettien massasuhde näyttäisi kuvan 17A-B perusteella muuttuvan 

hieman vauhdikkaammin kuin vastaavien siprofloksasiinipellettien. Sen sijaan 60 % TCP -pellettien 

massasuhteet muuttuvat yhtä tasaisesti.  
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5.2 Fosfaatin vapautuminen  

Fosfaatin vapautumiskokeiden tulokset erosivat täysin odotetuista. Oletuksena oli ollut, että kun 

osana pellettejä oleva polymeeri alkaisi hajota noin viikon kymmenen tienoilla, trikalsiumfosfaatin 

hajoaminen nopeutuisi samalla ja fosfaatin vapautuminen puskuriin kiihtyisi. Tulokset osoittavat 

kuitenkin täysin päinvastaista.  

 

 

Kuva 18. Fosfaatin vapautumiskokeessa kumulatiivisesti vapautuneen fosfaatin prosentuaalinen osuus pellettien ja 

kontrollien sisältämästä kokonaisfosfaattimäärästä.  

 

Alusta alkaen odotusten mukaisesti eniten fosfaattia vapautui puhtaan TCP-jauheen näytteistä. 

Kuvasta 18 ei näy, mutta näidenkin näytteiden fosfaatin vapautuminen alkoi laskea yhdeksännen 

viikon tienoilla, jolloin muiden näytteiden fosfaatin vapautuminen alkoi hiljalleen nousta. Näistä 

pienimpien TCP-pitoisuuksien (10 ja 20 %) pellettien fosfaattilukemat lähtivät yllättäen kovimpaan 

nousuun (kuva 18). Suurimmasta osasta pelleteistä vapautui koesarjan aikana kuitenkin vain noin 

puoli prosenttia niiden sisältämästä kokonais-TCP-määrästä. Ainoastaan 10 % TCP:a sisältäneistä 

pelleteistä noin prosentti β-TCP:sta on hajonnut, eli vapautuneet fosfaattimäärät ovat olemattoman 

pieniä. Näihin mittauksiin täytyy suhtautua varauksella, sillä määrät ovat niin pieniä, että liikutaan 

helposti jo UV-spektrofotometrin mittaustarkkuuden suoritusrajoilla, jolloin laitteen taustakohinalla 

voi olla osansa vähäisten määrien ilmenemisessä.  

Noin viikon yhdeksän jälkeen jyrkimmin ja kaikista selvimmin nousuun lähti 10 % TCP:a 

sisältävien pellettien käyrä, vaikka mistään suurista fosfaattimääristä ei tässäkään puhuta. Nousuun 
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lähdettyään kyseinen käyrä ohitti jopa puhtaan TCP:n käyrän, mikä yllätti eniten. Seuraavaksi 

jyrkimmin pelleteistä nousi 20 % TCP:a sisältäneiden pellettien käyrä, jonka nousu oli paljon 

maltillisempaa, ja fosfaattimäärät olivat verrattavissa vapaan TCP-jauheen lukuihin. Viimeisinä 

nousuun lähtivät 35 ja 50 % TCP:a sisältävien pellettinäytteiden fosfaattikäyrät. Selvä järjestys 

näissä käyrissä näyttää kuitenkin olleen, että pienin TCP-määrä vapauttaa eniten ja suurin vähiten 

(kuva 18). Ainoastaan TCP-jauhenäytteet, joissa luonnollisesti oli eniten trikalsiumfosfaattia, eivät 

noudata tätä piirrettä. Alkuun oli arvioitu, että luonnollisesti eniten fosfaattia vapautuisi suurempien 

pitoisuuksien pelleteistä, mutta sen sijaan mitä enemmän TCP:a pelleteissä oli, sitä hitaammin niistä 

alkoi vapautua fosfaattia. Pienten TCP-pitoisuuksien pelleteissä valtaosa pelletistä koostuu 

polymeeristä, jonka kiihtyvä hajoaminen todennäköisesti altistaa pienet TCP-määrät tehokkaammin 

nestefaasille kuin tiivisrakenteisissa, isojen TCP-pitoisuuksien pelleteissä. Vapautuminen näyttäisi 

kaikkien näytteiden kohdalla tasaantuvan ja jopa laskevan hieman yhdeksännentoista viikon 

kohdalla. Näytteiden pH:ta tarkkailtiin koko ajan, ja kun arvot alkoivat laskea viikon yhdeksän 

tienoilla, arveltiin, että polymeerin hajoaminen on käynnistynyt ja happamat hajoamistuotteet 

laskevat puskurin pH:ta. Tällöin mittausväliä tihennettiin ensimmäisen kerran.  

 

5.3 Estorengaskokeet  

Reaaliaikaisella bioluminesenssimenetelmällä saatiin erittäin hyviä tuloksia pelleteistä 

vapautuvien antibioottien vaikutusten tarkkailuun bakteerikasvatuksissa. Tämäntapainen menetelmä 

on aivan uusi, ja kuvasta 19 nähdään, millaisia tuloksia pelkällä paljaalla silmällä on tähän asti voitu 

saada. Tuloksiin verrattaessa nähdään, että bakteerivasteet voivat olla erittäin monisyiset 

inhibitioalueen sisällä kuin miltä kuvasta näyttää. Tähän asti antibioottitehokkuutta on kuvannettu 

tähän tapaan pitämällä bakteerimaljaa tai -levyä esimerkiksi yön yli pelkästään laboratorion 

pöydällä ja tutkimalla aamulla tai tietyin aikavälein bakteerien kuolleisuutta antimikrobiaaliseen 

aineeseen kastetun objektin ympäriltä (Yim ym. 2007, Mesak ym. 2008, Al-Kassas & El-Khatib 

2009). Bioluminesenssikuvia on joissain tapauksissa käytetty tällöinkin, muttei reaaliaikaisesti.  

Ongelmia esiintyi lähinnä bakteerien luminesenssitasojen kontrolloinnissa sekä kuvaukseen 

itseensä liittyvissä seikoissa. Esimerkiksi koska kuvausaikaväli on sangen pitkä, usein kävi, että 

kuoppalevyjen kanteen kertyi keskelle neliskanttinen vesihöyrypilvi, joka selvästi heikensi 

luminesenssimittausta peittämältään alueelta. Tällaisia vesihöyrypilvien jättämiä jälkiä esiintyy 

lähestulkoon kaikissa tässä tutkielmassa käsiteltävissä luminesenssikuvissa. Lisäksi kuvausaika oli 

alkuun 24 tuntia, mutta aika muutettiin 16 tunniksi, jotta tuloksia voitaisiin pitää luotettavina. Yli 16 

tuntia kasvavien bakteerien luminesointiin vaikuttaa jo moni muukin asia kuin vain antibiootti. 
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Tummat rifampisiinipelletit näkyvät kaikissa kuvauksissa jatkuvasti tummina pisteinä ilman, että 

ilmiöön välttämättä mitenkään liittyi estorenkaan muodostumista. Ilmiö selittyy sillä, etteivät 

tummat pelletit emittoi valoa kuten valkeat siprofloksasiinit tai kontrollit, joten ne näkyvät kaikissa 

kuvissa tummina pisteinä. Vaaleammatkin pelletit näkyivät toisinaan tummina, mutta useimmiten 

ne peittyivät bakteerien luminesenssin alle.  

 

 

Kuva 19. Staphylococcus aureus sen jälkeen, kun altistuksesta viikon hydrolyysissä olleille siprofloksasiinipelleteille 

on kulunut reilut kuusitoista tuntia. Tämän tapaisia kuvia on aiemmin käytetty runsaasti tutkittaessa esimerkiksi 

antibioottien tehokkuutta bakteereihin. Selvä rengasmainen kuolleiden bakteerien jättämä tila on havaittavissa alarivillä 

olevissa antibioottipellettikuopissa pellettien ympärillä, kun taas altistuksen välttäneet bakteerit kasvavat ympärillä.  

 

5.3.1 Ongelmia bakteerien kasvatuksessa  

Staphylococcus aureus osoitti alusta alkaen olevansa vaikeimmin käsiteltävä bakteeri lähinnä 

siksi, että sitä oli vaikea saada luminesoimaan ja – silloin kun se tuotti luminesenssivaloa – saada 

sitä ylläpitämään valoaan paria tuntia pidempään. Kasvatettaessa LB-agarmaljalla S. aureuksen 

kohdalla käytettiin aluksi antibiootin (5 µg/ml erytromysiini) lisäksi 0,2 % glukoosia, mutta pian 

ensimmäisten kokeilukertojen jälkeen ilmeni, että glukoosin kanssa S. aureus kyllä kasvoi 

maljoilla, mutta pesäkkeet eivät luminesoineet. Näin ollen glukoosin ajateltiin estävän S. aureuksen 

luminesenssireaktiota, joten näissä maljoissa ei enää käytetty glukoosia. Luminesenssiefektin 

aikaansaaminen nestekasvatuksessa osoittautui myös hyvin ongelmalliseksi, ja S. aureus oli 

käytetyistä bakteereista huonoin luminesenssin tuottaja. Alkuun S. aureukselle sovellettiin samaa 

menetelmää kuin E. colille, ja sitä kasvatettiin yön yli (30 °C, 300 rpm) LB-nesteessä (ei glukoosia, 
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5 µg/ml erytromysiiniä). Tällöin aina mitattaessa aamulla luminesenssitaso saattoi 

parhaimmillaankin olla vain 4-6×10
5
 countsia, eli erittäin matala. Valmistettaessa tällaisesta 

kasvatuksesta kuvauslevyjä kasvatusta lisättiin aina 500 µl/ kuoppa, mutta näillä keinoilla 

luminesenssivaloa ei saatu luminesenssikameran alla esiin.  

Seuraavaksi huomattiin, että jos yön yli kasvaneen S. aureus -kasvatuksen valoi normaalisti 

kuvauslevylle ja laittoi levyn sen jäähdyttyä inkuboimaan kolmeksi tunniksi 37 °C:een, bakteerit 

alkoivat tuottaa luminesenssivaloa. Todennäköisesti bakteerit saavuttivat tällöin optimaalisen 

kasvutiheyden, jolloin niiden toisillensa aiheuttama stressi sai luminesenssigeenit aktivoitumaan. 

Tästä syystä kokeiltiin keinoa, jossa yön kasvatuksen jälkeen kasvatuksesta valmistettiin normaaliin 

tapaan kuvauslevy, paitsi että pellettejä ei laitettu kuoppien pohjille ennen pehmeän agar-bakteeri–

seoksen lisäämistä. Tämän jälkeen levy laitettiin inkuboimaan kolmeksi tunniksi 37 °C:seen, minkä 

jälkeen levyn luminesenssi tarkistettiin Xenogen-luminesenssikameralla (Caliper Life Sciences, 

USA/Saksa). Mikäli kuopat luminesoivat, pelletit lisättiin painamalla ne varovasti pehmeän 

agarkerroksen keskelle, ja levy laitettiin kuvaukseen. Menetelmä toimi pariin otteeseen, mutta sitä 

pidettiin kuitenkin huonona, koska se jätti paljon arvelun varaan, eikä onnistuminen ollut aina 

taattua. Joskus kolmenkin tunnin inkubaation jälkeen kuopat luminesoivat erittäin huonosti tai 

niiden luminesenssi vuoroin syttyi ja sammui kuvausten aikana. Lisäksi ei voitu olla varmoja, miten 

pellettien lisääminen vasta jälkikäteen vaikuttaisi antibiootin diffuusioon verrattuna niihin 

tapauksiin, joissa kuuma, pehmeä agar oli valettu suoraan pellettien päälle. Näin ollen keksittiin 

kokeilla hyvin stressivasteiseksi osoittautuneen S. aureuksen kanssa nopeaa kuuden tunnin 

kasvatusta, mikä osoittautui parhaaksi kasvatusmetodiksi, ja jota hyödyntämällä saatiin aikaiseksi 

tuloksissa näkyviä kuvia.  

Aluksi myös P. aeruginosalla koetettiin E. coliin sovellettuja kasvatusmenetelmiä ja levylle 

valamista, mutta kuten S. aureuksen tapauksessa, menetelmät eivät toimineet. Luminesoinnin 

epäonnistumisen ajateltiin johtuvan P. aeruginosan kohdalla pitkän kasvatuksen aiheuttamasta liian 

suuresta solutiheydestä. P. aeruginosaa kasvatettiin aina yön yli (30 °C, 300 rpm) LB-mediumissa 

(ei glukoosia, 1 mM IPTG, 10 µg/ml gentamysiiniä), ja aamulla mitattaessa luminesenssitaso saattoi 

olla vain noin 6,0×10
5
 countsia. Tästä syystä P. aeruginosalla koetettiin nuorentaa laimentamalla 

aamulla yön yli kasvanutta kasvatusta 1/50 ja antamalla sen kasvaa kolme tuntia (37 °C, 300 rpm). 

Tätä metodia käytettiin koko tutkimuksen ajan, sillä se nosti P. aeruginosan luminesenssitasoa 

selvästi.  
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5.3.2 Elektroporaatio S. epidermidikselle 

Staphylococcus epidermidiksen elektroporaatio osoittautui E. colia haastavammaksi, eikä se 

parin yrityskerran jälkeen onnistunut. Elektroporaatiokappaleessa ”4.4.7.1 Escherichia coli” 

kuvatulla menetelmällä, jolla plasmidi saatiin siirrettyä E. coliin, ei saatu tuloksia S. epidermidiksen 

kanssa. Lopulta käytettiin Schenkin & Laddagan (1992) julkaisemassa artikkelissa kuvattua 

metodia, jolla oli saatu tehokkaasti siirrettyä useita eri plasmideja varsinkin vaikeiden 

Staphylococcusten sisään. Keskeisimmiksi tekijöiksi elektroporaation onnistumisessa Schenk & 

Laddaga (1992) nostivat mm. kasvumediumin, elektrokompetenttien solujen valmistuksen, 

sähköpulssin aikavakion ja DNA:n määrän. Optimoimalla nämä parametrit kirjoittajat totesivat 

saaneensa yli 530-kertaisen tuloksen verrattuna muihin elektroporaatiomenetelmiin. Menetelmästä 

sovellettiin aluksi vain muutamia muutoksia ja kaikki muu säilytettiin ennallaan, sillä haluttiin 

tutkia, olisiko välttämätöntä valmistaa Schenkin & Laddagan (1992) ohjeiden mukaiset modifioidut 

mediumit, joita kirjoittajat pitävät onnistuneen, korkealaatuisen elektroporaation kulmakivinä. 

Koska kyseinen B2-mediumi erosi nyt käytetystä SOC-mediumista lähinnä NaCl- ja hiivauute -

pitoisuuksissa, päätettiin ensin yrittää ilman uutta mediumia. E. colin metodiin tehtiin vain pieniä 

koeasetelmamuutoksia, joista tärkeimpänä nostettu volttimäärä.  

Seuraavana päivänä elektroporaatiomaljoja tarkasteltaessa huomattiin, että peräjälkeen 

suoritetuista kahdesta elektroporaatiosta toisen maljaan oli ilmestynyt yksi pieni pesäke, joka 

luminesoi kuvattaessa Xenogen Vivo Vision IVIS
®
 Lumina

®
 -kameralla (Caliper Life Sciences, 

Saksa). Kokeen suorittaja innostui niin silminnähden onnistuneesta elektroporaatiosta, että 

valitettavasti unohti ottaa kyseisestä pesäkkeestä kuvan. Pesäkkeestä levitettiin kuitenkin kasvatus 

uudelle erytromysiinimaljalle, joka laitettiin kasvamaan 30 °C:ssa yön yli. Kuvasarjassa 20A-D on 

esitettynä kyseisen elektroporaatiomaljan pesäkkeestä tehty sekundaarimaljaus normaalivalossa 

(kuva 20A) sekä luminesenssivalossa (kuva 20B). Kuvasta 20B voitiin todeta, että elektroporaatio 

S. epidermidikselle oli onnistunut erittäin hyvin, ja että kyseessä todella on S. epidermidis. Tästä 

todistaa myös kuvasarjassa varsinaisten pesäkkeiden seassa esiintyvät pienet, jyvämäiset, valkeat 

pesäkepisteet, jotka ovat eräs Staphylococcus epidermidiksen muoto. Kuvan 20B pesäkkeitä 

käytettiin edelleen S. epidermidis -glyserolipreppien tekoon. Kuvissa 20C-D on lisäksi esitetty 

elektrokompetenttien solujen elinkelpoisuudesta ennen elektroporaatiota todistava maljaus niin 

ikään normaali- sekä luminesenssivalossa. Tällä haluttiin todistaa, että bakteerit olivat elossa ja 

hyväkuntoisia ennen elektroporaatiota, ja etteivät ne sisältäneet jo ennestään luminesoivaa, sekaan 

joutunutta bakteeria.  
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Kuva 20A-D. Staphylococcus epidermidiksen kolonnivertailussa nähdään, että elektroporaatio on onnistunut. Kuvissa 

elektroporaatiomalja A) normaalivalossa ja B) luminesenssivalossa, sekä elektrokompetentit solut ennen 

elektroporaation suoritusta C) normaalivalossa sekä D) luminesenssivalossa.  

 

5.3.3 β-Trikalsiumfosfaatti ei yksinään aiheuta estorenkaiden muodostusta  

Todennäköisesti sanottaessa, että β-trikalsiumfosfaattilla (β-TCP) on antimikrobiaalisia 

ominaisuuksia, tällä on tarkoitettu TCP:n kykyä estää bakteereita kasvamasta pinnallaan (Kalita ym. 

2007), eikä että sillä olisi kykyjä varsinaisesti tappaa patogeenejä. Kuitenkin tämän oletuksen tueksi 

TCP:n osuus kokeissa käytettyjen pellettien aiheuttamassa estorenkaiden muodostuksessa oli 

kumottava tai vähintäänkin osoitettava mitättömäksi. Tästä syystä suoritettiin koesarja, jossa 

kontrollipellettien avulla osoitettiin TCP:n kyky toimia näissä kokeissa antibioottipellettien tapaan 

olemattomaksi. Kokeessa käytettiin Staphylococcus epidermidistä, koska sen oli kokeissa todettu 

olevan erittäin hyvä luminesenssin ylläpitäjä, joka ei esimerkiksi Escherichia colin tapaan 
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yliluminesoi. Lisäksi kokeet siprofloksasiinilla ja rifampisiinilla olivat osoittaneet S. epidermidiksen 

sangen herkäksi antimikrobiaalisille aineille.  

 

 

Kuva 21A-H. Staphylococcus epidermidiksen avulla suoritettiin koesarja kontrollipelleteistä, jolla todennettiin, ettei 

kontrolleina käytettyjen pellettien sisältämä TCP aiheuta estorenkaiden muodostumista. Levy on esitetty kuvasarjana 

ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12 ja H) 14 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on käytetty pelkästä 

PLCL 70/30 -polymeeristä valmistettuja pellettejä, kun taas alarivillä käytettiin muissa estorengaskokeissa 

kontrollimateriaalina käytettyjä PLCL 70/30 + TCP 50 % -pellettejä.   

 

Kuvauksen aikana tapahtuneen laitetoimintavirheen vuoksi kamera oli lopettanut kuoppalevyn 

kuvauksen neljännentoista tunnin kohdalla, mutta tämän ajan katsottiin riittävän osoittamaan TCP:n 

mahdolliset bakteereita tappavat ominaisuudet. Kuten kuvasarjasta 21A-H silmämääräisesti 

nähdään, luminesenssivoimakkuus pellettien ympärillä pysyy samanlaisena ympäristöön verrattuna 

koko kuvauksen läpi. Sama todettiin tarkasteltaessa kuvaussarjan intensiteettitasoja kuvaavia 

graafeja. Alussa TCP-pellettien ympärillä esiintyvät kirkkaat punaiset pisteet aiheutuivat siitä, että 
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bakteerit ovat kertyneet kohtaamansa kiinteän kohteen seinämille tiheäksi populaatioksi, jonka 

luminesenssi on ympäristöään korkeampi. Saman ilmiön voidaan havaita esiintyvän kautta koko 

koesarjan kuvatun levyn kuoppien reunoilla, joissa bakteeritiheys on myös koholla muuhun 

kuoppaan verrattuna. Ilmiötä esiintyi kauttaaltaan muissakin koeasetelmissa, joten tätä ilmiötä ei 

pidetty merkkinä TCP:n vaikutuksesta bakteereihin. Kokeella todistettiin, ettei β-TCP:lla ole 

antibiootteihin verrattavia antimikrobiaalisia ominaisuuksia, eikä se ole voinut osallistua tässä 

tutkimuksessa estorenkaiden muodostukseen.  

 

5.3.4 Siprofloksasiinitestit 

Siprofloksasiini oli pelleteissä käytetyistä antibiooteista vahvin, joten sen tehokkuuden 

osoittaminen oli ehdottomasti yksi tärkeimmistä tavoitteista. Koska lääkevapautumiskokeiden 

(Ahola ym. 2011a, käsikirjoitus) mukaan siprofloksasiinia sisältävät pelletit vapauttavat aivan 

alussa suuren määrän antibioottia eräänlaisena purskahdusreaktiona (burst effect), niiden tehon niin 

sanotussa raakamuodossa odotettiin olevan bakteereihin kaikkein voimakkain. Myös 

hydrolyysipellettien tehoa bakteereihin testattiin, koska haluttiin tietää, kuinka hyvin pelletit 

tappavat vielä viikko asennuksen jälkeen ensimmäisestä antibioottiannoksesta selvinneitä 

bakteereita ja estävät siten vastustuskykyisten, taudin uusiutumista aiheuttavien bakteerien 

esiintymistä. Viikon hydrolyysin jälkeen Ahola ym. (2011a, käsikirjoitus) toteavat, että PLCL 70/30 

+ 50 % TCP + siprofloksasiini -pellettien lääkevapautuminen on alkanut tasaantua, joten tuloksissa 

haluttiin selvittää, olisiko tasaisemmalla vapautumisella eroa raakapellettien tehokkuuteen 

verrattuina.  

 

5.3.4.1 Escherichia coli 

Escherichia coli reagoi erittäin voimakkaasti siprofloksasiinin läsnäoloon raakapellettikokeissa, 

kuten kuvista 22A-I nähdään. Estorenkaan muodostus alkoi E. colille epätyypilliseen tapaan 

stressirenkaan muodostuksella jo ensimmäisten minuuttien aikana (kuva 22B), mutta stressialueen 

olemassaoloa kesti ainoastaan parin ensimmäisen tunnin ajan, minkä jälkeen nähtävissä kuvissa 

esiintyy vain estorenkaan kasvua. Tämä oli lähes ainoa kerta, kun E. coli reagoi antibiootin 

läsnäoloon stressaamalla. Pientä stressiä voidaan nähdä myös viikon hydrolyysin läpikäyneiden 

pellettien kuvasarjassa neljän tunnin kohdalla (kuva 23C), mutta tässä koesarjassa stressivaste 

kestää vain muutaman minuutin, eikä sitä ole huomioitu sen enempää. Ilmeisesti antibiootin 

vapautumisnopeus nostattaa ympäristön bakteereissa välittömästi metabolisen vastareaktion.  
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Kuva 22A-G. E. coli, siprofloksasiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, 

G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja alarivillä olevissa kuopissa on 

siprofloksasiinipelletit. 

 

Verrattaessa raakapellettejä ja hydrolyysipellettejä toisiinsa nähdään, kuinka raakapelletit 

tuottavat selvästi suuremmat ja luminesenssitasoltaan alhaisemmat estorenkaat kuudentoista tunnin 

aikana kuin hydrolyysipelletit. Estorenkaiden pinta-aloihin kertyy lopussa runsaasti eroa (kuva 

24A), mutta käyrät alkavat erota varsinaisesti vasta noin kahdeksan tunnin jälkeen, jolloin 

raakapellettien estorenkaat edelleen jatkavat kasvuaan hydrolyysipellettien estorenkaiden kasvun 

alkaessa tasoittua. Siprofloksasiini näyttää leviävän tarpeeksi nopeasti ja sen konsentraatio on 

tarpeeksi voimakas estämään jopa E. colille tyypillisen, hydrolyysipellettikuvissa kahdeksan tunnin 

kohdalla jo erottuvan (kuva 23D), estorenkaan ulkopuolisen bakteeripopulaation voimakkaan 

luminesoinnin. Raakapellettien tapauksessa siprofloksasiini näyttäisi leviävän kautta kuoppien koko 

pinta-alan, mikä estää vastaavan ilmiön esiintymisen. Ainoastaan kontrollien kohdalla aivan 
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viimeisten tuntien aikana bakteeripopulaatio alkaa saavuttaa yliluminesoinnin mittoja, joskin myös 

siprofloksasiinikuopissa pientä reunailmiötä voidaan nähdä jo 4-6 tunnin kohdalla (kuvat 22C-D). 

Viikon hydrolyysissä olleiden pellettien antamat tulokset ovat lähestulkoon identtisiä kaksi viikkoa 

hydrolyysissä olleiden pellettien estorenkaan ja vasteen muodostuksen kanssa, joten kahden viikon 

hydrolyysipellettien tuloksia ei esitetä tässä.  

 

 

Kuva 23A-G. E. coli, siprofloksasiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, 

D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja alarivillä 

olevissa kuopissa on siprofloksasiinipelletit. 

 

Koesarjojen valon intensiteettitasoja verrattaessa raakapelletit tappavat bakteereita selvästi 

tehokkaammin kuin viikon hydrolyysissä olleet. Kummankin koesarjan alkuluminesenssit ovat 

suhteellisen lähellä toisiaan, mutta intensiteettitaso laskee paljon alemmas raakapellettien kohdalla 

alkutilanteeseen verrattuna (liite 2, kuvat 1A-I), eikä ympäristön luminesenssi pääse vastaavasti 
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nousemaan yhtä korkeaksi kuin hydrolyysipellettien (liite 2, kuvat 2A-I), mikä johtuu estorenkaan 

nopeasta kasvusta. Raakapellettien osalta estorengas alkaa levitä niin nopeasti, että bakteerien 

luminesenssi jatkaa kasvuaan vain kuuteen tuntiin asti (liite 2, kuvat 1A-D), jolloin siprofloksasiini 

on jo ehtinyt diffundoitua jossain määrin ympäri koekuoppia ja sen vaikutus näkyy 

intensiteettitason tasaantuneena laskuna (liite 2, kuvat 1E-I). Hydrolyysipellettien tapauksessa 

estorengas ei saavuta kaikkia kuopan bakteereita, joiden luminesenssi räjähtää nousuun (liite 2, 

kuva 2E). Valotason nousu kuitenkin stabiloituu kahdeksan tunnin jälkeen. Myös estorenkaiden 

luminesenssi laskee koko ajan, mutta selvästi raakapellettejä maltillisemmin. Alhaisin intensiteetti 

pysyttelee pitkään samoissa lukemissa (liite 2, kuvat 2D-G), kunnes siprofloksasiinikonsentraatio 

näyttäisi nousevan entistä korkeammalle tai bakteerien puskurointikyky pettää (liite 2, kuvat 2H-I). 

Saman voi nähdä myös visuaalisesti kuvista 23F-I.  

 

 

Kuva 24A-B. Escherichia colin A) estorenkaiden pinta-alan ja B) stressirenkailla huomioidun pinta-alan kehitys 

siprofloksasiinikokeissa.  
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5.3.4.2 Staphylococcus aureus 

 

Kuva 25A-G. S.aureus, siprofloksasiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, 

G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa ovat kontrolleina käytetyt pelletit ja alarivillä olevissa kuopissa on 

siprofloksasiinipelletit. 

 

Staphylococcus aureus reagoi siprofloksasiinin läsnäoloon lähinnä stressivasteella, joskin 

kuoppalevyn tarkastelu normaalivalossa osoitti, että stressaantuneet populaatiot aina kuolivat, 

eivätkä suinkaan selviytyneet antibioottihyökkäyksestä (kuva 19). Sekä raaka- että viikon 

hydrolyysipellettien tapauksessa kahden tunnin kohdalla bakteerien ensireaktiot voidaan erottaa 

hyvin pienenä nousuna luminesenssissa. Raakapellettien kohdalla nopea siprofloksasiinin 

vapautuminen edistää stressirenkaan kasvua, ja kuvista 25A-I nähdään, että kasvu jatkuu 

kuudenteentoista tuntiin saakka, samoin kuin stressivasteen voimistuminen, joka saavuttaa 

voimakkaimmat piirteensä (punainen väri) kahdennentoista tunnin kohdalla (kuva 25G). Myös 

hydrolyysipellettien kohdalla voimakas luminesenssialue alkaa kasvaa samoihin aikoihin, mutta 
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muuten hydrolyysipellettien stressirenkaan kehitys on erittäin hidasta, ja kahden tunnin kohdalla 

näkyvä tilanne säilyy lähes muuttumattomana kahdeksan tuntia (kuvat 26B-E). Ilmeisesti 

siprofloksasiinin diffuusio pelleteistä on viikon hydrolyysin jäljiltä niin hidasta, että bakteerit 

pystyvät vastustamaan antibiootin vaikutuksia paljon pidempään kuin raakapellettien tapauksessa 

(kuva 27). Vasta kymmenen tunnin kohdalla (kuva 26F) antibioottikonsentraatio näyttää kasvavan, 

mikä johtaa stressirenkaan kasvuun (kuva 27) ja luminesenssin voimistumiseen. Eroa raaka- ja 

hydrolyysipellettien stressirenkaiden pinta-alojen välille muodostuu lopulta useampi neliösentti. 

Kaksi viikkoa hydrolyysissä olleet siprofloksasiinipelletit eivät enää tehonneet S. aureukseen (kuva 

27), joten kyseisen koesarjan tuloksia ei katsottu tarpeelliseksi raportoida tässä sen tarkemmin.  

 

 

Kuva 26A-G. S. aureus, siprofloksasiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 

4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn alarivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja ylärivillä 

olevissa kuopissa on siprofloksasiinipelletit. 
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Nollatilanteen eli alkuhetken voimakas luminesenssi on S. aureukselle tyypillinen ilmiö, jossa 

luminesenssin voimakkuus on ”lights up” -ilmiön vuoksi alkuun todellisuutta korkeammalla. Vasta 

bakteerien rauhoituttua ja totuttua uuteen ympäristöönsä niiden luminesenssitaso näkyy todellisena, 

mikä selittää kummankin koesarjan valon intensiteetin laskun kahden tunnin kohdalla (liite 2, kuvat 

3A-B ja 4A-B). Tästä hetkestä alkaen voidaan verrata stressirenkaiden kehitystä raaka- ja 

hydrolyysipellettien välillä. Raakapellettien tapauksessa kahden tunnin kohdalla pellettien ympärillä 

voidaan havaita valon intensiteettikuvaajassa pieni piikki, mutta muuten lukemat ovat vielä todella 

alhaiset. Vähitellen pelletin jättämän intensiteettiaukon ympärillä kohouma alkaa levetä ja korkean 

luminesenssin alue kasvaa indikoiden stressirenkaan kasvua. Kymmenen tunnin kohdalla bakteerien 

stressitaso saavuttaa huippunsa (liite 2, kuva 3F), ja neljäntoista sekä kuudentoista tunnin aikana 

stressirenkaan vaikutus on edennyt jo lähes kuoppien reunamiin saakka. Viikon hydrolyysissä 

olleiden pellettien kuvaajista nähdään, että korkein stressitaso saavutetaan hitaammin, vasta noin 

neljäntoista tunnin kohdalla (liite 2, kuva 4H), ja intensiteetin korkein kohta jää selvästi 

pienemmälle alueelle kuin raakapellettien kohdalla. Muutenkin stressirenkaat kehittyvät paljon 

hitaammin, sillä intensiteettitasot pysyvät samoina lähes kahdeksan tuntia, ennen kuin pientä kasvua 

voidaan nähdä ja kuoppien keskellä havaitaan ympäristöstä erottuva intensiteettikumpu kymmenen 

tunnin tienoilla (liite 2, kuva 4F). Suurin piirtein saman alueen intensiteetti kasvaa vielä hieman, 

mutta samanlaista vyöhykettä kuin raakapellettien kohdalla ei synny. Kaiken kaikkiaan 

siprofloksasiini näyttää tehoavan S. aureukseen oikein hyvin.  

 

 

Kuva 27. Staphylococcus aureuksen stressirenkaiden pinta-alan kehitys siprofloksasiinikokeissa.  
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5.3.4.3 Staphylococcus epidermidis  

 

Kuva 28A-G. S. epidermidis, siprofloksasiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, 

F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja alarivillä olevissa 

kuopissa on siprofloksasiinipelletit. 

 

Staphylococcus epidermidis reagoi ainoana bakteerina erittäin voimakkaasti niin 

raakapelletteihin kuin viikon hydrolyysissä olleisiin. Tämä on hyvä, mikäli ajatellaan, että S. 

epidermidis on yksi luumädän vaikeimmista patogeeneistä, joskin sen patogeeninen luonne 

perustuu biofilmien muodostukseen, mitä tässä koesarjassa ei matkittu. Eroja raakapellettien ja 

hydrolyysissä olleiden pellettien käytön välille ei kunnolla muodostunut, sillä estorenkaat kasvoivat 

suurin piirtein samaa tahtia. Kuvasta 30A nähdään, että estorenkaiden pinta-aloissa ei esiinny suuria 

eroja, joskin pinta-alojen kasvun tasaisuudessa voidaan havaita poikkeamia. Vähäisiä eroja 

koesarjojen välillä nähdään vain intensiteettikuvaajien kehityksessä (liite 2, kuvat 5A-I ja 6A-I), 
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stressivasteissa sekä estorenkaiden väriskaalan vaihtelussa. Hydrolyysissä olleiden pellettien 

kohdalla alhainen siprofloksasiinikonsentraatiovyöhyke säilyy pidempään kuin raakapellettien 

kohdalla, mistä syystä paksu stressivyö estorenkaan ympärillä säilyy usean tunnin ajan ennen 

laantumistaan loppupisteessä (kuvat 29F-I). Vastaavasti raakapelleteissä stressivyö kehittyy ja 

paksuuntuu jo ennen kahdeksatta tuntia, mutta ei pysy kauan yllä nopeasti nousevan, S. 

epidermidikselle haitallisen siprofloksasiinikonsentraation vuoksi (kuvat 28D-F), vaan sulautuu 

osaksi estorengasta. Kuitenkin jos stressirenkaat huomioidaan estorenkaiden pinta-alojen laskussa 

(kuva 30B) eroja ei pahemmin havaita, vaan vaikutukset ovat yhtä tehokkaita.  

 

 

Kuva 29A-G. S. epidermidis, siprofloksasiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 

2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja 

alarivillä olevissa kuopissa on siprofloksasiinipelletit. 
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Kuvista 28G-I ja 29G-I nähdään, että raakapelletit, vaikka eivät estorenkaan pinta-alan suhteen 

juurikaan eroa hydrolyysipelleteistä, tappavat selvästi tehokkaammin laajalta alueelta patogeenejä 

kuin hydrolyysissä olleet. Kuvista nähdään, että raakapellettien estorenkaat ovat kauttaaltaan 

tummia, kun taas hydrolyysipellettien estorenkaisiin jää reunoihin paksu, vihreä vyöhyke, jolta 

bakteerit eivät siis ole kuolleet yhtä nopeasti, vaan tekevät vielä kuolemaa. Hydrolyysissä olleiden 

pellettien siprofloksasiinimäärä ei ole riittänyt konsentraation yhtä tehokkaaseen nostoon kuin 

raakapellettien, mutta positiivista on kuitenkin, että ero näiden kokeiden välillä on suhteellisen 

pieni. Näin ollen jo viikon leikkaushaavassa olleiden siprofloksasiinipellettien voidaan katsoa 

pystyvän pitämään ainakin S. epidermidiksen kannan kurissa. Kaksi viikkoa hydrolyysissä olleet 

pelletit antavat niin ikään yhtenevät tulokset viikon hydrolyysissä olleiden kanssa, joten niiden 

tuloksia ei ole esitetty.  

 

 

Kuva 30A-B. Staphylococcus epidermidiksen A) estorenkaiden pinta-alan ja B) stressirenkailla huomioidun pinta-alan 

kehitys siprofloksasiinikokeissa.  
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Valon intensiteettejä tutkittaessa suuria eroja raaka- ja hydrolyysipellettien aiheuttamissa esto- 

tai stressirenkaiden muodostumisissa ei nähdä, vaan kummassakin tapauksessa neljän tunnin 

kohdalla pellettiaukon kohdalla havaitaan pientä intensiteettikuopan muodostusta sekä 

stressimuurin intensiteetin nousun alkua kuopan ympärillä (liite 2, kuvat 5C ja 6C). Suurimmat erot 

ovat estorenkaiden rajoille jäävän alueen luminesenssitasoissa varsinkin lopussa, jolloin 

raakapellettien estorenkaan alue on suurin piirtein yhtä kuollutta, kun taas hydrolyysipellettien 

estorenkaan reuna-alueet ovat vielä taistelevien, hitaasti kuolevien bakteerien aluetta (liite 2, kuvat 

5I ja 6I).  

 

5.3.4.4 Pseudomonas aeruginosa 

 

Kuva 31A-G. P. aeruginosa, siprofloksasiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, 

F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja alarivillä olevissa 

kuopissa on siprofloksasiinipelletit.  
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Pseudomonas aeruginosa tarjosi todennäköisesti kaikkein mielenkiintoisimman vasteen 

siprofloksasiinille. Päällimmäisenä koeasetteluista voidaan erottaa, kuinka hyvinkin nopeasti alun 

jälkeen kontrollikuoppien luminesenssi sammuu samoin kuin antibioottipellettikuoppien 

antibiooteille altistumattomien alueiden. Kontrollikuopissa myöhemmin erotettava valo on 

ainoastaan näytekuopista leviävää heijastusta, eikä suinkaan kontrollien valontuoton heräämistä. 

Antibioottipellettikuopissa luminesenssi herää uudestaan henkiin esto- ja stressirenkaiden levitessä 

keskustasta kohti reunoja.  

 

 

Kuva 32A-G. P. aeruginosa, siprofloksasiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 

2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja 

alarivillä olevissa kuopissa on siprofloksasiinipelletit. 
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Huomionarvoista on, että P. aeruginosa käyttäytyi vastaavasti aina, kun se altistettiin 

siprofloksasiinipelleteille. Kyseessä on erittäin voimakas quorum sensing -ilmiö, jonka seurauksena 

altistukselta toistaiseksi turvassa olevat bakteerit menettävät luminesointikykynsä. P. aeruginosalla 

on todettu olevan erittäin hyvä quorum sensing -systeemi, joka ohjaa monia kyseisen bakteerin 

populaatioiden toimintoja. Todennäköisesti vastaavanlainen quorum sensing -systeemi on 

linkittynyt nyt tässä tapauksessa luminesenssigeenien säätelyyn, ja siprofloksasiinille altistuminen 

aiheuttaa bakteereissa sellaisen feromonin tuoton, joka inaktivoi lux-operonin. Bakteerit viestittävät 

feromonin avulla toisilleen suuren ympäristöstressitekijän ja toksiinin läsnäolosta, eli varoittavat 

toisiaan. Feromonit leviävät aerosolien tapaan ilmassa, joten kuoppalevyissä oleva ilmarako 

kontrollien sekä antibioottikuoppien välillä aiheuttaa kontrollikuoppien sammumisen. Paljon 

energiaa kuluttavan luminesenssireaktion sammuttaminen on hyvä keino säästää energiaa, jos 

vastaan on tulossa mahdollisesti myrkyllinen aine. Syynä luminesenssin uudelleensyttymiseen on 

todennäköisesti siprofloksasiinin konsentraation kasvaminen niin suureksi, että feromonin ylimäärä 

riittää aktivoimaan lux-operonin uudelleen. Käynnistymisen voi aiheuttaa myös tilanne, jossa 

bakteeri sammuttaa joitain tärkeitä säätelymekanismejaan kamppaillessa hengestään, jolloin 

luminesoinnin esto loppuu. Siprofloksasiini voi muistuttaa rakenteeltaan tällaista feromonia tai 

kyseessä on vahvan antibiootin aiheuttama reaktio P. aeruginosassa.  

P. aeruginosa kehitti kieltämättä koko koesarjan suurimmat ja selkeimmät stressirenkaat, jotka 

paksuuntuivat yleensä loppua kohden huomattavasti. Näistä renkaista voitaneen päätellä, kuinka 

suurella alueella P. aeruginosa pystyy vastustamaan siprofloksasiinin vaikutusta, eli kuinka suurella 

alueella konsentraatio on vielä riittämätön tappamaan bakteereita lopullisesti. Kuten S. aureuksen 

kohdalla, myös P. aeruginosan stressirenkaat kuuluvat selvästi rajattavissa olevien estorenkaiden 

alueisiin, eli myös niiden alueelta bakteerit tulevat kuolemaan. Ne edustavat kuitenkin vahvaa 

etuvartiota vielä elävien ja jo kuolleiden bakteerien välillä ja kertovat, kuinka pitkään bakteerit 

jaksavat vielä taistella vastaan estorenkaiden reunamilla. Tämäkin kertoo, kuinka huonot seuraukset 

liian aikaisin lopetettavalla antibioottiterapialla olisi, sillä tältä alueelta selvinnyt bakteeri saattaa 

olla jo edellisiä resistentimpi siprofloksasiinihoidolle.  

Paksuimmiksi ja suurimmiksi stressirenkaat kasvavat raakapellettien kuvasarjassa (kuvat 31A-I), 

mikä kertoo siprofloksasiinin laajasta diffuusiosta kautta kuoppien ja että konsentraatiohaitari on 

kuitenkin kohtuullisen suuri vielä estorenkaiden ulkopuolella. Viikon hydrolyysissä olleiden 

pellettien stressirenkaat jäävät ohuemmiksi (kuvat 32A-I), mikä johtunee vähäisemmästä 

vapautuneesta siprofloksasiinimäärästä, jolloin myös konsentraatiohaitari jää heikommaksi. 

Konsentraatioerojen vyöhykemäisyydestä kertoo myös estorengasalueen jakautuminen selvästi 

kahteen luminesenssiltään eroavaan renkaaseen (kuvat 32D-I), joissa keskimmäisen konsentraatio 



100 
 

riittää selvästi tappamaan bakteerit välittömästi, kun taas ulommas siirryttäessä bakteerien kuolema 

on selvästi hitaampaa. Raakapellettien esto- ja stressirenkaat kasvavat myös reilusti isommiksi 

(kuvat 31A-B ja 33A-B) kuin hydrolyysipellettien kohdalla, ja estorengasalueet ovat yhtenäisempiä 

luminesenssiltaan (kuvat 31D-I). Tappava siprofloksasiinikonsentraatio kehittyy selvästi 

raakapellettejä käytettäessä nopeammin kuin hydrolyysipellettien kohdalla, mikä näkyy myös 

estorenkaiden pinta-alojen erona kuvassa 33A, jossa estorenkaiden kasvu on hyvin tasaista. 

Notkahdus reilun neljän tunnin kohdalla johtuu stressirenkaiden aktivaatiosta (kuva 33B), mikä 

muutti näiden kahden alueen rajan määrityksen alkuun vaikeaksi. Kahden viikon 

hydrolyysipellettien tulokset vastaavat jälleen viikon hydrolyysissä olleiden pellettien tuloksia, eikä 

niitä esitetä tässä.  

 

 

Kuva 33A-B. Pseudomonas aeruginosan A) estorenkaiden pinta-alan ja B) stressirenkailla huomioidun pinta-alan 

kehitys siprofloksasiinikokeissa.  

 

Tutkittaessa valon intensiteetin muutoksia antibioottipellettikuopissa voidaan nähdä samanlaiset 

reaktiot kummassakin siprofloksasiinikokeessa, joskin hieman hidastetussa tahdissa 
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hydrolyysipellettien kohdalla. Raakapellettien kohdalla estorenkaiden alueella intensiteetin 

voimakas lasku tapahtuu leveämmällä alueella (liite 2, kuva 7I) kuin hydrolyysipellettien (liite 2, 

kuva 8I), ja raakapellettikokeen stressirenkaat yltävät leveämmälle (kuva 33B) sekä korkeampiin 

luminesenssilukemiin. Hydrolyysipellettien koesarjassa bakteerien luminesenssi laskee alussa 

nopeammin ja paljon alemmas kuin raakapellettien tapauksessa (liite 2, kuvat 7B ja 8B), mikä kielii 

siprofloksasiinikonsentraation hitaasta kehityksestä P. aeruginosalle haitalliseksi. Siprofloksasiini 

on kuitenkin erittäin tehokas P. aeruginosaa vastaan vielä viikon hydrolyysin jälkeenkin, vaikka 

tällöin bakteerien tehokas eliminointi kestää pelleteiltä kauemmin.  

 

5.3.5 Rifampisiinitestit   

Rifampisiinin ei odotettu tehoavan yhtä voimakkaasti bakteereihin kuin siprofloksasiinin, ja sen 

on tarkoitus olla sekundaariantibiootti, joka huolehtii vastustuskykyisten bakteerien muodostumisen 

estämisestä. Kuitenkin sen tehoa yksinään haluttiin tutkia, sillä vaikka hoitotilanteessa 

siprofloksasiinialtistus heikentäisi bakteereita, olisi erittäin huono idea altistaa niitä tehottomalle 

antibiootille, joka voisi lisätä niiden vastustuskykyä. Tällaisesta voisi aiheutua pulmia myös 

siprofloksasiinihoidolle.  

Rifampisiini diffundoitui todennäköisesti siprofloksasiinia hitaammin niin agarissa kuin ulos 

pelleteistä, sillä sen molekyylikoko on paljon suurempi. Aholan ym. (2011b, käsikirjoitus) mukaan 

rifampisiinipelletit vapauttavat antibioottinsa paljon hitaammin kuin siprofloksasiinipelletit, mutta 

kuitenkin viikon hydrolyysin kuluttua suhteellisen tasaiseen tahtiin. Tummat rifampisiinipelletit 

näkyivät poikkeuksetta kaikissa estorengaskokeissa kokoa ajan ympäristöään mustempina pisteinä, 

mikä aiheutui ennemminkin niiden valoa heijastamattomasta ulkomuodosta sekä tummasta väristä 

kuin antibiootin aiheuttamasta estorenkaan muodostumisesta. Rifampisiinilla ei yksinään saatu 

aikaiseksi yhtä vahvoja tai halkaisijaltaan suuria estorenkaita kuin siprofloksasiinilla, mutta sen 

osoitettiin kuitenkin tehoavan tietyssä mittakaavassa pahimpiinkin patogeeneihin, joskaan tulosten 

perusteella rifampisiinipellettejä ei koskaan tulisi käyttää yksinään luumädän hoitoon. Kaksi 

viikkoa hydrolyysissa olleiden rifampisiinipellettien tuloksia ei esitetä tässä, koska ne vastaavat 

tuloksillaan täsmälleen tai huonommin viikon hydrolyysissa olleiden tuloksia.  

 

5.3.5.1 Escherichia coli 

Escherichia coli oli Pseudomonas aeruginosan lisäksi ainoa bakteeri, joka ei vastannut 

rifampisiiniin missään vaiheessa stressillä, tai ainakin stressirenkailla oli tapana välittömästi hukkua 

ympäröivien bakteerien voimakkaan luminesenssin alle. Tyypilliseen tapaansa käytetyistä 
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bakteereista voimakkaimpana luminesenssin tuottajana antibiooteille altistumaton E. coli tuotti 

myös rifampisiinikokeissa vahvat, runsaasti valoa tuottavat populaatiot estorenkaiden ympärille ja 

kontrollikuoppiin, kuten kuvasarjasta 35A-I nähdään. Raakapellettien tapauksessa vastaavanlaista 

ilmiötä ei jostain syystä ainoana poikkeuksena koko tutkimuksen aikana nähdä, joskin reaktio alkaa 

selvästi herätä 10-12 tunnin tietämillä (kuvat 34F-G).  

 

 

Kuva 34A-G. E. coli, rifampisiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 

12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja alarivillä olevissa kuopissa on 

rifampisiinipelletit. 
 

Vaikka raakapellettikuvissa voidaan nähdä rifampisiinipellettikuopissa joko liikkeestä tai pinnan 

epätasaisuuksista kuoppalevyjä valettaessa aiheutuneita estorenkaiden lieskoja, kuvasarja on 

luminesenssiltaan selvästi tasaisempaa kautta koko sarjan verrattuna viikon hydrolyysin 

läpikäyneiden pellettien kuvasarjan luminesenssitasoon, joka vaihtelee suuresti kuvauksen aikana 
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(kuvat 35A-I). Hydrolyysipellettien kuopille tavallista on varsinkin luminesenssin asteittainen 

sammuminen ja yhtä vaiheittainen kasvu alkaen kuoppien reunoilta, joihin suurimmat 

bakteeripopulaatiot ovat kasaantuneet. Ainoastaan rifampisiinipellettien ympärillä säilyy jatkuvasti 

pieni estorengasalue. Kuitenkin selvästi nähdään, että viikon hydrolyysin jälkeen vapautuva 

rifampisiinimäärä, vaikka selvästi riittää pienen estorenkaan indusoimiseen, ei enää tuota kuin hädin 

tuskin puolet siitä vasteesta, mitä raakapelleteistä vapautuva rifampisiinimäärä (kuva 36). 

Raakapellettien kohdalla alun vapautuva rifampisiinimäärä kasvattaa kahden tunnin kohdalla 

räjähdysmäisesti estorenkaiden kokoa, mutta tähän piikkiin rifampisiinin tehon nousu näyttää myös 

päättyvän (kuva 36).  

 

 

Kuva 35A-G. E. coli, rifampisiinipelletit (1vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, 

E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja alarivillä olevissa 

kuopissa on rifampisiinipelletit. 
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Valon intensiteettitasoja tutkittaessakin nähdään selvä ero raakapellettien vaikutuksessa 

valontuottoon verrattuna viikon hydrolyysissä olleisiin. Kymmenenteen tuntiin asti 

hydrolyysipelletit aiheuttavat ympärillään romahdusta luminesenssitasoissa (liite 2, kuvat 10A-F), 

mutta sen jälkeen estorengas ei enää kasva (kuva 36), ja vain ympäristön luminesenssitaso muuttuu. 

Myöskään laskeva intensiteettialue ei levene alkuperäisestä tilanteestaan kuin hieman, ja 

intensiteettialueen leventyminenkin päättyy kymmenennen tunnin kohdalla. Raakapellettien 

tuottaman estorenkaan pinta-ala kasvaa erittäin nopeasti (kuva 36), mikä johtunee 

rifampisiinipellettien alkupurskahduksesta (burst effect), eli tilanteesta, jossa antibioottia vapautuu 

aluksi kerralla suuria määriä. Tästä syystä valon intensiteetit muuttuvat raakapellettien kohdalla jo 

neljän tunnin kohdalla erittäin paljon, joskin saavutettu intensiteettialue ei juuri enää muutu 

leveydeltään, vaan ainoastaan voimakkuudeltaan (liite 2, kuvat 9C-I). Muodostuneilla 

estorengasalueilla E. colin luminesenssi-intensiteetti laskee lähes olemattomaksi (liite 2, kuva 9I). 

Myös kuvista 34C-I nähdään, kuinka tummaksi altistuneen alueen valontuotto käy, mikä on selvä 

merkki bakteerien massakuolemasta. Aivan vastaavaan ilmiöön ei päästä viikon hydrolyysissä 

olleilla pelleteillä, joiden intensiteetit eivät laske näin alas (liite 2, kuva 10I), mutta kuitenkin 

riittävästi aiheuttamaan bakteerien heikentymisen ja todennäköisesti lopputaistelussa varman 

solukuoleman. Kokeista voidaan päätellä, että rifampisiini tehoaa runsaina määrinä hyvin E. coliin, 

mutta pienten määrien vaikutusalue jää laihaksi.  

 

 

Kuva 36. Escherichia colin estorenkaiden pinta-alan kehitys rifampisiinipellettikokeissa. Merkittävää stressirenkaiden 

kehitystä ei E. colin kohdalla havaittu hydrolyysin jälkeen.  
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5.3.5.2 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureuksen reaktioita rifampisiiniin oli kohtalaisen vaikea tulkita. Kuitenkin 

näyttää siltä, että kaiken kaikkiaan pelkkä rifampisiini on suhteellisen tehokas pahamaineista S. 

aureusta vastaan, joskin on muistettava, että reaktiot ovat aina kantakohtaisia.  

 

 

Kuva 37A-G. S. aureus, rifampisiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 

12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja alarivillä olevissa kuopissa on 

rifampisiinipelletit. 
 

Silmämääräisesti luminesenssikuvia tutkittaessa mitään vastaavaa estorenkaan muodostusta kuin 

toisilla bakteereilla ei S. aureuksen tapauksessa voida havaita, eikä S. aureus reagoi rifampisiiniin 

alkuun vastaavilla vahvoilla stressivasteilla kuin siprofloksasiiniin. Selkeimmin estorenkaan 

muodostusta voidaan havaita viikon hydrolyysin läpikäyneiden pellettien kohdalla, jolloin kuvissa 
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erotetaan selkeästi jo kahden tunnin kohdalla (kuva 38B) S. aureuksen stressirengas, joka jatkaa 

kasvuaan koesarjan loppuun saakka. Kahdeksan tunnin kohdalla stressirengas alkaa erottua myös 

estorenkaaksi, joka myös laajenee loppuun asti ja jonka intensiteetti muuttuu vielä kuudentoista 

tunnin kohdalla (liite 2, kuva 12H-I) luminesenssin värin alkaessa muuttua estorenkaan keskustassa 

tummemmaksi (kuva 38I). Tämä kertoo bakteerien hitaasti kiihtyvästä kuolemasta. Vahva 

stressirenkaan muodostus johtunee pienten rifampisiinikonsentraatioiden nostattamasta 

voimakkaasta puolustusvasteesta.  

 

 

Kuva 38A-G. S. aureus, rifampisiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, 

D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja alarivillä 

olevissa kuopissa on rifampisiinipelletit. 

 

Raakapellettien tulokset ovat vaikeasti tulkittavia, sillä niistä saadut kuvat poikkeavat täysin S. 

aureuksen käyttäytymisestä aikaisemmissa tilanteissa. Kahden tunnin kohdalla (kuva 37B) 
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havaitaan estorenkaan muodostumista, joskin kuoppalevyä valettaessa on täytynyt tapahtua pientä 

liikettä tai alusta on ollut epätasainen, mikä on aiheuttanut estorenkaiden vääristymät ja 

lieskamaiset ulokkeet. Kuuden tunnin kohdalla renkaat ovat jo kasvaneet lähes kuopat kattaviksi, ja 

kahdeksan tunnin kohdalla leviäminen näyttäisi kattavan koko kuoppapinta-alan (kuva 39A-B).  

 

 

Kuva 39A-B. Staphylococcus aureuksen A) estorenkaiden pinta-alan ja B) stressirenkailla huomioidun pinta-alan 

kehitys rifampisiinipellettikokeissa.  

 

Tilanne säilyy tästä eteenpäin täysin muuttumattomana, niin luminesenssikuvia (kuvat 37E-I) kuin 

intensiteettikäyriä (liite 2, kuvat 11E-I) katsottaessa. Näiden kuvien perusteella vaikuttaa siltä, että 

raakarifampisiinipelleteistä kyllä leviää rifampisiinia tarpeeksi kattamaan kuopat kauttaaltaan, 

mutta bakteerien vaste on odottamaton. Yleensä stressivasteella reagoiva S. aureus ei osoita 

merkkejä stressistä, vaan säilyttää tasaisen valoreaktionsa loppuun asti. Ilmiötä on vaikea selittää, 

mutta todennäköisesti rifampisiinikonsentraatio kasvaa tarpeeksi tasaista tahtia, jossa konsentraatio 

ei uhkaa bakteerien henkeä niin paljon, että ne aktivoisivat stressivasteensa. Syynä voi olla myös, 
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etteivät bakteerit ehdi aktivoida vasteita leviävän rifampisiinin alta. Ne kuitenkin selkeästi 

havaitsevat stressitekijän eli antibiootin läsnäolon, sillä rifampisiinipellettikuoppien luminesenssi 

säilyy kautta koesarjan korkeampana kuin kontrollikuoppien. Paljaalla silmällä kuoppalevyjä 

katsottaessa raakapellettikokeessa rifampisiinikuoppien bakteerikasvusto oli selvästi kärsinyt 

rifampisiinista. Samoin viikon hydrolyysin kuoppalevyssä stressirenkaan ja estorenkaan alueelle oli 

samoin muodostunut kirkas keskus samean ympäristön vastapainoksi, joten rifampisiini selvästi 

tehoaa S. aureukseen. Kuitenkin tehon suuruudesta voidaan olla montaa eri mieltä, sillä 

luminesenssitasoissa ei tapahdu niin suuria muutoksia, että bakteerien voitaisiin varmuudella sanoa 

kuolevan.  

 

5.3.5.3 Staphylococcus epidermidis  

 

Kuva 40A-B. Staphylococcus epidermidiksen A) estorenkaiden pinta-alan ja B) stressirenkailla huomioidun pinta-alan 

kehitys rifampisiinipellettikokeissa.  
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Kuva 41A-G. S. epidermidis, rifampisiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 

10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja alarivillä olevissa kuopissa 

on rifampisiinipelletit.  
 

Staphylococcus epidermidis muodosti E. colin jälkeen kaikkein voimakkaimmin estorenkaita 

rifampisiinin läsnä ollessa. Raakapellettien kohdalla vasteenmuodostusta havaitaan neljän tunnin 

kohdalla (kuva 41C), jolloin estorenkaan reunat alkavat levitä ja stressirengas alkaa hahmottua 

antibioottipellettien ympärille. Estorenkaan koko saavuttaa maksiminsa kymmenen tunnin tienoilla 

(kuva 41F), minkä jälkeen estorenkaan pinta-ala (kuva 40A), intensiteetti (liite 2, kuvat 13F-I) ja 

stressivaste (kuva 40B) pysyvät muuttumattomina. Verrattuna viikon hydrolyysissä olleisiin 

pelletteihin, raakapellettien aiheuttama estorenkaan muodostuskapasiteetti oli suurempi. Kuten 

kuvista 40A-B voidaan nähdä, viikon hydrolyysin jälkeen pelleteistä vapautuva rifampisiinimäärä ei 

tuota suurta estorengasta. Estorengas saavuttaa jo ensimmäisten tuntien aikana maksimikokonsa, 

eikä koko koesarjan aikana vapautuva rifampisiinimäärä riitä kasvattamaan sitä (kuvat 42D-I). Näin 
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ollen viikon hydrolyysissä olleiden rifampisiinipellettien tehokkuus S. epidermidiksen kohdalla 

rajoittuu vastaavasti kuten E. colin kohdalla noin neliösentin kokoiselle alueelle.  

 

 

Kuva 42A-G. S. epidermidis, rifampisiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 

4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Bakteerit eivät ole levinneet tasaisesti kaikkien kuoppien reunoille, 

mistä johtuu kuoppien oikean reunan varjomainen olotila. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja 

alarivillä olevissa kuopissa on rifampisiinipelletit.  

 

Valon intensiteetin kuvaajat eivät viikon hydrolyysin kohdalla juurikaan muutu kuuden tunnin 

jälkeen (liite 2, kuvat 14D-I), joten voidaan sanoa, että kuudenteen tuntiin asti pelleteistä 

vapautuvalla rifampisiinimäärällä viikon hydrolyysin jälkeen on merkitystä S. epidermidikselle, 

mutta että sen jälkeen vapautuvat rifampisiinimäärät eivät diffundoidu pidemmälle tarpeeksi suurina 

määrinä. Raakapelleteistä sen sijaan vapautuu vielä kymmenennen tunnin kohdalla määriä, jotka 

vaikuttavat bakteerien valon tuottoon (kuva 41F-I). Raakapellettien estorenkaat ovat väriltään 



111 
 

erittäin tummia, eli rifampisiinikonsentraatio on laajalla alueella suurempi kuin hydrolyysipellettien 

kohdalla. Hydrolyysipelleteistä rifampisiini ei enää joko diffundoidu tehokkaasti tai vapautuva 

konsentraatio ei kykene voittamaan S. epidermiksen puolustusmekanismeja, jolloin estorengas jää 

mitättömäksi. Raakapellettien tuottama estorenkaan kasvu on ensimmäisten kahdeksan tunnin ajan 

nopeaa, kunnes vauhti hiipuu ja loppuu lähes tyystin (kuva 40A-B). Kummassakin tapauksessa 

estorenkaiden ympäristö jatkaa muuttumistaan, mikä on normaalia bakteereille, jotka eivät koe 

olevansa alttiina millekään ympäröivälle uhalle. Rifampisiini ei aiheuta suurta stressivastetta S. 

epidermidikselle, joskin kapea estorengas on koko ajan nähtävissä aivan estorenkaan läheisyydessä. 

Rifampisiini tehoaa tulosten valossa S. epidermidikseen varmuudella pellettien käytön alussa, mutta 

sen teho viikkoa myöhemmin voi olla heikompaa.  

 

5.3.5.4 Pseudomonas aeruginosa 

 

Kuva 43. Pseudomonas aeruginosan estorenkaiden pinta-alan kehitys rifampisiinipellettikokeissa. Stressirenkaiden 

muodostusta ei havaittu kokeiden aikana.  

 

Rifampisiini ei aiheuttanut Pseudomonas aeruginosalle stressivastetta kuten siprofloksasiini ja 

estorenkaatkin jäivät huomattavasti pienemmiksi. Lisäksi näyttää siltä, että katsottaessa kuvasarjoja 

44A-I sekä 45A-I havaitaan, että ainoastaan raakapelletit, joista vapautuu ensikosketuksen aikana 

pinnalta runsas rifampisiiniryöppy tehoavat jo ensimmäisten parinkymmenen minuutin aikana P. 

aeruginosaan aiheuttaen estorenkaan hitaan muodostumisen. Estorengas jää raakapellettien osalta 

suhteellisen pieneksi ja se saavuttaa huipussaan vain noin puolentoista neliösentin pinta-alan (kuva 

43). Ensimmäisten kahdeksan tunnin aikana estorenkaan pinta-alaa kuvastavasta käyrästä nähdään, 

että estorenkaat kasvavat kohtalaisen nopeasti, kunnes aletaan saavuttaa huippuleveyttä ja vauhti 

hiipuu (kuva 43). Ilmeisesti näillä rajoilla rifampisiinipelleteistä diffundoitunut antibiootti alkaa 
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saavuttaa P. aeruginosan eliminointiin riittäviä maksimikonsentraatioitaan. Agar saattaa rajoittaa 

rifampisiinin diffuusiota, mutta todennäköisesti vapautuva rifampisiinimäärä ei riitä pitämään yllä 

konsentraatiota, joka vaadittaisiin estorenkaan kasvuun.  

 

 

Kuva 44A-G. P. aeruginosa, rifampisiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 

10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa on kontrolleina käytetyt pelletit ja alarivillä olevissa kuopissa 

on rifampisiinipelletit. 
 

Viikon hydrolyysissä olleet rifampisiinipelletit (kuvat 45A-I) eivät näytä enää tehoavan P. 

aeruginosaan lainkaan. Myönnettävä on, että raakapellettien kuvasarjassa esiintyvä, vesihöyrystä 

muodostuva ja kaikkien kuoppien poikki kulkeva alue häiritsee tulosten tulkintaa, ja että sen alle 

saattaa jäädä intensiteetiltään raakapellettikuvasarjaa vaaleampia estorenkaita, kuten kuvista 44H-I 

nähdään. Kuitenkaan missään vaiheessa rifampisiinipellettien ympärillä ei voida selkeästi havaita 

ympäristöstään luminesenssin perusteella eroavaa aluetta, joten voidaan todeta, etteivät viikon 
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hydrolyysissä olleet rifampisiinipelletit enää vapauta rifampisiinia P. aeruginosalle haitallisina 

määrinä.  

 

 

Kuva 45A-G. P. aeruginosa, rifampisiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 

4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylärivin kuopissa kahdessa vasemmalta sekä alarivin 

ensimmäisessä vasemmalta on kontrolleina käytetyt pelletit ja ylärivin ensimmäisessä kuopassa oikealta sekä alarivillä 

kahdessa kuopassa oikealta on rifampisiinipelletit. 

 

Tutkittaessa valon intensiteettejäkin huomataan, etteivät viikon hydrolyysissä olleet pelletit 

aiheuta suurta muutosta bakteerien valon tuottoon (liite 2, kuvat 16A-I) toisin kuin raakapelletit, 

joiden ympärillä tapahtuu selvästi alueellista laskua luminesenssitasossa (liite 2, kuvat 15A-I). Sen 

sijaan viikon hydrolyysissä olleiden pellettien intensiteettikuvaajat pysyvät käytännössä 

muuttumattomina, ja vaikka kuudennen tunnin kohdalla (liite 2, kuva 16D) voidaan havaita loppuun 

asti säilyvää leventymää pelletin aiheuttaman intensiteettiaukon kohdalla, muutos on erittäin pieni 
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ja vesihöyryverho saattaa häiritä tulkintaa. Tuloksista voidaan yhtä kaikki päätellä, etteivät pelletit 

suurella todennäköisyydellä pysty enää viikon kuluttua vapauttamaan sellaista määrää rifampisiinia, 

joka riittäisi P. aeruginosan tappamiseen.  

 

5.3.6 Yhteisvaikutuksen estorengaskokeet  

Näissä koesarjoissa ei saavutettu odotetunlaisia tuloksia, minkä vuoksi niistä ei raportoida 

tarkasti tässä tutkielmassa. Tutkittavien pellettien yhteisvaikutusta bakteereihin oli tarkoitus tutkia 

6-kuoppalevyillä asettamalla siprofloksasiini- ja rifampisiinipelletti rinnakkain tutkittaviin kuoppiin. 

Niistä diffundoituvien antibioottirintamien kohtaamisalueella oli tarkoitus nähdä mahdollista 

synergiatoimintaa eli kyseisten antibioottien yksittäiskäytöstä eroavaa yhteisvaikutusta bakteereihin. 

Tämän synergian ajateltiin näkyvän valon intensiteetin eroina verrattuna alueisiin, jotka altistuivat 

vain rifampisiinille tai siprofloksasiinille. Koeasetelma kuitenkin epäonnistui, koska mitään eroavaa 

synergia-aluetta ei tuloksissa havaittu. Koeasetelma oli epäonnistunut myös siksi, että pelletit oli 

asetettu aivan liian lähekkäin toisiaan, jolloin niiden väliin jäävä rako synergian havainnoimista 

varten oli olematon. Nyt liian pienestä etäisyydestä johtuen vahva siprofloksasiini kehitti nopeasti 

suuren alueen peittävän estorenkaan, eikä mitään rifampisiinin ja siprofloksasiinin rajapintaa voitu 

havaita. Koska antibioottien synergiavaikutus on eräs mielenkiintoinen tutkimuspiirre sekä 

kiinnostuksen kohde tutkittaessa pellettien tehoa bakteereihin, kokeet tullaan varmasti toistamaan 

myöhemmin.  

 

5.4 Luupilottikokeet  

5.4.1 Staphylococcus aureus  

Ensimmäinen luupilottikoe suoritettiin S. aureuksella. Luupilottikoe suoritettiin ennen kuin 6-

kuoppalevyjen kohdalla saavutettiin läpimurtoa siinä, kuinka S. aureusta on kasvatettava 

luminesenssitason nostamiseksi. Todennäköisesti uusittaessa tulokset olisivat olleet paremmat. 

Kolme tuntia luupalojen valamisesta agariin valoa ei vieläkään näkynyt (kuva 46A), joten maljan 

annettiin inkuboida vielä seuraavat kolme tuntia. Yhteensä kuuden tunnin jälkeen maljan bakteerit 

luminesoivat, mutta ne olivat karanneet agariin sen sijaan, että olisivat luminesoineet luiden päällä 

(kuva 46B). Luiden pinnalla oli tyhjää lukuun ottamatta paksumpia agarpeitteisiä kohtia, joissa 

näkyi hieman valoa. Jostain syystä bakteerit eivät olleet suostuneet tunkeutumaan luuhun tai 

muodostamaan biofilmiä sen pinnalle. Luihin laitettiin kuitenkin antibioottipelletit ja malja 

asetettiin kuvaukseen siltä varalta, että luminesenssi voimistuisi ja jotain reaktiota voitaisiin havaita. 
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Parin tunnin kuluttua luminesenssi alkoi kuitenkin sammua tyystin, eikä luissa näkynyt vieläkään 

valoa, joten koe keskeytettiin. Todennäköisesti kasvuolosuhteet olivat olleet S. aureukselle 

sopimattomat joko siten, että sitä oli pidetty liian kovassa ravistelussa tai sen oli annettu kasvaa 

aivan liian kauan, jolloin bakteerit eivät olleet päässeet rauhassa tarttumaan luiden pintaan.  

 

 

Kuva 46A-B. S. aureuksen luupilottimalja luminesenssikamerassa A) kolmen tunnin ja B) kuuden tunnin kuluttua 

maljan valamisen jälkeen. Kuvassa B oikeanpuoleisessa puoliskossa olevassa luunpalassa ovat antibioottipelletit (14 

kpl) ja vasemmanpuoleisessa PLCL 70/30 + TCP 50 % -kontrollipelletit.  

 

5.4.2 Pseudomonas aeruginosa  

Pseudomonas aeruginosalla suoritetussa luupilottikokeessa bakteerit tarttuivat Staphylococcus 

aureusta paremmin luiden pinnoille muodostaen hyvin luminesoivia biofilmejä (kuva 47A). Kuten 

yksittäisissä 6-kuoppalevykokeissa, joissa testattiin siprofloksasiinipellettejä, myös tässä 

tapauksessa siprofloksasiinin läsnäolo sai kontrolliluun pinnalla kasvavat, antibiooteille 

altistumattomat bakteerit menettämään luminesenssinsa täysin neljänteen tuntiin mennessä (kuva 

47C). Samoin tähän mennessä bakteerit olivat alkaneet levittäytyä antibioottiluupalan pinnalta 

ympäröivään agariin, mikä oli kuitenkin täysin odotettava ilmiö. Kuitenkin luminesenssin 

voimakkuus paljastaa, että valtaosa bakteereista kasvoi edelleen luun pinnalla. Kahdeksan tunnin 

kohdalla ympäristöön ja kontrolliluupalan puolelle leviävä violetti valoalue (kuva 47E-I) on 

todennäköisesti ainoastaan luminesoinnin aiheuttamaa heijastusta ympäristöönsä.  

Luupalojen pinta-ala oli noin 7-10 cm
2
 (halkaisija noin 3-3,5 cm), ja kuten kuvasta 48 nähdään, 

kuudessatoista tunnissa estorengas on ehtinyt saavuttaa jo noin 6 cm
2
 alan. Antibiootit 

diffundoituvat todennäköisesti ennemmin agaria kuin luuta pitkin tappaen biofilmien bakteereita. 
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Biofilmit ovat nykyisten hoitomuotojen suurimpia ja haastavimpia ongelmia, joten mikäli pelletit 

todella tehoavat vaikeiden bakteerien biofilmeihin, pelleteillä on hyvät mahdollisuudet voittaa 

luumätä asennuksen jälkeen. Tietysti on todettava, ettei luiden biofilmi ollut ehtinyt vielä kasvaa 

kovin pahaksi tällaisessa kasvatuksessa, kun taas infektoituneessa luussa tilanne voi olla vielä 

pahempi.  

 

 

Kuva 47A-I. Pseudomonas aeruginosan luupilottikokeen kuvasarja. Malja on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, 

C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Oikeanpuoleisessa luupalassa käytettiin kontrollimateriaalina PLCL 

70/30 -pellettejä, joissa oli mukana 50 % TCP:a. Vasemmanpuoleiseen luupalaan laitettiin 4+4 antibiootteja sisältäviä, 

koostumukseltaan muuten vastaavia pellettejä.  

 

Estorenkaaseen laskettiin kuuluvaksi alueet, joilta luminesenssi oli täysin sammunut tai se oli 

hiipunut väriltään violetiksi. Tämän katsottiin indikoivan kuolevia bakteereita ja siten kuuluvaksi 

antibioottien vaikutuspiiriin. Estorenkaan pinta-ala kasvoi hyvin tasaisesti, kuten kuvasta 48 



117 
 

nähdään. Estorengas alkoi muodostua jo hyvin aikaisessa vaiheessa, sillä ensimmäiset merkit 

bakteerien kuolemasta voidaan nähdä jo ensimmäisten kahden tunnin aikana (kuvat 47A-B), jolloin 

pellettien täyttämän kuopan kohdalla valo alkaa olla ympäristöään tummempaa. Alkuun 

luupilottikuvasarjasta (kuvat 47A-I) nähdään, että luminesenssi on hyvin voimakasta luupalojen 

kohdalla, kunnes kontrolliluun valo sammuu ja antibioottiluun keskellä pellettikuopan kohdalla 

valon intensiteetti alkaa laskea. Kuvissa voidaan havaita estorengasalueen ympärillä vahvemman 

luminesenssialueen muodostumista, mikä näkyy sekoituksena vihreää ja punaista aluetta. Tällä 

alueella bakteereita on vielä runsaasti elossa, ja varsinkin punaisella alueella niiden lukumäärä on 

korkea. Tämä kertoo bakteerien kasvun jatkumisesta alueella, joka ei ole vielä antibioottien 

vaikutuksen alaisena.  

 

 

Kuva 48. Pseudomonas aeruginosan luupilotin estorenkaan pinta-alan kehitys ajan funktiona.  

 

Voimakkaasti luminesoiva, runsas bakteeripopulaatio näkyy valon intensiteetin laskua 

kuvaavassa liitteen 2 kuvasarjassa 17A-I korkeina piikkeinä sen alueen ympärillä, jolta 

luminesenssi laskee. Kuvissa on esitetty koko antibioottipellettiluupalan leveydeltä sen 

luminesenssi keskeltä mitattuna. Liitteen 2 kuvassa 17B nähdään antibioottiluun kuopan kohdalla 

luminesenssin laskua ympäristöön verrattuna. Seuraavassa kuvassa kahden tunnin kuluttua 

ympäröivän alueen bakteerit ovat jatkaneet kasvuaan ja niiden tuottaman luminesenssin määrä on 

noussut, mutta pellettikuopan kohdalla luminesenssi on jo lähellä pohjalukemia. Luminesenssi 

loppuu estorenkaan alueelta käytännössä kymmenennen tunnin kohdalla (liite 2, kuva 17G), ja 

loppuun mennessä estorengas on levinnyt lähestulkoon luupalan levyiseksi (kuvat 47I ja 48). 

Ainakin tämän kokeen perusteella pelleteistä vapautuu sopiva määrä antibiootteja, jotta kaikki 

haitallinen bakteeritoiminta luun pinnalla loppuisi täysin.  
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6. POHDINTA   

Pellettien hajoaminen oli hajoamiskokeiden perusteella kohtalaisen hidasta, sillä tällä 

hajoamisnopeudella polymeeri olisi hajonnut kokonaan pelleteistä vasta noin kahdessa vuodessa. 

Hajoamisnopeus in vivo on todennäköisesti nopeampaa kuin in vitro, sillä lopullisessa 

sijoituspaikassaan luuvaurioissa pelletteihin kohdistuva mekaaninen rasitus, nesteiden virtaus sekä 

pH- ja lämpötilaolosuhteet ovat varmasti kokeen in vitro -olosuhteista poikkeavat. Lisäksi lukuisten 

eri entsyymien läsnäolo saattaa nopeuttaa polykaprolaktonin ja polylaktidin hajoamista (Jeong ym. 

2004). Potilaan kuntoutuksella voi olla oma osansa pelletteihin kohdistuvista olosuhteista. Myös 

kokonaisrakenteen säilymisessä voi olla eroja. Laboratoriossa pellettejä käsiteltiin sen verran 

tasaisissa oloissa sekä varovasti, että niistä suurin osa säilytti muotonsa ja rakenteensa loppuun asti. 

In vivo käyttäytyminen voi edellä luetelluista syistä olla hieman erilaista, eivätkä pelletit välttämättä 

säily täysin kokonaisina puolta vuotta. Erot hajoamisessa in vitro voivat vaikuttaa myös 

lääkevapautumisen kestoon ja tasaisuuteen. Koska pellettien hajoamiskäyttäytymisestä in vivo ei 

voida olla varmoja, niitä tulee vielä testata eläinkokeilla.  

Vaikka pelletit nyt pysyivät kasassa varsin hyvin, ne alkoivat pidempien hydrolyysiaikojen 

kohdalla menettää mekaanista kestoaan ja muuttuivat vahamaisiksi sekä hauraiksi. Pinseteillä 

käsiteltäessä oli mahdollista, että liian kova ote sai märän pelletin pehmenemään ja musertumaan. 

Näin ollen jos pelletteihin kohdistuu luussa yhtään painetta ja olosuhteet ovat vähintäänkin yhtä 

kosteat kuin koeasettelussa, ne voivat murentua tai vähintään menettää sylinterimäisen muotonsa 

aikaisemmin kuin mitä kokeissa kävi ilmi. Murentuminen tulee todennäköisesti tapahtumaan joka 

tapauksessa ennemmin tai myöhemmin, joskin optimaalisinta olisi, että pelletit säilyttävät muotonsa 

lääkevapautumisen loppuun saakka. Tällöin niiden ennenaikainen muodonmenetys ei vaikuttaisi 

lääkevapautumisen nopeuteen tai tasaisuuteen. Lääkevapautumisen päättymisen jälkeen 

odotetaankin, että varsinainen luunmuodostus pääsisi vauhtiin ja että pääosa uudesta luukudoksesta 

muodostuisi niiden 3-6 kuukauden jälkeen, jolloin antibiootit ovat toivottavasti vapautuneet 

pelleteistä ja onnistuneet eliminoimaan patogeenit. Tällöin olisi aivan luonnollista, jos pelletit 

romahtaisivat kasaan, sillä silloin β-TCP leviäisi tasaisesti pitkin luuvaurioiden reunoja täyttäen 

pienetkin saumat. Näin muodostuisi mahdollisimman laaja osteokonduktiivinen matto, jota pitkin 

luusolut voisivat vaeltaa ja regeneroituva luukudos mukautuisi paremmin korjattavan luun 

muotoon. Kaiken kaikkiaan pelletit hajoavat tällä hetkellä tasaisesti, joskin pieniä eroja 

kestävyydessä on nähtävissä viimeisten hydrolyysiviikkojen kohdalla. Osan pelleteistä 

pehmeneminen 16–20 viikon hydrolyysin jälkeen osoittaa, että tällaista romahtamista voi olla 

odotettavissa puolen vuoden tienoilla in vitro – kuten käy ilmi Aholan ym. (2011ab, käsikirjoitus) 
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lääkevapautumiskokeista – ja todennäköisesti vielä aikaisemmin in vivo. Kaikkein parhaiten 

kahdenkymmenen viikon hydrolyysistä selvisivät 50 % TCP:a sisältävät pelletit, ja yhdistettyinä 

hyviin lääkevapautumistuloksiin (Ahola ym. 2011ab, käsikirjoitus) nämä pelletit voivat olla 

jatkokehittelyn kannalta keskeisimmässä asemassa.  

 

Koska useiden tutkimusten (Nicholas & Lange 1994, Anker ym. 2005, Arai ym. 2005) mukaan 

TCP alkaa usein hajota ja kadota kudosten tieltä jo muutaman kuukauden kuluessa käytettettynä in 

vivo, on todennäköistä, että sijoitettuna luumätävaurioihin näidenkin pellettien TCP-osuus pienenee 

nopeammin osteoklastien, osteoblastien kehon nesteiden ja muiden fysiologisten ominaisuuksien 

vaikutuksesta. β-TCP:ta pidetään ihanteellisena luuskaffoldimateriaalina, joka hajoaa hitaasti 

tarjoten rakenteellista tukea tarpeeksi kauan, mutta todennäköisesti kuitenkin tarpeeksi nopeasti 

väistyäkseen kasvavan kudoksen tieltä. Laboratorio-oloissa voidaan in vitro vain todentaa, ettei β-

TCP hajoa pelkän hydrolyysin voimasta nopeasti, vaan pysyy lähes täysin muuttumattomana. 

Yhtenä hypoteettisena syynä siihen, että varsinkin pelletit, joissa oli suuret pitoisuudet β-TCP:a, 

eivät vapauttaneet fosfaattia, voisi olla β-TCP:n pinnalle muodostuva kalsiumkerros. 

Trikalsiumfosfaatin tiedetään hajoavan kalsium- ja fosfaatti-ioneiksi, jotka reagoivat veden kanssa 

muodostaen vaikeasti liukenevaa kalsiumfosfaattihydroksidia eli hydroksiapatiittia, jonka 

muodostama kerros pellettien pinnalla hidastaisi TCP:n hajoamista (Cao & Hench 1996). 

Tällaisesta kalsiumrikkaasta kerroksesta, joka muodostuu TCP:a sisältävien skaffoldien päälle 

niiden hajotessa hydrolyysin vaikutuksesta, tiedetään hyvin vähän, mutta sen ajatellaan parantavan 

skaffoldin bioaktiivista luonnetta, solujen vaellusta sekä kudoksen muodostusta (Lei ym. 2007). 

Kuitenkin hydroksiapatiitin muodostumista tapahtuu ilmeisesti vain käytettäessä SBF-puskuria, 

joten tässä koeasetelmassa kalsiumkerros ei ole vaikuttanut β-TCP:n hitaaseen hajoamiseen. Lisäksi 

myös jatkuva puskurinvaihto tuskin on sallinut kalsiumpitoisuuden nousevan tasolle, jolla 

saostumista pellettien pintaan olisi alkanut tapahtua.  

Koska TCP on hydrofiilista, nopeampaa hajoamista kuin mitä kokeissa havaittiin, olisi voitu 

odottaa. Fosfaattisarjan pellettejä verrattaessa suurten TCP-pitoisuuksien pelletit saattoivat hajota 

hitaimmin, koska β-TCP:n suuri massaosuus takaa yhtenäisemmän ja tiiviimmän rakenteen. 

Kompaktissa rakenteessa hydrolyysille on alttiina pienempi pinta-ala ja β-TCP:n sisäiset sidokset 

voivat olla vahvempia. Pienten pitoisuuksien pelleteissä β-TCP on jakautunut laajemmalle alalle, 

joten hydrolyysi pääsee kuluttamaan TCP:a suuremmalta pinta-alalta polymeerin hajotessa sen 

ympäriltä. Tällä voidaan ajatella selitettävän se pienikin ero, joka tuloksissa muodostui pieni- ja 

suuripitoisten pellettien välille. Fosfaatinvapautumiskokeet ja TGA-ajot vahvistivat, että β-TCP 

hajoaa hitaasti, sillä hieman alle puolessa vuodessa tutkittujen pellettien TCP-määrät eivät 
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muuttuneet oleellisesti. β-TCP:a voidaan siis pitää erittäin stabiilina ja siten soveltuvana 

materiaalina luusolujen kasvun tukemiseen. TCP hajoaa pelleteistä varmasti paljon hitaammin kuin 

polymeeri, mutta koska pienimmistä pelleteistä alkoi koesarjan aikana hieman jo irrota fosfaattia, β-

TCP tulee lopulta varmasti hajoamaan. Hidas hajoaminen puhuu resorption puolesta, joten β-TCP 

korvautunee aikanaan kasvavalla luukudoksella.  

 

Uudenlainen, bioluminesenssiin perustuva reaaliaikainen estorengaskoeasetelma on tämän 

tutkimuksen varjolla osoittautunut erittäin kelvolliseksi tavaksi kuvantaa antibioottien tehokkuutta 

bakteereihin pitkällä aikavälillä. Kehittämällä menetelmää varsinkin tulosten analysoinnin osalta 

sitä voidaan varmasti hyödyntää tulevaisuudessa entistä laajemmin ja saada tuloksista enemmän irti. 

Antibioottivasteiden tarkasteluun bioluminesenssimenetelmä soveltui erittäin hyvin. Reaaliaikaisen 

seurannan hyvä puoli oli, että estorenkaiden muodostus näkyi vaihe vaiheelta, jolloin bakteerien 

reaktiot alkutilanteesta loppuun olivat täysin näkyvillä. Kahdenkymmenen minuutin väliajat 

kuvauksissa tuntuisivat olleen kohtalaisen sopivia, joskin joissain tapauksissa, kuten P. aeruginosan 

ja siprofloksasiinin tapauksessa, hieman tiheämpi kuvausväli olisi alussa kenties ollut paikallaan 

muutoksen tarkempaa seurantaa varten. Tämä voidaan muistaa tulevissa kokeissa.  

Pelletit tulevat olemaan erittäin tehokkaita patogeenien eliminoinnissa, sillä jokainen 

tutkimuksessa käytetty bakteeri osoitti aktiivisuutta vapautuneita antibioottikonsentraatioita 

kohtaan. Siprofloksasiini, joka on lähtökohtaisesti vahvempi antibiootti, aiheutti vapautuessaan 

selvästi voimakkaampaa estorengasmuodostusta kuin rifampisiini, joka vapautumistehokkuuden 

laskun myötä menetti myös tehokkuuttaan viikon hydrolyysin jälkeen. Siprofloksasiini- ja 

rifampisiinipellettejä on tarkoitus käyttää rinnakkain, koska rifampisiinin kuuluu tukea 

siprofloksasiinin toimintaa ja estää resistenttien bakteerikantojen muodostus sekä selviytyminen 

antibioottiterapiasta. Tällöin täytyy kenties kysyä, haittaako tätä tehtävää rifampisiinipellettien 

heikentyvä teho viikko asennuksen jälkeen. Esimerkiksi P. aeruginosan vaste rifampisiinille on 

tällöin jo huono, joten jos se olisi pääpatogeeni potilaan osteomyeliitissä, voidaanko olettaa, että 

pelleteistä vapautuva rifampisiinimäärä pystyy vielä viikon kuluttua estämään resistenttejä kantoja 

selviytymästä siprofloksasiinialtistukselta? Oletuksia on turha tehdä ennen varmoja jatkokokeita, 

joissa tulee tutkia pellettien yhteisvaikutuksia bakteereihin niin in vitro kuin in vivo. Voi hyvin olla, 

että vapautuva rifampisiini riittää vielä viikonkin kuluttua täyttämään tehtävänsä toimiessaan 

yhdessä siprofloksasiinin kanssa. Tulevaisuudessa kenties suoritettavissa yhteisvaikutuskokeissa 

tulee muistaa, että synergiatoiminnan havainnoimiseksi antibioottipelletit on viisasta sijoittaa 

tarpeeksi kauas toisistaan kuvausmaljalla.  
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Mielenkiintoisinta bioluminesenssikokeissa olivat bakteerien erilaiset vasteet antibiootteihin sekä 

tavat muodostaa estorenkaita. Renkaiden kehitys oli pääosin samanlaista ja koostui usein 

sisäkkäisistä renkaista, joiden luminesenssivoimakkuus hiipui keskustaa kohti. Näin voitiin seurata 

bakteerien valontuoton avulla konsentraatiogradienttien kehitystä, mikä oli yksi 

bioluminesenssikoeasetelman mielenkiintoisimmista anneista. Kehitys paljasti, että periaatteessa 

antibiootit kykenivät diffundoitumaan kattavasti ympäri koekuoppia, mutta se ei tarkoittanut, että 

bakteereille vahingolliset konsentraatiot olisivat nousseet aina tarpeeksi korkeiksi tai nopeasti 

samalla diffuusioalueella. Hydrolyysin vaikutuksesta voitiin heti havaita, ettei raakapelletteihin 

verrattuna bakterisidinen konsentraatio kaikkien bakteerein kohdalla enää saavuttanut yhtä suurta 

pinta-alaa. Antibioottitehot olivat myös bakteerikohtaisia, vaikka tuloksista nähtiin estorenkaiden 

halkaisijoiden saavuttavan kaikkien bakteerien kohdalla lähes yhtenevät mitat. Erot näkyvätkin 

parhaiten luminesenssitasoissa, joissa värit ja valotasot kertovat paremmin bakteerien reaktioista 

estorenkaan sisällä kuin itse halkaisija. Yksinkertaisimmat tapaukset olivat S. epidermidis ja E. coli, 

joista kumpikin reagoi kumpaankin antibioottipellettityyppiin suurilla ja varsin tummilla 

estorenkailla niin raaka- kuin hydrolyysipellettien tapauksessa. Päinvastoin kuin muut bakteerit, E. 

coli muodosti erittäin vahvan estorenkaan ulkopuolisen ympäristöluminesenssin, mikä kertoi sen 

suuresta kasvuinnosta. Se ei myöskään ainoana bakteerina yleensä muodostanut stressirenkaita, 

joten ilmeisesti mikään antibioottipitoisuus ei herätä E. colin taistelutahtoa tai 

puolustusmekanismia. Voi olla, että mahdolliset stressirenkaat sekoittuivat vahvaan 

ympäristöluminesenssiin, joten täysin varmoja ei voida olla. S. epidermidiksen estorenkaat olivat 

aina suuria ja tummia, ja sen vaste kumpaankin antibioottiin näytti estorenkaita verrattaessa 

pysyvän muuttumattomana hydrolyysistä huolimatta. S. epidermidis reagoi siis kaikkein herkimmin 

muuttuneisiinkin antibioottikonsentraatioihin, eikä näin ollen näytä yhtään niin patogeeniseltä kuin 

muut bakteerit, mutta todennäköisesti sen vaarallisuus piilee vasta biofilmeissä. Pellettien 

vaikutuksia ja tehoa patogeeneihin juuri biofilmeissä tulee edelleen tutkia luukokeilla niin in vitro 

kuin in vivo. Luupilottikokeilla saatiin luotua pohjaa näille testeille, mutta menetelmää on vielä 

kehitettävä vastaamaan tutkimusten tarkoitusperiä ja jotta vältettäisiin tämän tutkielman 

luupilottikokeissa kohdatut ongelmat. Luupilottikokeilla on mahdollista matkia in vivo -olosuhteita 

ennen varsinaisia eläinkokeita, joten luupiloteista saadut tulokset auttaisivat pellettikehityksessä 

ennen eläin- ja kliinisiä kokeita. Esimerkiksi S. epidermidiksen tapauksessa olisi hyvä tutkia in vivo, 

vaikuttavatko pelletit yhtä hyvin patogeeneihin, kun niiden pitäisi tuhota biofilmi, jota pidetään S. 

epidermidiksen kohdalla bakteerin pahimpana aseena.  

Mielenkiintoisimmat vasteet tarjosivat P. aeruginosa ja S. aureus. P. aeruginosa vastasi 

täydellisestä yllätyksestä reaktiossaan siprofloksasiiniin, joka laukaisi siinä selvästi useita erilaisia 
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vasteita. Siprofloksasiini sai P. aeruginosan hyvin nopeasti menettämään luminesenssikykynsä, 

joka palasi vasta, kun estorengas alkoi levitä. Kuten aikaisemmin on todettu, P. aeruginosalla on 

erittäin tehokas quorum sensing -mekanismi, joka säätelee useita eri geenejä bakteerin genomissa. 

Sammumiseen liittyvät olennaisesti mekanismin tuottamat feromonit, joita P. aeruginosa käyttää 

kommunikoidessaan muiden tovereidensa kanssa. Vaikuttaa siltä, että feromonit levisivät 

koelevyillä ilman välityksellä myös kontrollikuoppiin, jolloin siprofloksasiinin kanssa kosketuksiin 

joutuneet bakteerit viestittävät kumppaneilleen läsnä olevasta vaarallisesta myrkystä. Viestin 

seurauksen bakteerien vasteena on sammuttaa kaikki ylimääräistä energiaa kuluttavat mekanismit, 

joihin erittäin paljon energiaa syövä lux-operonin säätelemä luminesenssipatteristo kuuluu. Näin P. 

aeruginosa varoittaa ympäristöään ja bakteerit varautuvat taistelemaan olemassaolostaan.  

P. aeruginosan muodostamat stressirenkaat olivat koesarjan komeimmat ja suurimmat. Useiden 

kinolonien MIC-arvo P. aeruginosaa vastaan on korkea (Galanakis ym. 1997), joten on 

todennäköistä, että näillä vyöhykkeillä siprofloksasiinipitoisuudet ovat vielä niin pieniä, että P. 

aeruginosa pystyy sinnittelemään antibiootin vaikutusta vastaan. Antibiootin diffuusionopeus 

vaikutti varmasti stressirenkaan kokoon. Näillä alueilla P. aeruginosan pumppusysteemi kykenee 

vielä varmaankin osittain poistamaan bakteerin kuoren läpi livahtanutta siprofloksasiinia. Yksi 

hypoteesi on, että Pseudomonas aeruginosa on koesarjojen ainoa kunnollinen stressisensori, jonka 

punaiset renkaat estorengasalueen ympärillä ovat aidosti stressistä aiheutuvia. Tämä tarkoittaa, että 

bakteerit eivät välttämättä kuolisi täydellisesti stressirenkaan alueelta, vaikka antibiootin läsnäolo 

selvästi aiheuttaa niille tuskaa. Muilla bakteereilla estorenkaan reunamille – tai S. aureuksen 

kohdalla pitkin estorengasta – ilmestyvässä ilmiössä ei ole kyse niinkään stressistä, vaan 

partitionaalisesta inhibitiosta, eli tilanteesta, jossa bakteerit alkavat ennen kuolemaansa sammuttaa 

joitain vähemmän tai enemmänkin tärkeitä metabolia- ja signaalireittejään. Tässä tilanteessa 

luminesenssigeenien säätely ei ole voimakasta ja niiden toiminnalle jää enemmän energiaa, mikä 

puolestaan johtaa valontuoton kohoamiseen hetkellisesti ympäristöstä erottuvaksi. Erona näillä 

kahdella on juurikin, että muilla bakteereilla niin sanotusti stressirenkaissa olevat bakteerit tekevät 

kuolemaa, mutta P. aeruginosan kohdalla ne taistelevat ja voivat jopa selvitä. S. aureus oli ainoa 

bakteeri, joka reagoi antibiootteihin lähes pelkällä SOS-mekanismilla, eli sen sijaan, että 

luminesenssi olisi ensin vähentynyt ja lopulta sammunut altistuneelta alueelta, valontuotto nousi 

voimakkaasti. Tämä on ilmeisesti S. aureuksen hätämekanismi, joka käynnistyy sen taistellessa 

antibioottien vaikutusta vastaan. Tällöin useiden eri geenien aktivaatio voimistaa lux-operonin 

toimintaa, jolloin näyttää siltä, kuin bakteerit vain stressaantuisivat antibiooteista muuten niistä 

piittaamatta. S. aureuksen tapauksessa voimakas luminesenssi kertoi aina bakteerin 

kuolinkamppailusta, sillä tarkastettaessa paljaalla silmällä levyjä kokeiden jälkeen huomattiin, että 
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näiltä voimakkaan luminesenssin vyöhykkeiltä bakteerit olivat kuolleet. Tämä tukee teoriaa 

partitionaalisesta inhibitiosta. Kuitenkin myös se, että S. aureus ainoana bakteerina ei muodostanut 

tummapohjaisia estorenkaita kertoo, että se on syystä huonomaineinen bakteeri, jonka 

vastustuskyky ja taistelutahto antibiootteja vastaan ovat kovat, eikä sen aiheuttamiin tauteihin tule 

suhtautua kevyesti. Huomattavaa on myös, etteivät kokeissa käytetyt bakteerikannat olleet 

patogeenisiä, joten villit kannat voivat vastustaa vapautuvien antibioottikonsentraatioiden 

vaikutuksia voimakkaammin.  

Bakteerien resistenssikyvyn nousun ollessa nykyäänkin iso haaste tulevissa kokeissa voisi olla 

mielenkiintoista tutkia, kehittävätkö estorengaskokeiden bakteerit antibioottikosketuksen jälkeen 

vastustuskykyä. Tätä ajatellen 6-kuoppalevyiltä voisi ottaa antibioottikäsittelyn jälkeen 

estorengasalueidenbakteereita talteen eri etäisyyksiltä pelleteistä, kasvattaa ja testata uudella 6-

kuoppalevyllä, näkyykö eroja edelliseen levyyn verrattuna.  Näin voitaisiin tutkia esimerkiksi 

bakteerien mahdollista vastustuskyvyn kehittymistä antibiooteille, sillä mikäli jotkin bakteerit 

jäisivät osteomyeliittihoidon jälkeen eloon ja tauti uusisi, saataisiin selville, voisiko sama hoito 

auttaa uudelleen. Tämä tutkimus olisi tärkeä varsinkin, koska DNA:ta vahingoittavien antibioottien 

tiedetään lisäävän bakteerien mutaationopeutta (Mesak ym. 2008, Mesak & Davies 2009). Samoin 

luupilottikokeet osoittautuivat epäonnistunutta S. aureus -ajoa lukuun ottamatta hyvin 

mielenkiintoisiksi kokeiksi, joten niitä todennäköisesti jatketaan tulevaisuudessa. Tulevissa 

tutkimuksissa voitaisiin selvittää, kuinka syvälle antibioottien vaikutus luussa yltää suorittamalla 

poikkileikkauksia luunpaloille ja tutkimalla luminesenssin avulla, kuinka syvälle antibiootit todella 

luussa diffundoituvat vai kykenevätkö ne vaikuttamaan bakteereihin lähinnä luiden pinnoilta. 

Reaaliaikainen bioluminesenssimenetelmä osoitti tässä tutkielmassa kyvykkyytensä ja 

merkittävyytensä pellettien bakteerivastetutkinnassa, joten sitä kannattaa tulevaisuudessakin 

hyödyntää mahdollisimman paljon. Jos kaikkia sen avulla saatavia tuloksia, kuten estorenkaiden 

leveyttä ja luminesenssin tasoa, kyetään analysoimaan matemaattisesti vielä pidemmälle, voidaan 

saada tietoa antibioottien leviämistehokkuudesta, bakteerien tuhoamiseen kuluvasta ajasta sekä 

solukuolemaan riittävistä antibioottikonsentraatioista.  
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7. JOHTOPÄÄTÖKSET   

Luumätä voi olla hengenvaarallinen tauti, joka tuhoaa luukudosta jättäen siihen hoidon jälkeisiä 

suuria aukkoja, joiden hoitaminen biohajoamattomien implanttien sekä luusiirteiden avulla on 

epäedullista ja potilasta rasittavaa. Hoito antibiootteja vapauttavilla, biohajoavilla ja 

osteokonduktiivisilla implanteilla voi nousta tulevaisuudessa lisätutkimusten myötä kärkipäähän 

vaikeiden osteomyeliittitapausten hoidossa. Tällaisten antibiootteja vapauttavien polymeeri-

keraami–komposiittipellettien etuna on, että ne hajoavat kohtalaisen hitaasti ja säilyttävät muotonsa 

edelleen hieman alle puolen vuoden hydrolyysin jälkeen, joskin niiden mekaaniset ominaisuudet 

ovat heikentyneet. Kohtalaisen hidas hajoaminen ja muodon säilyminen antavat kuitenkin 

mahdollisuuden pitkäkestoiselle ja tasaiselle antibioottivapautukselle. Pellettien sisältämä β-

trikalsiumfosfaatti (β-TCP) ei ole helposti liukenevaa, joten se jää luuvaurioalueelle vielä pitkäksi 

aikaa sen jälkeen, kun pellettien polymeeri on hajonnut ja antibiootit poistuneet. Näin β-TCP 

säilynee vaurioissa tarpeeksi kauan tukeakseen luusolujen kasvua vaurioalueille.  

Menetelmänä reaaliaikainen bioluminesenssi sopii erittäin hyvin pellettien 

antibioottivapautumisen havainnointiin sekä tutkimiseen. Sen parhaimpia puolia ovat mm. 

reaaliaikaisuus, toistettavuus sekä helppokäyttöisyys. Heikkouksia taas ovat mm. bakteerikantojen 

reaktioiden vaihtelevuus sekä kokeen sisäiset häiriöt, kuten vesihöyry ja heijastukset. 

Bioluminesenssia hyödyntämällä saatiin kuitenkin erittäin hyvä käsitys pellettien bakterisidisistä 

ominaisuuksista, ja estorengaskokeiden perusteella pelletit tehoavat vaikeimpiin 

luumätäpatogeeneihin erittäin hyvin, joskin vaikutus on paras pellettien elinkaaren alussa. 

Siprofloksasiini- ja rifampisiinipelletit menettävät noin viikon jälkeen osan kaikkiin bakteereihin 

kohdistuvasta tehostaan, joten hoitomuotona niitä tulee käyttää yhdessä sopivassa suhteessa, jotta 

optimaalisin kaikkia patogeenejä tuhoava ympäristöpaine saadaan aikaiseksi pitkälle aikavälille. 

Pellettien vaikutusta bakteereihin patogeneesille ominaisella kasvualustalla, eli luussa, on tutkittava 

vielä perusteellisesti.  
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LIITE 1: PUSKURI- JA REAGENSSILIUOKSET SEKÄ 

KASVATUSMEDIUMIT  

 

Sörensen-puskuri (pH 7,4; 5 l)  

37, 8 g dinatriumvetyfosfaattia (Na2HPO4) (J.T. Baker, Alankomaat) 

8, 25 g kaliumdivetyfosfaattia (KH2PO4) (J.T. Baker, Alankomaat) 

viiteen litraan tislattua vettä  

pH:n säätö (7,46–7,49) käyttämällä joko Na2HPO4 (ylös) tai KH2PO4 (alas)  

autoklavointi 120 °C 20 min  

 

Tris-puskuri (pH 7,4/ 37 °C; 1 l)  

1, 66 g Tris Base Ultra Pure (C4H11NO3) (ICN Biomadicals Oy, Ohio, USA)  

5, 72 g Trizma
®
 HCl (C4H11NO3×HCl) (Sigma-Aldrich, Saksa)  

litraan tislattua vettä 

pH:n säätö käyttämällä joko Tris Base (ylös) tai Tris HCl (alas)   

 

Asetaattipuskuriliuos (100 ml)  

5 ml 9,5 % etikkahappoliuosta 

 9,5 ml 100 % etikkahappoa (J.T. Baker, Alankomaat) + 100 ml tislattua vettä  

12,5 ml 8,2 % natriumasetaattiliuosta  

 8,2 g natriumasetaattia (Merck, Saksa) + 100 ml tislattua vettä  

80 ml tislattua vettä  

pH:n säätö 4,0:aan 100 % etikkahapolla (J.T. Baker, Alankomaat) 

täyttö tislatulla vedellä  

 

1 % askorbiinihappoliuos (100 ml)  

1 g L(+)-askorbiinihappoa (C6H8O6) (Merck, Saksa)  

100 ml tislattua vettä  

Suojattava valolta!  

 

1 % ammoniumheptamolybdaattiliuos (100 ml)  

1 g ammoniumheptamolybdaattia ((NH4)6Mo7O24×4 H2O) (Merck, Saksa)  

20 ml tislattua vettä 

140 µl 95–97 % rikkihappoa (J.T. Baker, Alankomaat)  

täyttö tislatulla vedellä  

 

2 M glukoosi  

31,71 g glukoosia (Prolabo, Merck eurolab, CE)  

100 ml tislattua vettä  

autoklavointi 120 °C 20 min 

 

15 ja 80 % glyseroli  

15/80 ml 100 % glyserolia (Sigma-Aldrich, Malesia) 

85/20 ml tislattua vettä  

autoklavointi 120 °C 20 min 
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Luria-Bertani (LB) -medium (1 l)  

10 g tryptonia (Lab M Limited, Iso-Britannia) 

5 g hiivauutetta (yeast extract; Lab M Limited, Iso-Britannia) 

5 g NaCl (Merck, Saksa)  

litraan tislattua vettä 

autoklavointi 120 °C 20 min  

 

Super Broth (SB) -medium (pH 7, 0) (1 l)  

30 g bacto tryptonia (Becton, Dickinson and Co., Ranska) 

10 g hiivauutetta (yeast extract; Lab M Limited, Iso-Britannia)  

10 g MOPS (Sigma-Aldrich, Belgia)  

litraan tislattua vettä  

pH:n säätö   

autoklavointi 120 °C 20 min  

 

Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC) -medium (pH 7, 0; 1 l)  

2, 0 % bacto tryptonia (Becton, Dickinson and Co., Ranska)  

0, 5 % hiivauutetta (yeast extract; Lab M Limited, Iso-Britannia) 

10 mM NaCl (Merck, Saksa)  

2, 5 mM KCl (Merck, Saksa)  

10 mM MgCl2 (Merck, Saksa)  

10 mM MgSO4 (Merck, Saksa)  

litraan tislattua vettä  

pH:n säätö  

autoklavointi 120 °C 20 min 

20 mM glukoosia (autoklavoinnin jälkeen)  

 

Väkevä agar (1 l)  

10 g tryptonia (Lab M Limited, Iso-Britannia) 

5 g hiivauutetta (yeast extract; Lab M Limited, Iso-Britannia) 

5 g NaCl (Merck, Saksa)  

15 g agaria (Merck, Saksa)  

litraan tislattua vettä  

autoklavointi 120 °C 20 min  

 

Pehmeä agar (1 l)  

10 g tryptonia (Lab M Limited, Iso-Britannia) 

5 g hiivauutetta (yeast extract; Lab M Limited, Iso-Britannia) 

5 g NaCl (Merck, Saksa)  

7, 5 g agaria (Merck, Saksa)  

litraan tislattua vettä  

autoklavointi 120 °C 20 min   
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LIITE 2: ESTORENGASKOKEIDEN GRAAFIT  

 

 

Kuva 1A-I. E. coli, siprofloksasiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 

0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  

 

 

Kuva 2A-I. E. coli, siprofloksasiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty 

kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  
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Kuva 3A-I. S. aureus, siprofloksasiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa ajanhetkillä 

A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  

 

 

Kuva 4A-I. S. aureus, siprofloksasiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty 

kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  
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Kuva 5A-I. S. epidermidis, siprofloksasiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa 

ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  

 

 

Kuva 6A-I. S. epidermidis, siprofloksasiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on 

esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  
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Kuva 7A-I. P. aeruginosa, siprofloksasiini. Esto- ja stressirenkaiden kehitys antibioottipellettikuopissa valon 

intensiteetin muutoksina on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  

 

 

Kuva 8A-I. P. aeruginosa, siprofloksasiini (hydrolyysi 1 vko). Esto- ja stressirenkaiden kehitys 

antibioottipellettikuopissa valon intensiteetin muutoksina on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 

10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  
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Kuva 9A-I. E. coli, rifampisiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 

2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  

 

 

Kuva 10A-I. E. coli, rifampisiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa 

ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  
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Kuva 11A-I. S. aureus, rifampisiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 

0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  

 

 

Kuva 12A-I. S. aureus, rifampisiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty 

kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  
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Kuva 13A-I. S. epidermidis, rifampisiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa valon intensiteetin muutoksina 

on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  

 

 

Kuva 14A-I. S. epidermidis, rifampisiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa valon 

intensiteetin muutoksina on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  
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Kuva 15A-I. P. aeruginosa, rifampisiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa ajanhetkillä 

A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  

 

 

Kuva 16A-I. P. aeruginosa, rifampisiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty 

kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  
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Kuva 17A-I. Pseudomonas aeruginosan luupilottikoe. Estorenkaan kehitys valon intensiteetin muutoksena 

antibioottipellettiluussa on esitetty kuvissa ajanhetkillä A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.  

 


