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Tiivistelma

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet: Biologisten taisteluaineiden kéyttd on uhka, johon
varaudutaan kehittdméilld mahdollisimman nopeita ja tehokkaita menetelmii taistelu-
aineagenssien havaitsemiseksi ja tunnistamiseksi ymparistostd. Tédmidn tutkielman
tavoitteena oli kehittdd virtaussytometriaan perustuva menetelmé, jonka avulla voidaan
tunnistaa nopeasti Bacillus anthracis (B.a.) -iti6itd tai botuliinitoksiinin A-serotyyppid
veteen kerdtyistd ilmandytteista.

Tutkimusmenetelmét: Tutkimuksessa testattiin kolmea eri tunnistusmenetelmés, kahta
B.a.-itidille sekd yhtd botuliinitoksiinille. B.a.-itididen tunnistusmenetelmistd toinen
perustui vasta-ainetunnistukseen ja toinen spesifiseen peptidiligandiin. Botuliini-
toksiinin tunnistusmenetelmé perustui vasta-ainetunnistukseen. Tunnistusmenetelmid
testattiin ndytteilld, jotka sisdlsivit biologista taisteluainetta simuloivaa testiagenssia, eli
joko inaktiivisia B.a.-itiditd tai kaupallista botuliinitoksiinivalmistetta. Testindytteet
valmistettiin lisdamélld testiagenssia veteen kerdttyyn ilmandytteeseen. Nidytteet analy-
soitiin kannettavalla virtaussytometrilla, jolla tunnistuksen onnistuminen havaittiin
tunnistuskoettimiin  liitettyjen fluoresoivien merkkiaineiden avulla. Tunnistus-
menetelmille madritettiin detektiorajat, joita verrattiin kaupallisten immunokroma-
tografisten pikatestien detektiorajoihin.

Tutkimustulokset: Tutkimuksessa testatuista kahdesta B.a.-vasta-aineesta toinen
tunnisti hyvin B.a.-itiditd ilmandytteistd, ja lisdksi vasta-aineen epdspesifinen
kiinnittyminen ilmanéytteen partikkeleihin tai muihin iti6ihin oli varsin vdhéistd. Sen
sijaan toisella vasta-aineella ja peptidiligandikoettimella itididen tunnistus oli heikkoa.
Botuliinitoksiinin tunnistus ilmandytteestd onnistui erittdin hyvin tutkimuksessa
kiytetylld  menetelmélldi  ja  testatuilla  vasta-aineilla. Botuliinitoksiinin
tunnistusmenetelmén  detektiorajaksi maddritettiin  parhaimmillaan 100 ng/ml.
Virtaussytometriamenetelmélld saatiin alhaisempi detektioraja kuin kaupallisilla
pikatesteilld seké B.a.-itididen ettd botuliinitoksiinin tunnistuksessa.

Johtopéiitokset: Virtaussytometria on erittiin kiytdnnollinen menetelmé bioaerosolien
tunnistamisessa. Testatuista B.a.-itididen tunnistuskoettimista toinen vasta-aine on
toimiva ja varsin tehokas. Sen sijaan toinen vasta-aine ja peptidiligandi eivit olleet
kayttokelpoisia virtaussytometriaan perustuvassa tunnistusmenetelmissi. Tutkimuk-
sessa kehitetty botuliinitoksiinin tunnistusmenetelmé osoittautui tehokkaaksi ja
spesifiseksi. Menetelmén kehitystyotd on aiheellista jatkaa, silld menetelmésti voidaan
mahdollisesti kehittdé toimiva sovellus toksiinien tunnistamista varten.
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Abstract

Background and Aims: Bacillus anthracis (B.a.) spores and botulinum neurotoxin
(BoNT) are lethal agents that can be used as biological weapons. It is very important to
be able to detect their presence in unknown samples rapidly. The aim of this study was
to develop a flow cytometry-based technique for the detection of B.a. spores and BoNT
from air samples.

Methods: The detection techniques developed in this study are based on specific
fluorescence-labelled probes. B.a. spores were examined with two types of probes —
antibodies and a peptide ligand — and BoNT with one probe type (antibodies). The test
samples in the study were air samples collected into water, and the test agents (B.a.
spores or BoNT) were added into the samples before flow cytometer analysis. The
samples were analysed by using a portable flow cytometer. Detection limits for the
techniques were determined and the results were compared to the detection limits
determined for commercial immunochromatographic tests.

Results: One of the two B.a. antibodies tested in the study recognized the B.a. spores
quite well from the air samples. The other antibody and the peptide ligand did not
recognize B.a. spores adequately. The botulinum toxin identification technique was
effective and specific and was found to have a detection limit of 100 ng/ml.
Conclusions: Flow cytometry is a good technique for analysing bioaerosols. Antibodies
can be used as detection probes for both B.a. and BoNT. The botulinum toxin detection
technique used in this study is particularly useful and looks promising for further
development.
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Lyhenteet

B.a. Bacillus anthracis

B.s. Bacillus subtilis

B.t. Bacillus thuringiensis

BoNT Botulinum neurotoxin (botuliinitoksiini)

CBNS Chemical, Biological, Nuclear, Status (tilannetieto)
CDC Centers for Disease Control and Prevention

(Yhdysvaltain tartuntatautikeskus)

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

FACS Fluorescence-activated cell sorting

FLAPS Fluorescence Aerodynamic Particle Sizer

FLISA Fluorescence-linked immunosorbent assay

IMS-ECL Immunomagnetic separation-electrochemiluminescence assay
kDa Kilodalton

LCR Ligase chain reaction

LIDAR Light detection and ranging

MSA Mangaanisulfaattiagar

NA Nutrient Agar -kasvatusalusta

NASBA Nucleic acid sequence-based amplification

PBS Phosphate-buffered saline (fosfaattipuskuroitu suolaliuos)
PCR Polymerase chain reaction (polymeraasiketjureaktio)
PMY Pesidkkeen muodostava yksikko

SASS Smart Air Sampler System

TRF Time-resolved fluorescence assay

TSA Tryptone Soya Agar -kasvatusalusta

TSB Tryptone Soya Broth -kasvatusliuos

VOAG Vibrating orifice aerosol generator



1. Johdanto

Erilaisia biologista alkuperdd olevia aineita on historiallisesti kdytetty usein niin
taisteluaineina sotatilanteessa kuin terrorismin vilineindkin (Guillemin, 2005).
Biologiset taisteluaineet ovat vieldkin todellinen uhka, vaikka useimmat valtiot ovatkin
allekirjoittaneet bioaseet kieltdvin sopimuksen (Sims, 2001). Kansainviliset sopimukset
eivit estd terroristijdrjestojd tai sopimukseen kuulumattomia maita kehittdmaésti

biologisia taisteluaineita, joten niiden mahdolliseen kiyttoon pitdd varautua.

Biologiseen uhkaan varauduttaessa on tiarkedd kehittdd tehokas vélineisto taisteluaineen
havaitsemiseksi ja tunnistamiseksi. Ensimméiinen havainto biologisen taisteluaineen
kaytostd pitdisi saada mahdollisimman aikaisessa vaiheessa, jotta joukot voitaisiin
suojata ja he voisivat jatkaa toimintaansa. Talloin myds altistuneet henkil6t saataisiin
hoitoon riittdvén ajoissa ja muut altistumiset voitaisiin estdd. Koska bioaerosoli on yksi
todenndkoisimmistd  biologisten taisteluaineiden levitysmuodoista, olisi havainto
taisteluaineen kédytostd parasta tehdd suoraan ilmasta. Nykyiselld vilineistolld biologiset
taisteluaineet havaitaan todennikoisesti vasta ensimmaéisten oireiden ilmettyd ihmisilla
tai eldimilld. Talloin on usein jo liian mydhdistd parantaa tauti altistuneilta henkil6iltd
sekd suojata muut. Tdmi johtuu siitd, ettd oireet voivat ilmetd vasta useiden pdivien
kuluttua altistumisesta. Téstd johtuen onkin erittdin tirkeda kehittdd uusia, nopeampia ja
tehokkaampia biologisten agenssien ja erityisesti bioaerosolien tunnistus- ja

havaitsemismenetelmia.

Tamd pro gradu -tutkielma on osa Suomen puolustusvoimien CBNS-teknologia-
ohjelmaa. Teknologiaohjelman tavoitteena on kehittdd kemiallisten ja biologisten
aineiden ilmaisuun ja tunnistamiseen laitteita, joista voidaan lopulta rakentaa yleiseen
valvontajirjestelméién kytkettdvissd oleva liikutettava valvonta- ja mittausasema.
CBNS-teknologiaohjelmassa on puolustusvoimien lisdksi mukana suomalaisia tiede-
yhteisdjd sekd yrityksid. Pddvastuussa laitteiston valmistuksesta on kaasuntunnistus-

laitteisiin erikoistunut Environics Oy. (Mékinen, 2004.)

Tassd tutkimuksessa testataan, onko biologisia taisteluaineita mahdollista tunnistaa
virtaussytometriaan perustuvalla nopealla menetelmilld. Virtaussytometriaa kiytetdan
monissa solubiologisissa tutkimuksissa, ja viime aikoina sitd on yhd enemmin sovel-

lettu myos mikrobiologisiin mittauksiin. Virtaussytometrin avulla voidaan saada



monenlaista tietoa tutkittavasta naytteestd, esimerkiksi nédytteessd olevien partikkelien
madristd sekd kokojakaumasta. Tdmén liséksi virtaussytometrilla voidaan havaita eril-
lisid solupopulaatioita ndytteen seasta, mikdli halutunlaiset solut tunnistetaan jollakin

spesifiselld koettimella.

Tutkimuksessa kehitetdén bioaerosolien tunnistusmenetelmd, jossa aerosolindyte
kerdtddn markdsyklonikerdimelld ja biologiset agenssit tunnistetaan naytteestd
spesifisten tunnistuskoettimien sekd virtaussytometrian avulla. Kaavio kehitettdvésta
tunnistusmenetelmasti on kuvassa 1.1. Tutkimuksen painopiste on kuvan kohdassa 3,
silld tutkimuksessa keskitytdén erilaisten tunnistuskoettimien (vasta-aineiden ja peptidi-

ligandin) ominaisuuksien testaamiseen.

3. Leimaus
N (spesifiset
2. Naytteen otto koettimet)
(markasykloni) 4. Virtaussytometria
1. Bioaerosoli | — — E— 5. Tulos

Kuva 1.1. Tutkimuksessa kehitettdva bioaerosolien tunnistusmenetelméa

Tunnistusmenetelmidstd voidaan tulevaisuudessa mahdollisesti kehittdd automatisoitu
jéarjestelmd, jossa kaikki tunnistuksen osa-alueet on yhdistetty samaan laitteeseen.
Talloin bioaerosolit voitaisiin tunnistaa suoraan ilmasta, mikd olisi paras tilanne
biologisten taisteluaineiden havaitsemisessa. Talloin olisi myds mahdollista seurata

jatkuvasti ilman bioaerosolien koostumusta.



2. Kirjallisuuskatsaus

2.1. Biologiset taisteluaineet

2.1.1. Yleista

Biologiseksi sodankdynniksi katsotaan toiminta, jossa mikro-organismeja tai biologista
alkuperdd olevia toksiineja kdytetddn tarkoituksellisesti aiheuttamaan haittaa joko
ihmisille, karjalle tai viljelykasveille. Biologiset taisteluaineet ovat sodankdynnin
vilineend monella tavoin muita taisteluaineita tehokkaampia, muun muassa siksi, ettd

ne ovat varsin helposti saatavilla sekd vaikeasti havaittavissa. (DaSilva, 1999.)

Biologisia agensseja on kiytetty sodassa jo vuosisatoja sitten. Esimerkiksi 1300-luvulla
nykyisen Ukrainan alueella tataarit sinkosivat ruttoon kuolleiden ihmisten ruumiita
Kaffan kaupunkiin tarkoituksenaan levittdd tautia vihollisen keskuuteen. My6s muita
vastaavia tapauksia on ollut eri puolilla maailmaa. Systemaattinen biologisten taistelu-
aineiden kehitystyd alkoi vasta 1900-luvulla modernien tutkimusmenetelmien kehit-
tyessd. 1900-luvun alkupuolella useat valtiot kehittivit biologisia taisteluaineita
sotilaalliseen kdyttoon. Ensimméisen maailmansodan jilkeen biologisten taistelu-
aineiden kéyttd kuitenkin kiellettiin Geneven sopimuksella (1925). Tastd huolimatta
biologisten taisteluaineiden kehitystyd jatkui muun muassa useissa suurvalloissa, kuten
USA:ssa ja Neuvostoliitossa. Kehitystyd johti biologisten taisteluaineiden kayttoon
valtioiden vélisissd sotatilanteissa ainoastaan kerran, kun Japani levitti ruttoa ja koleraa
Kiinassa 1940-luvulla. Vuonna 1972 wuseat valtiot allekirjoittivat sopimuksen
(Biological Weapons Convention), joka kieltdd biologisten taisteluaineiden kehitystyon.
Biologisista taisteluaineista onkin viime aikoina tullut uhka ldhinnd sopimukseen
kuulumattomien valtioiden sekd yksityisten terroristijarjestjen toiminnan vuoksi.

(DaSilva, 1999; Sims, 2001; Guillemin, 2005.)

On olemassa useita erilaisia biologista alkuperdé olevia aineita, joita voidaan mahdol-
lisesti kiyttdd biologisena taisteluaineena. Yhdysvaltain terveysministerion alainen
tartuntatautikeskus CDC on laatinut listan mahdollisista biologisista taisteluaineista
(Centers for Disease Control and Prevention, 2004). Listalla on noin 40 erilaista

taisteluaineagenssia, joista valtaosa on biologisiksi taisteluaineiksi soveltuvia mikrobeja



ja toksiineja. Taulukossa 2.1 on lueteltu tunnetuimpia biologisiksi taisteluaineiksi

soveltuvia agensseja ja niiden aiheuttamia tauteja.

Taulukko 2.1. Mahdollisia biologisia taisteluaineita

Agenssi Tauti
Bakteerit Bacillus anthracis Pernarutto
Yersinia pestis Rutto
Brucella suis Bruselloosi
Francisella tularensis Tularemia
Burkhoideria pseudomallei Melioidoosi
Riketsiat Coxiella burnetii Q-kuume
Virukset Isorokkovirus Isorokko

Venezuelan hevosenkefaliittivirus
Lantinen hevosenkefaliittivirus

Toksiinit Botuliinitoksiini Botulismi
Stafylokokkienterotoksiini B (SEB)
Risiinitoksiini

Mahdolliset biologiset taisteluaineet, jotka on tarkoitettu aiheuttamaan vahinkoa
ihmisille, ovat joko bakteereja, viruksia, riketsioita tai toksiineja. Biologisten taistelu-
aineiden vaarallisuus perustuu paitsi niiden aiheuttamien tautien vakavuuteen, myos
sithen, ettd jo pienelld mairélld biologista ainetta voidaan saada aikaan mittavia
vahinkoja. Biologisia taisteluaineita tarvitaan vain murto-osa esimerkiksi kemiallisten
taisteluaineiden méérasti, jotta saadaan aikaan samanlainen tuhovaikutus. Liséksi useita
biologisia taisteluaineita on varsin helppo hankkia ja valmistaa yksinkertaisissakin
mikrobiologisissa laboratorioissa, kun taas kemiallisten taisteluaineiden valmistus vaatii
yleensd ammatillista erityisosaamista sekd erityisvélineiston. (Kortepeter & Parker,

1999; Huovinen, 2003.)

Mikali biologista alkuperdd olevia aineita halutaan kayttda taisteluaineina, ne tulee ensin
saattaa muotoon, jossa ne ovat helposti levitettdvissi. Mahdollisia asemuotoja
biologisille agensseille ovat esimerkiksi jauhe ja aerosoli, joista aerosolia pidetdén usein
todennédkoisimpéand vaihtoehtona. Sopivaan asemuotoon saattamisen liséksi biologinen
taisteluaine pitdd siis myds saada levitettyd mahdollisimman tehokkaasti tarkoitettuun
kohteeseen. Levityskeinoja on useita, ja ainakin laajamittaista lentokoneesta tapahtuvaa
aerosolilevitystd pidetddn sotatilanteessa mahdollisena. (Kortepeter & Parker, 1999.)
Lisdksi on olemassa tarkemmin kohdistettuja levitysmuotoja. Yksi esimerkki téllaisesta
on USA:ssa vuonna 2001 tapahtunut pernaruton levittiminen kirjeiden mukana.

(Jernigan ym., 2001; Griffith ym., 2003).
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Aerosolin  katsotaan usein olevan toimivin muoto biologisten taisteluaineiden
levittdimiseen. Aerosolina taisteluaine saadaan levitettyd varsin helposti ja
huomaamattomasti laajallekin alueelle, jolloin tuhovaikutus on mahdollisimman suuri.
Téssd on kuitenkin myds haittapuolia, silld aerosolin levitystd on vaikea kohdistaa
tarkasti, ja siksi myds levittdjd ja sivulliset voivat altistua taisteluaineelle. Liséksi
vaikutukset havaitaan hitaasti ja niitd on vaikea ennakoida, koska kohteen altistumisesta

el voida olla tdysin varmoja. (Guillemin, 2005.)

2.1.2. Bioaerosolit

Aerosolit koostuvat kaasuun suspensoituneesta materiaalista. Bioaerosoleissa nidma
kaasussa olevat partikkelit ovat perdisin biologisesta ldhteestd tai ovat biologisesti
aktiivisia, eli ne voivat vaikuttaa eldviin organismeihin aiheuttamalla esimerkiksi
allergisen reaktion. Bioaerosoli voi siséltdd muun muassa bakteereja, viruksia tai niiden
osia, sieni-itiditd, siitepOlyd tai erilaisten elididen tuottamia aineita. (Hirst, 1995.)
Bioaerosolit muodostuvat usein luonnollisesti, kuten siitepOly. Niitd voidaan kuitenkin
myOs valmistaa keinotekoisesti, mikd mahdollistaa biologisten taisteluaineiden

aerosolimuotoisen tuottamisen (Mohr, 2005).

Bioaerosolien partikkelit ovat kooltaan varsin vaihtelevia. Ne voivat olla halkaisijaltaan
0,5-100 um (Hirst, 1995). Ihmiselle vaarallisimpia ovat alle 5 pm:n kokoiset partik-
kelit, koska ne voivat kulkeutua syville keuhkoihin, keuhkorakkuloihin asti ja aiheuttaa

hengitystiesairauksia (Haug ym., 1999).

Bioaerosolit ovat fysikaalisilta ominaisuuksiltaan samanlaisia kuin muut aerosolit.
Fysikaaliset ilmiot, kuten painovoima tai séhkoiset voimat, vaikuttavat siis
bioaerosolien aerodynaamiseen kayttdytymiseen samalla tavalla kuin muihin
aerosoleihin. (Cox, 1995a.) Fysikaalisilla ilmi6illa voi olla vaikutusta my0ds bio-
aerosolien koostumukseen. Bioaerosoleille on usein tdrkedd, ettd niiden sisdltamét
mikro-organismit sdilyvdt elinkykyisind. Esimerkiksi ympériston ilmankosteus,
lampotila, happipitoisuus sekd sdhkOomagneettinen séteily vaikuttavat mikrobien

elinkykyyn. (Cox, 1995b; Mohr, 2005.)

Biologista alkuperdd olevat aineet voidaan saattaa aerosolimuotoon useilla eri
tekniikoilla. Eri tekniikoilla on mahdollista valmistaa partikkelikooltaan erilaisia

aerosoleja. Bioaerosolien tuottamiseen kdytetyt aerosoligeneraattorit ovat joko kuiva-
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tai mirkdgeneraattoreita. Usein kéytettyjd aerosoligeneraattoreita ovat esimerkiksi
kuivageneraattori VOAG sekd markédgenerointiin perustuva paineilmasumutin

(nebulizer). (Mitchell, 1995.)

2.2. Bacillus anthracis ja botuliinitoksiini biologisina taistelu-
aineina

Bacillus anthracis sekd botuliinitoksiini ovat peldttyjd biologisia taisteluaineita.
Molemmat ovat erittdin vaarallisia, ja jo pienilld miirilli nditd agensseja voidaan

altistaa suuri joukko ihmisia ja/tai eldimid (Guillemin, 2005).

2.2.1. Bacillus anthracis

Bacillus anthracis on bakteeri, joka aiheuttaa erittdin vakavan infektiosairauden,
pernaruton. Bacillus anthracis on gram-positiivinen, itiditd muodostava aerobinen
bakteeri, ja se kuuluu Bacillus-sukuun. Anthracis-nimi tulee kreikankielen sanasta
anthrakis, joka tarkoittaa hiiltd. Nimi johtuu siitd, etti pernarutossa esiintyy hiiltd

muistuttavia mustia ihovaurioita. (Murray ym., 2002, s.240.)

2.2.1.1. Pernarutto

Pernarutto on Bacillus anthracis -bakteerin aiheuttama infektiosairaus, jota esiintyy
lahinnd karjaeldimilld. Pernaruttoa ei juuri esiinny ldnsimaissa, mutta se on varsin
yleinen karjatauti Eteld-Amerikassa ja Afrikassa. My0s muualla maailmassa on

satunnaisia karjan pernaruttotapauksia vuosittain. (Pile ym., 1998; Eskola ym., 2000.)

Pernarutto puhkeaa, kun bakteerin iti6itd kulkeutuu elimistoon, missd ne alkavat
lisddntyd. Elimiston makrofagit ottavat itidt sisddnsi ja kuljettavat ne imusolmukkeisiin.
Itiot kehittyvit eldviksi bakteereiksi makrofagien sisélld. Vegetatiiviset bakteerit
vapautuvat makrofageista imukudokseen, lisddntyvit sielli ja kulkeutuvat vereen
aitheuttaen lopulta verenmyrkytyksen. Bakteerien myrkyllisyys johtuu niiden
vapauttamista toksiineista, jotka aiheuttavat toksemian joutuessaan verenkiertoon.
Hoitamattomana myrkytystila johtaa elion kuolemaan. (Dixon ym., 1999; Hanna &

Ireland, 1999; Murray ym., 2002, s.240.)

Pernarutto voi tarttua my0s ihmiseen, mikd tapahtuu yleensd sairastuneen eldimen tai
B.a.-bakteerin iti6itd sisdltdvin eldinperdisen tuotteen vilitykselld. Thmisestd toiseen

tauti ei kuitenkaan tartu. Tartunnan aiheuttavat itit voivat joutua ihmisen elimistoon
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kolmea eri reittid, mistd johtuen pernaruttoa esiintyy ihmiselld kolmessa eri kliinisessi
muodossa: ihoinfektiona, ruuansulatuskanavan infektiona sekd hengitystieinfektiona.
Niéistd ihoinfektiota esiintyy eniten (noin 95 % kaikista pernaruttotapauksista), ja se on
myds helpoin diagnosoida ja hoitaa. Ruuansulatuskanavan infektiota esiintyy ihmiselld
todella vahin, mutta eldimilld timi on taudin yleisin muoto. (Murray ym., 2002, s.241.)
My®os hengitysteitse tarttunut pernarutto on nykydin erittdin harvinainen. Tapauksia on

ollut viime vuosikymmenind vain muutamia. (Inglesby ym., 2002).

Bakteeritartunnan saamista seuraa yleensé latenttiaika ennen pernaruton puhkeamista.
Latenttiaika voi kestdd muutamasta péivistd jopa kuukausiin. Thopernaruton ja
ruuansulatuskanavan pernaruton oireet ilmenevét nopeasti tartunnan jilkeen, mutta
hengitysteiden pernarutto voi olla pitkdén oireeton. Pernaruton ensimmaiset oireet ovat
varsin vaikeita tunnistaa. Hengitysteitse tarttuneen pernaruton alkuvaiheessa esiintyy
lahinnd flunssaa muistuttavia oireita (esimerkiksi kuumetta, pddnsiarkyd ja yskid), ja
vakavammat oireet, kuten nopeasti nouseva kova kuume sekd vilikarsinan
imusolmukkeiden voimakas suurentuminen, ilmenevit vasta myrkytystilan edetessi.
Ihotartunta on hieman helpompi tunnistaa ihovaurioiden erikoisen, hiiltd muistuttavan,
mustan ulkonddn takia. Suoliston pernaruttotartunnan oireita ovat muun muassa suun ja
ruokatorven haavaumat, pahoinvointi sekd verioksentelu. (Eskola ym., 2000; Murray

ym., 2002, 5.242.)

Kaikki pernaruton muodot ovat erittdin vaarallisia ja tappavia, mutta kuolleisuus on
erittdin suuri erityisesti hengitysteiden ja ruuansulatuskanavan pernarutossa. Né&itd
pernaruton muotoja on vaikea diagnosoida alkuvaiheen oireiden perusteella, jolloin
hoito pddstddn aloittamaan yleensd lilan myohddn. Esimerkiksi hengitysteiden
pernarutossa vakavien oireiden ilmetessd myrkytystila on edennyt jo niin pitkélle, ettd
lahes kaikki potilaat kuolevat kolmen péivédn kuluessa. Kuolleisuus néisséd pernaruton
tyypeissd onkin ldhes 100 %. Ihopernarutto sen sijaan saadaan ldhes aina parannettua,
koska se on helppo diagnosoida ihovaurioiden perusteella ja hoito saadaan aloitettua
riittivdn aikaisessa vaiheessa. Hoitamattomana kuitenkin myds ihopernarutossa

kuolleisuus on 20 %. (Murray ym., 2002, s.242.)

Pernarutto diagnosoidaan tavallisesti mikroskooppisen analyysin (bakteerivirjiys),
mikrobiologisten viljelymenetelmien tai geenimonistuksen (PCR) avulla. Lisdksi on

kehitetty erilaisia vasta-aineisiin perustuvia bakteerintunnistusmenetelmid, mutta ne
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ovat vield toistaiseksi vain harvoin kliinisessd kdytossd. Yleensd taudin diagnosointiin
kuluu aikaa noin kaksi vuorokautta. (Murray ym., 2002, s.242; Eskola ym., 2000;
Huovinen, 2003.)

Pernaruttoa  voidaan hoitaa perinteisten antibioottien avulla  (esimerkiksi
siprofloksasiinilla), mutta hoito on aloitettava mahdollisimman pian tartunnan saamisen
jilkeen (jo ennen ensimmdisten oireiden ilmenemistd), jotta se tehoaisi. Pernaruttoa
vastaan on olemassa myds rokote, jota voidaan antaa esimerkiksi sairaita eldimid
mahdollisesti késitteleville ihmisille. Rokote on kuitenkin varsin epdpuhdas ja aiheuttaa
paljon sivuoireita. Téstd johtuen rokote ei ole laajamittaisessa kdytdssd muutamia
poikkeuksia lukuun ottamatta (esimerkiksi USA:n sotilaiden rokotusohjelmat). (Eskola

ym., 2000; Greenfield & Bronze, 2003.)

2.2.1.2. Rakenne ja toiminta

Bacillus anthracis -bakteeri on suurikokoinen, sauvamainen bakteeri. Bakteeri on 3-8
um pitkd ja 1-1,5 um leved. B.a.-bakteeri voi muodostaa itiditd, mikdli ympéristo ei ole
suotuisa sen kasvulle ja lisddntymiselle. Nama bakteerin varastomuodot kestivit erittdin
hyvin erilaisia ympdristostd aiheutuvia haittatekijoitd kuten lampdd, kuivuutta,
ultravioletti- ja gammasiteilyd sekd erilaisia desinfiointiaineita. Itidt voivat sdilyd
esimerkiksi maaperdssd elinkykyisind kymmenid vuosia. (Murray ym., 2002, s.240;

Prescott ym., 2002, s.913-914.)

[tiot muodostuvat vegetatiivisen bakteerin sisdlld (sisditid, endospori) ja vapautuvat
sieltd ympéristdon, kun emosolu hajoaa. Ymparistoon vapautuneita sisditioitd kutsutaan
itioiksi. Itiot koostuvat viidestd kerroksesta. Uloin kerros, eksosporium (itionverho), on
ohut suojakerros, jonka alla on useista proteiinikerroksista koostunut paksumpi kerros,
ition kuori (proteiinikuori). Kuoren proteiinien ansiosta itid kestdd erinomaisen hyvin
kemikaaleja. Seuraava kerros, korteksi, rakentuu peptidoglykaanista ja voi olla kooltaan
jopa puolet koko ition koosta. Korteksin sisdpuolella on ition soluseind (sisempi ition
kuori), joka ymparoi ition ydintd (core). Ition ytimessd ovat kaikki normaalit bakteeri-
solun soluelimet, mutta sielld ei ole metabolista aktiivisuutta. (Prescott ym., 2002, s.68—
71; Salkinoja-Salonen, 2002, s.147—153; Liu ym., 2004.) Bacillus anthracis -iti6illd on
muutamia ominaispiirteitd, joita ei esiinny muissa itidissd ja jotka tekevit B.a.-itidistd
erittdin tehokkaan taudinaiheuttajan. B.a.-iti6t kestidvét erikoisen hyvin ympéristossa

tapahtuvia muutoksia, aistivat isdntdelion ja alkavat germinoitua siind, kestdvét hyvin
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isdntdelion immuunipuolustusta sekd ilmentdvét jo infektion aikaisessa vaiheessa viru-

lenssia aiheuttavia tekijoitd (Liu ym., 2004).

Kun B.a.-itiot muuttuvat elimistoon pédstyddn vegetatiivisiksi bakteereiksi ja
lisddntyvdt, ne myo0s alkavat tuottaa toksiineja, jotka saavat aikaan bakteerin
infektiovaikutuksen (pernaruton). B.a.:n infektiovaikutus johtuu kahdesta eri toksiinista,
edeematoksiinista sekd letaalitoksiinista, jotka toimivat toisistaan riippumatta (Beall
ym., 1961). Lisdksi infektoimiseen osallistuu solun uloin osa, kapseli, joka estda
jakautuvien bakteerisolujen fagosytoosia (Makino ym., 1989). Edeematoksiini toimii
adenylaattisyklaasina (Leppla, 1982), ja letaalitoksiini aiheuttaa makrofagien
hajoamista, minkd seurauksena elimistoon vapautuu tulehdustekijoitd (Hanna ym.,

1992; Hanna, 1999).

Letaalitoksiini ja edeematoksiini ovat proteiineja, jotka muodostuvat kahdesta eri
eksotoksiinista. Letaalitoksiinin komponentteja ovat suojaava antigeeni sekd
letaalitekija. Edeematoksiini taas koostuu suojaavasta antigeenisti sekd edeematekijista.
Ennen toksiinien muodostumista suojaava antigeeni kiinnittyy infektoitavan solun
pinnalla oleviin reseptoreihin. Tdméd kdynnistdd toksiinien muodostumiseen ja viimein
myrkytystilaan johtavan reaktioketjun. Suojaava antigeeni on kooltaan 83 kDa, mutta
kun se on sitoutunut kohdesoluun, siitd katkeaa proteolyyttisesti 20 kDa:n kokoinen osa,
joka yhdistyy 89 kDa:n kokoiseen edeematekijadn tai 90 kDa:n kokoiseen
letaalitekijddan. (Leppla, 2000.)

Varsinainen infektio kdynnistyy, kun suojaava antigeeni on kiinnittynyt kohdesolun
pintaan. Ensiksi muodostuu edeematoksiini, kun suojaavasta antigeenistd katkennut osa
kiinnittyy edeematekijddn, ja se tunkeutuu kohdesolun sisdén. Edeematoksiinin
adenylaattisyklaasiominaisuus aktivoituu solun sisdlld, minkd seurauksena solujen
sisdén kertyy nestettd (Leppla, 1982). Kun suojaava antigeeni kiinnittyy letaalitekijdén,
muodostuu letaalitoksiini. Letaalitoksiini on sinkkié sisdltivd metalloproteaasi, jonka
toiminnan seurauksena makrofagit hajoavat ja siten vapauttavat elimistoon tuumori-
nekroositekijd-a:aa, interleukiini-1PB:aa sekd muita tulehdusta edistidvid sytokiineja
(Hanna, 1992). (Moayeri & Leppla, 2004.) Tulehdusreaktion etenemistd edesauttaa
B.a.-bakteeria ympdrdivd kapselirakenne, joka koostuu poly-D-glutamiinihaposta.
Kapselin rakenne estdd elimiston puolustusjarjestelmidd tuhoamasta bakteereja

mahdollistaen ndin terveiden solujen infektoitumisen. (Makino ym., 1989.)
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Toksiineja ja kapselia koodaavat geenit sijaitsevat kahdessa eri plasmidissa. Kapseli
muodostuu kolmen geenin vaikutuksesta. Namé geenit ovat capA4, capB ja capC
(Makino ym., 1989), ja ne sijaitsevat plasmidissa pXO2. Toisessa plasmidissa, pXO1,
sijaitsevat toksiineja koodaavat alueet. (Dixon ym., 1999.) Bakteerin pitdad sisdltdd
molemmat plasmidit eli kyetd tuottamaan sekd bakteeria suojaava kapseli ettd
myrkytyksen aiheuttavat toksiinit, jotta bakteeri olisi virulentti. Mikili toinen
plasmideista puuttuu, muodostuu heikentynyt bakteerikanta, jota voidaan kéyttdd muun
muassa tutkimustarkoituksiin tai rokotteena. Esimerkiksi heikennetty kanta, josta
puuttuu plasmidi pXO2, pystyy tuottamaan toksiinikomponentteja, mutta ei bakteeria

suojaavaa kapselia. (Leppla, 2000.)

2.2.1.3. Bacillus anthracis taisteluaineena

Bacillus anthracis -bakteerin itiditd pidetdén nykyisin yhtend todennikoisimmistd
biologisista taisteluaineista (Greenfield ym., 2003). Tdméa johtuu siitd, ettd kenen
tahansa on teoreettisesti mahdollista hankkia ja kasvattaa maaperéssd esiintyvid B.a.-
1ti6itd ja ndin aiheuttaa suurta tuhoa (Huovinen, 2003). On arvioitu, ettd 50 kg B.a.-
itioitd levitettynd tasaisesti 500 000 ihmisen asutusalueelle aiheuttaisi ainakin 95 000
kuolemantapausta, sekd lisdksi 125 000 ihmisté sairastuisi. Bacillus anthracis -itididen
vaarallisuutta taisteluaineena lisdéd se, ettd niitd voidaan levittdd huomaamatta, jolloin
havainto taisteluaineen kéytostd saadaan vasta ihmisilld ilmenevien oireiden myota.

(Pile ym., 1998.)

Bacillus anthracis -bakteereita voi helposti kasvattaa tavallisessa mikrobiologisessa
laboratoriossa. Myos bakteerien saattaminen itidmuotoon on melko yksinkertaista ja
onnistuu normaalilla mikrobiologisen laboratorion vélineistolla. Jotta B.a.-itiditd
voitaisiin kayttdd taisteluaineena, pitdd itiot kuitenkin saattaa helposti levitettdvdin
muotoon, esimerkiksi aerosoliksi tai pulveriksi. Tehokkain levitystapa olisi aerosoli,
mutta aerosolin hiukkaskoon tulisi olla alle 5 pm, jotta hiukkaset olisivat riittivén pienid
mennékseen keuhkorakkuloihin ja siten aiheuttaisivat sairauden. Itiét eivit myoskdin
saisi levityksen yhteydessd tarrautua toisiinsa, jotta pieni hiukkaskoko sdilyisi. Nami
seikat tekevdt B.a.-aerosolin valmistamisesta erityisen haastavaa ja vaikeuttavat

agenssin kayttod taisteluaineena. (Huovinen, 2003; Inglesby ym., 2002.)

Mikili 10ytyy riittdvasti asiantuntemusta, on kuitenkin mahdollista saattaa B.a.-iti6t

muotoon, jossa niitd voitaisiin kdyttdd taisteluaineena. Ei siis ole lainkaan mahdotonta,
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ettd tdllaista taisteluainetta kéytettdisiin esimerkiksi terrori-iskun yhteydessd. Téstd
todisteena on vuoden 2001 tapaus, jossa pernaruttokirjeet aiheuttivat USA:ssa ihon
kautta ja hengitysteitse tarttunutta pernaruttoa. Bacillus anthracis -itidoitd levitettiin
tuolloin kirjeiden avulla hienojakoisena jauheena, joka ilmaan vapauduttuaan kayttiytyy
kuten bioaerosoli. Télloin noin 20 henkil6d sairastui, ja hengitysteitse tartunnan
saaneista kaikki, joilla tautia ei diagnosoitu riittdvén aikaisessa vaiheessa ja joiden
hoitoa ei aloitettu ajoissa (viisi henkil6d), kuolivat saamaansa infektioon (Jernigan ym.,

2001). (Inglesby ym., 2002; Matsumoto, 2003.)

2.2.2. Botuliinitoksiini

Botuliinitoksiini on erittdin vaarallinen hermomyrkky, jota tuottaa Clostridium
botulinum -bakteeri. Botuliinitoksiini on voimakkain luonnossa esiintyva myrkky, eli se
on erittdin tappava jo pienind annoksina. Jopa 0,05-1,0 pg botuliinitoksiinia on tappava
annos ihmiselle. (Gill, 1982; Cherington, 1997.) Altistuminen tappavaa annosta
pienemmaille maéérdlle botuliinitoksiinia aiheuttaa sairaustilan, jota kutsutaan

botulismiksi. (Arnon ym., 2001.)

Botuliinitoksiinia tuottavan bakteerin botulinum-nimi tulee latinankielisestd sanasta
botulus, joka tarkoittaa makkaraa. Tdma viittaa bakteerin (ja toksiinin) esiintymiseen
pilaantuneessa ruuassa, erityisesti lihavalmisteissa. (Murray ym., 2002, s.347; Bigalke

& Shoer, 2000.)

2.2.2.1. Botulismi

Botulismi luokitellaan yleensd ruokamyrkytykseksi, koska tartunta saadaan ldhes aina
pilaantuneen ruuan vilitykselld (esimerkiksi huonosti kuumennetuista itse tehdyisti
sdilykkeistd). Botulismissa tautia aiheuttavan Clostridium botulinum -bakteerin iti6itd
kulkeutuu ihmisen elimistoon, missd ne muuttuvat vegetatiivisiksi bakteerisoluiksi ja
alkavat jakautua. Vegetatiivisen kasvun aikana bakteerit tuottavat botuliinitoksiinia,

joka saa aikaan myrkytyksen. (Prescott ym., 2002, s. 929.)

Botulismia esiintyy ihmiselld kolmea eri muotoa: klassista (elintarvikeperdistd)
botulismia, haavabotulismia sekd pikkulasten botulismia. Botulismin myrkytystila
aitheutuu siitd, kun botuliinitoksiinia joutuu ihmisen verenkiertoon. Toksiini voi

absorboitua elimistoon joko suolen tai keuhkojen pintakudoksen kautta tai ihossa
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olevasta haavasta, mutta ehjén ihon ldpi toksiini ei imeydy. (Cherington, 1998; Murray

ym., 2002, s. 347.)

Elintarvikeperdisen botulismin oireet ilmenevét noin 1-2 pdivdn kuluttua tartunnan
saamisesta. Yleensd botulismiin sairastuneilla ithmisilld ilmenee ensin huonovointisuutta
ja huimausta. Tdmain jélkeen voidaan havaita muun muassa nidkdoireita, suun kuivuutta
sekd vatsakipua. Mikili sairautta ei hoideta, lihaksiston toiminta alkaa véhitellen
heikentyd, ja lopulta potilas kuolee yleensd hengityksen lamaantumiseen, kun sairaus
etenee pitkélle. Kuolleisuus tautiin on noin 10 %. (Cherington, 1998; Murray ym., 2002,
s. 348.)

Haavabotulismi muistuttaa kaikin puolin hyvin paljon elintarvikeperdistd botulismia,
mutta siind taudin inkubaatioaika on pidempi, noin neljd vuorokautta. Pikkulasten
botulismi sen sijaan poikkeaa hieman muista taudin muodoista. Pikkulasten botulismi
puhkeaa, kun C. botulinum -bakteerit alkavat lisddntyd lapsen suolistossa. Aikuisilla
tama ei ole mahdollista, koska suolistossa on paljon muita, kilpailevia mikrobeja. Tautia
esiintyy ldhinnd alle 1-vuotiailla lapsilla, ja sen oireet ovat varsin vaihtelevia ja
vaikeasti havaittavia (esimerkiksi heikentynyt itku tai ummetus). Tédstd johtuen lasten
botulismi jdd usein havaitsematta, mutta kuolleisuus tautiin on silti vain 2 %.

(Cherington, 1998; Murray ym., 2002, s. 348.)

Botulismi voidaan diagnosoida oireiden perusteella, mutta myos laboratoriotestit ovat
mahdollisia. Yleensd diagnoosi varmistetaan tekemadlld bakteeriviljelmd potilaan
ulosteesta. (Cherington, 1998.) Ehdoton varmuus botulismista saadaan ainoastaan
hiiriletaalikokeen avulla. Hiiriletaalikoe on herkkd ja toimiva botuliinitoksiinin
osoitusmenetelmd, mutta se on erittdin tyo6lis ja hidas, silld sen tekemiseen menee nelja
vuorokautta. Lisdksi menetelmd vaatii koe-eldinten kayttéd. (Centers for Disease
Control and Prevention, 1998.) Uusia menetelmid botuliinitoksiinin varmaa osoittamista
varten pyritddn kehittimdin koko ajan, jotta hiiriletaalikoe voitaisiin korvata in vitro -
menetelmilld. Tallaisia menetelmid ovat esimerkiksi immunoanalyyttiset menetelméit,

kuten immunokromatografiset pikatestit. (Klewitz ym., 2005.)

Botulismia hoidetaan antitoksiinien avulla, ja hoito on yleensi varsin tehokasta, mikali
se pystytddn aloittamaan riittivén aikaisessa vaiheessa. Myds rokotetta botulismia

vastaan on kehitetty, mutta se on edelleen kehitysvaiheessa. (Eskola ym., 2000.)
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2.2.2.2. Botuliinitoksiinin rakenne ja toiminta

Botuliinitoksiinia tuottava bakteeri, Clostridium botulinum, on iti6itd muodostava,
gram-positiivinen, anaerobinen bakteeri, jota esiintyy normaalisti maaperdssd. C.
botulinum -bakteerit jakautuvat neljddn geneettisesti tdysin erilaiseen ryhmién, jotka
katsotaan yhdeksi lajiksi ainoastaan siksi, ettd ne kaikki tuottavat samaa toksiinia. C.
botulinum kuuluu samaan bakteerisukuun kuin jdykkédkouristuksen aiheuttava C. tetani -
bakteeri, mistd johtuen my0s niiden tuottamat toksiinit muistuttavat ulkoisesti toisiaan.
Molemmat toksiinit myds vaikuttavat lihaksistoon estimédlld hermojen normaalia

toimintaa. (Murray ym., 2002, s. 345-347, Bigalke & Rummel, 2005.)

Botuliinitoksiini on 150-165 kDa:n kokoinen proteiini, joka koostuu kahdesta
alayksikostd. Toksiinin toiminnan kannalta tarkein alayksikko (A-ketju, kevyt ketju), on
proteiinin toksinen osa, ja se on kooltaan noin 50 kDa. A-alayksikkdé on sinkkid
sisdltdva endopeptidaasi, joka estdd asetyylikoliinia sisdltdvid vesikkeleitd liittyméasti
motoneuronin solukalvoon. Tdmén prosessin seurauksena hermoimpulssi ei etene
hermosolusta lihakseen, ja lihaksen toiminta lamautuu (halvaus). A-alayksikkdon on
liittyneend toinen alayksikko, B (raskas ketju, noin 100 kDa). B-alayksikon tehtdvéni
on ohjata toksiinimolekyyli solukalvon ldpi solun sisddn, jotta A-alayksikko voi aloittaa

entsymaattisen toimintansa. (Lacy, 1998; Bigalke & Shoer, 2000.)

Botuliinitoksiinia on olemassa seitsemdd eri antigeenistd tyyppid. Ndma seitsemin
serotyyppid on nimetty kirjaimilla A—G. Serotyypit ovat muuten varsin samankaltaisia
keskendédn, mutta ne erottuvat toisistaan sen mukaan, miten ne reagoivat antitoksiinien
kanssa. Jokaisella antitoksiinilla nimittdin voi neutraloida ainoastaan yhtd toksiinin
serotyyppid, esimerkiksi anti-A-antitoksiini neutraloi ainoastaan A-serotyyppid. (Arnon
ym., 2001.) Serotyypeistd ainoastaan A, B, E ja F aiheuttavat ihmiselle botulismia
(Murray ym., 2002, s.347; Bigalke & Rummel, 2005).

Botuliinitoksiinia kidytetddn nykyisin my0s ldékeaineena sen tehokkaan hermosto-
vaikutuksen vuoksi. Erittdin pienind annoksina sitd voidaan kéyttdd esimerkiksi

tahdottomien lihasnykéysten tai migreenin hoidossa. (Shantz & Johnson, 1992.)

2.2.2.3. Botuliinitoksiinin kdytto taisteluaineena
Botuliinitoksiinin kdyttod taisteluaineen pidetddn mahdollisena, koska toksiini on

erittdin myrkyllinen ja silld on mahdollista saada aikaan suurta tuhoa. Botuliinitoksiinia
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on myds varsin helppo tuottaa, eikd sen kuljetus vaadi suuria resursseja, koska toksiinia
tarvitaan suurenkin ihmisjoukon altistamiseen vain ddrimmdiisen pieni madrd. Yksi
gramma kiteistd botuliinitoksiinia voisi tasaisesti levitettynd ja hengitettynd aiheuttaa
kuoleman yli miljoonalle ihmiselle. Botuliinitoksiinin kéaytt6d taisteluaineena
hankaloittaa kuitenkin sen levittimisen vaikeus. (Arnon ym., 2001.) Myods
botuliinitoksiinin kohdalla tehokas levitystapa olisi aerosoli, mutta sen tuottamisessa on
samoja ongelmia kuin B.a.-aerosolin tuotossa (ks. kappale 2.2.1.3.). (Bigalke &

Rummel, 2005.)

2.3. Bioaerosolien havaitseminen ja tunnistus

Biologisten taisteluaineiden kdyton havaitseminen mahdollisimman aikaisessa
vaiheessa on erittdin tdrkedd, jotta uhkaan voitaisiin reagoida riittdvin nopeasti.
Nykymenetelmilld bioaerosoleja ei voida tunnistaa reaaliajassa (kenttdolosuhteissa).
Nykyisilld menetelmilld biologisten taisteluaineiden havaitseminen tapahtuu kolmessa
vaiheessa. Ensin aerosoli havaitaan muutoksena ilman normaalissa partikkeli-
jakaumassa. Mikéli kyseessd on bioaerosoli, kokojakaumassa on poikkeava pitoisuus
kokoalueella 1-10 um. Havainnon jélkeen aerosolista kerétddn néyte ja se luokitellaan,
eli varmistetaan, onko Kkyseessd biologinen agenssi. Tunnistuksen kolmannessa
vaitheessa maédritetddn, mitd agenssia ndyte sisdltdd. (Humppi, 2002.) Kaaviokuva
bioaerosolien havaitsemisesta on kuvassa 2.1. Uusia, nopeampia ja spesifisempid
tunnistusmenetelmid kehitetdédn koko ajan, jotta tunnistus voisi tapahtua ilman useita

vilivaiheita.

Bioaerosoli

U

- [l e e ey
I:> Keriys Luokittelu Tunnistaminen

Diagnoosi ja
hoito

Halytys ja
suojautuminen

Kuva 2.1. Bioaerosolien havaiseminen ja tunnistus
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2.3.1. Aerosolin havaitseminen ja alustava tunnistus

Aerosolilevitys voidaan havaita erilaisten hiukkaslaskureiden ja hiukkaskoko-
analysaattoreiden avulla. Namd laitteet eivdt pysty tunnistamaan aerosolia, mutta
havaitsevat muutokset ilman normaalissa hiukkasjakaumassa seké erottavat bioaerosolin
muista aerosoleista. (Mitchell, 1995.) Ensimmaéisen havainnon perusteella voidaan antaa

hilytys mahdollisesta uhasta ja suojautua ennen bioaerosolin tarkempaa tunnistamista.

Hiukkaskokoon perustuvien laitteiden lisdksi on olemassa useita laitteita, jotka on
kehitetty erityisesti bioaerosolien havaitsemiseksi. Téllaisia laitteita ovat muun muassa
LIDAR-tekniikkaan (Light Detection and Ranging) perustuvat laitteet. LIDAR-
laitteistot emittoivat lasersiteilyd ja mittaavat ilmassa olevista partikkeleista takaisin
heijastuvan sdteilyn. Lasersdteiden sironnan perusteella laite maédrittdd aerosoleille
ominaisuuksia, joiden perusteella laitteisto voi erottaa biologisen materiaalin muista
ilmassa olevista yhdisteistd. Yhd tarkempi tulos saadaan, kun LIDAR-laitteistoon
yhdistetddn ultraviolettivalon lidhde, jolla viritetddn biologisissa yhdisteissd olevat
fluoresoivat aineet ldhettdmddn fluoresenssia. Laitteisto mittaa my0ds fluoresenssin ja
havaitsee ndin biologisen materiaalin. LIDAR-laitteistot ovat kéyttokelpoisia
bioaerosolien alustavaan havaitsemiseen, mutta niiden avulla ei voida erottaa

patogeeneji harmittomasta biologisesta materiaalista. (Frost & Sullivan, 2003.)

LIDAR-tekniikka on tarkoitettu aerosolien etimiéritystd varten, mutta timén liséksi on
olemassa my0s usein kéytettyjd laitteita, joilla mdiéritys tapahtuu lyhyemmain
vilimatkan pééstd. Tallaisia ovat esimerkiksi FLAPS-laitteistot (Fluorescence
Aerodynamic Particle Sizer). FLAPS-tekniikka on virtaussytometrian (ks. kappale 2.4.)
kaltainen menetelm4, jossa ilmavirrassa oleviin yksittiisiin partikkeleihin kohdistetaan
lasersdde.  Lasersdde  aktivoi eldvdssd  biologisessa  materiaalissa  olevan
autofluoresenssin, jonka perusteella eldva tai elinkykyinen materiaali voidaan erottaa
elottomasta materiaalista. Lasersiteen avulla laite méérittdd myos ilmavirrassa olevan

partikkelin koon seké partikkeleiden méiéran. (Ho, 1996; Ho, 2002.)

Perinteisesti ndytteen alustava tunnistaminen on tehty mikroskopoinnin avulla.
Mikroskopoimalla voidaan erottaa eri bakteerityypit toisistaan sekd virukset
bakteereista. Tdmd on mahdollista muun muassa erilaisten bakteerien
varjadysmenetelmien avulla. Mikroskooppianalyysin perusteella voidaan péattdd, mita

jatkotutkimuksia naytteelle tehddédn (esimerkiksi milld kasvatusalustalla ndyte kannattaa
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viljelld, ks. kappale 2.3.3). Mikroskopointi on kuitenkin varsin aikaa vievédd ja vaatii
melko kalliin vélineiston, mikili ndyte halutaan analysoida tarkasti, silld virukset on

mahdollista havaita ainoastaan elektronimikroskoopilla. (Morse, 2000.)

2.3.2. Naytteenotto

Bioaerosolindytteitd kerdtddn erilaisten aerosolinkerdinten avulla. Aerosolinkerdimid on
olemassa useita erilaisia, ja niiden toiminta perustuu eri tekniikoihin. Bioaerosolien
kerddmiseen kaytettyjd aerosolinkerdimid ovat esimerkiksi syklonikerdimet, impinger-

kerdimet ja impaktorit (Crook, 1995a) seké suodatinkerdimet (Crook, 1995b).

Useat aerosolinkerdimet kerddvit ilmassa olevat partikkelit kiintedlle alustalle, kuten
petrimaljalle tai ohuelle levylle. Téllaisia kerdimié ovat esimerkiksi impaktorikerdimet.
Niiden toiminta perustuu fysikaaliseen ilmi6on, jota kutsutaan partikkelien impaktioksi.
Talld 1lmiolld tarkoitetaan partikkelien taipumusta poiketa ilmavirrasta ja kiinnittyd

kiinteélle pinnalle inertian vaikutuksesta. (Crook, 1995a; Li & Lin, 1999.)

Niiden lisdksi on olemassa aerosolinkerdimid, jotka kerddvat ilmassa olevat partikkelit
nesteeseen. Esimerkkejd ndistd kerdimistd ovat impinger- ja syklonikerdimet. Sykloni-
kerdimissd ilma imetddn laitteeseen, jossa pyorii spiraalimainen nestepatsas. Talldin
ilmassa olevat partikkelit sekoittuvat nesteeseen. (Crook, 1995a.) Syklonikerdimid on
talld hetkelld kaupallisesti saatavilla useilta eri valmistajilta. Esimerkki kaupallisesta
tuotteesta on SASS 2000 -mirkédsyklonikerdin (Research International Inc.,
Washington, USA), joka kerdd ilmaa 265 litraa minuutissa (SASS 2000, Instruction
Manual).

Bioaerosolien kerddmisessd on varmistettava, ettd niyte ei vaurioidu kerdyksen aikana.
Tamid on erityisen tdrkedd silloin, kun néytettd jatkokésitellddn esimerkiksi
mikrobiologisesti viljelemélld. Markdsyklonikerdin soveltuu tiltd kannalta erittdin hyvin
bioaerosolien kerddmiseen, silld ndyte kerdtddn suoraan nesteeseen, jolloin mikrobit
sdilyvit elinkykyisind. Néyte ei kerdyksen aikana myoskdin joudu suuren rasituksen
kohteeksi, eivétkd siind olevat partikkelit tuhoudu. Lisdksi nidytteen loppukisittely
helpottuu, kun ndyte on valmiiksi nestemiisessd muodossa eikd vaadi erityistd

liuottamista. (Crook, 1995a.)
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2.3.3. Bioaerosolien tunnistaminen

Bioaerosolit tunnistetaan kerétyistd niytteista erilaisilla biologisilla menetelmilld. Nailla
menetelmilld bioaerosolin koostumuksesta saadaan varma tieto, jotta altistuneiden
henkiléiden diagnoosi voidaan varmistaa ja heille voidaan jérjestdd asianmukainen
hoito. Yleensd bioaerosolien tunnistamiseen kiytetddn menetelmid, jotka perustuvat
immunokemiaan tai molekyylibiologiaan. Myo0s perinteiset mikrobiologiset menetelmét
sekd mikroskopia ovat edelleen yleisesti kdytossd. Muut kdytdssd olevat tunnistus-
menetelmit perustuvat fysikaalisiin tai kemiallisiin ilmi6ihin, ja méérittimisen apuna

kéaytetddn esimerkiksi kromatografiaa tai spektrometriaa. (Morse, 2000; Humppi, 2002.)

2.3.3.1. Mikrobiologiset menetelmét

Perinteinen mikrobiologinen bakteeriviljely on herkin tapa tunnistaa eldvid bakteereita.
Kasvatusmaljalle voi muodostua tunnistuksen mahdollistava bakteeripopulaatio jopa
yhdestd ainoasta bakteerista, kun taas muita menetelmid kaytettdessd alkuperdisessi

ndytteessd pitdd olla lukuisia bakteereita, jotta tunnistus onnistuisi. (Henchal ym., 2001.)

Bioaerosolien tunnistamiseen kéytettdvit mikrobiologiset menetelmit vaihtelevat sen
mukaan, onko ndytteend bakteereja vai viruksia (alustava tunnistus tehty esimerkiksi
mikroskopoimalla, ks. 2.3.1). Bakteereja kasvatetaan alustalla, joka siséltdd erilaisia
bakteerien kasvuun vaikuttavia aineita (esimerkiksi ravintoaineita). Varsinainen
tunnistus tehddin sen perusteella, miten bakteeri kayttdd alustassa olevia ravintoaineita.
Viruksia taas kasvatetaan erilaisilla soluviljelmilld, koska ne pystyvit lisdédntyméédn
ainoastaan eldvéssd solussa. Virukset tunnistetaan niiden soluja tuhoavien vaikutusten
perusteella. (Hensel & Pertzoldt, 1995; Prescott ym., 2002, s. 104-106 ja 364-365;
Morse, 2000.)

Nykyéén viljelymenetelmét ovat kuitenkin kdytdnndssé jddneet taka-alalle bioaerosolien
tunnistusmenetelméni, koska ne ovat liian hitaita sekd vaikeita toteuttaa. Kiytannossi
siis tunnistus tapahtuu joko immunologisen, molekyylibiologisen tai kemiallisen

analyysin perusteella. (Humppi, 2002.)

2.3.3.2. Molekyylibiologiset menetelmét
Varmin tunnistustulos  biologisista néytteistd saadaan  molekyylibiologisilla
menetelmilld, mikdli tunnistettava agenssi sisdltdd DNA:ta tai RNA:ta.

Molekyylibiologiset tunnistusmenetelmét eivit siis sovellu toksiinien tunnistamiseen,
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koska toksiinit koostuvat proteiinista, mutta muiden biologisten taisteluaineiden
tunnistaminen on mahdollista niilld menetelmilld. Toksiinienkin tunnistaminen
onnistuu kuitenkin toksiinin tuottajaclion geeneistd, joista voi olla jddmia
taisteluaineena kéytettdvissd toksiinivalmisteessa. Molekyylibiologiset menetelmait
perustuvat yleensd PCR:n avulla tapahtuvaan geenien monistukseen sekd erilaisiin
geneettisen materiaalin analysointimenetelmiin. T&lldin tunnistus onnistuu pienistékin
ndytemadristd sekd niytteistd, jotka siséltdvédt kuolleita mikrobeja tai ainoastaan
mikrobien osia. Lisdksi geenimonistuksen avulla on mahdollista tunnistaa myos
geneettisesti muokattuja agensseja, mikd ei muilla menetelmilld ole mahdollista.
Geenien monistukseen perustuvia tunnistusmenetelmid onkin olemassa useille eri
taisteluaineagensseille, ja nima menetelmét ovat yleensd erittdin herkkid ja spesifisia.

(Hensel & Pertzoldt, 1995; Henchal ym., 2001.)

Molekyylibiologinen tunnistusmenetelmi voidaan teoriassa kehittdd mité tahansa eldvaa
alkuperdd olevaa agenssia varten. Tunnistusmenetelmén kehittdiminen vaatii ainoastaan
sen, ettd ensin on selvitetty organismin perimistd sille ominaiset yksildlliset geeni-
sekvenssit, joithin tunnistus voi perustua. Nukleiinihappotunnistukseen perustuvat
menetelmdt voidaan jakaa kahteen ryhméddn menetelmén toimintaperiaatteen mukaan:
menetelmiin, joissa koetin hybridisoituu suoraan kohdesekvenssin kanssa ja tunnistus-
signaalia vahvistetaan sekd menetelmiin, joissa tunnistuksen kohdesekvenssid

monistetaan. (Igbal ym., 2000.)

Tunnistussignaalin vahvistamiseen perustuvissa menetelmissi tunnistus ei onnistu aivan
pienestd midrdstd tunnistettavaa materiaalia. Kohdesekvenssid ei kuitenkaan tiydy
monistaa kuten PCR:d4n perustuvissa menetelmissd, silld riittdvdn voimakas signaali
saadaan aikaan kontrolloimalla signaalin muodostumista. Koska tunnistettavan
materiaalin médrd ei muutu tunnistuksen yhteydessi, téllaisilla menetelmilld voidaan
tehdd myds kvantitatiivisia maarityksid. Yleensé tunnistuksen yhteydessa joko koetin tai
kohde kiinnitetddn, jolloin ylimddrdiset koettimet voidaan poistaa hybridisaation
jélkeen, jotta ne eivét hdiritse signaalin muodostumista. Yleinen tunnistusmetodi on niin
sanottu sandwich-hybridisaatio, jossa kéytetddn kahta eri koetinta. Toinen koetin on
kiinnitetty kiinteddn alustaan ja toinen koetin on leimattu molekyylilld, joka saa aikaan
tunnistussignaalin (signaalikoetin). (Polsky-Cynkin, 1985.) Signaalin muodostukseen

voidaan kayttdd esimerkiksi radioisotooppeja, fluoroforeja, entsyymeji tai hapteeneja.
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Tunnistussignaali muodostuu ja sitd vahvistetaan signaalimolekyylistd riippuen
erilaisilla tekniikoilla. Téstd johtuen my0s signaalin havaitsemiseen on olemassa useita

erilaisia laitteita ja tekniikoita. (Igbal ym., 2000.)

Yleisesti kiytetty tekniikka tunnistussignaalin aikaansaamiseksi on entsymaattinen
vérireaktio. Téssd entsyymi, joka katalysoi jotakin vérid muodostavaa reaktiota, on
liitetty signaalikoettimeen. Talloin tunnistus voidaan havaita vérin muodostuksesta.
Havaitseminen tapahtuu yleensd spektrofotometrilla, jolla voidaan my0s mitata vérin
voimakkuus. (Igbal ym., 2000.) Kayttokelpoisia molekyylejd signaalin muodostuksessa
ovat myds hapteenit. Hapteenit ovat pienikokoisia molekyylejé, jotka voidaan liittdd
suuriin proteiineihin immuunireaktion aikaansaamiseksi. Tdmin immunisointikeinon
avulla muodostuvat hapteenivasta-aineet tunnistavat hapteenin myos sen ollessa
vapaana, mikd mahdollistaa hapteeni-vasta-ainekompleksin kdytén tunnistussignaalin
muodostuksessa, kun hapteenimolekyyli liitetdén signaalikoettimeen. (Nelson & Cox,
2000.) Hapteenit eivit pienen kokonsa ansiosta hiiritse tunnistusreaktiota, ja ne ovat
my0s varsin helppokéyttoisid. Lisdksi vasta-aineiden kdyttiminen lisdd mahdollisuuksia
vahvistaa signaalia. (Igbal ym., 2000.) Paljon kéytetty menetelmd signaalin
muodostuksessa on myds avidiini-biotiini-teknologia. Siind signaalikoetin on leimattu
biotiinilla, johon kiinnittyy avidiini- tai streptavidiinimolekyyli. Avidiiniin taas on
liitetty esimerkiksi entsyymi, joka saa aikaan tunnistussignaalin havaitsemisessa
tarvittavan vérireaktion. Biotiinin ja streptavidiinin vélinen sidos on erittdin voimakas,
voimakkain luonnossa esiintyvd proteiinin ja ligandin vilinen sidos. Voimakas
sitoutuminen véhentdd virhemahdollisuuksia tunnistussignaalin muodostumisessa, miké
lisdd tunnistusmenetelmén luotettavuutta. Lisdksi tunnistussignaali vahvistuu
kaytettdessd tdtd menetelméd, koska avidiinimolekyylissd on neljad kiinnittymiskohtaa

biotiinille. (Wilchek & Bayer, 1990 ja 1999)

Menetelmit, joissa kohdesekvenssid monistetaan ennen varsinaista tunnistusta, ovat
herkempid kuin hybridisaatioon ja signaalin vahvistamiseen perustuvat menetelmat.
Herkkyydestd johtuen nimé menetelmaét ovat kuitenkin my0s erittdin alttiita virheille, ja
vadriéd tuloksia tulee helposti, mikili tutkittava ndyte sisdltdd epdpuhtauksia. Tunnistus
onnistuu kohdesekvenssid monistamalla jo erittdin pienistd mééristé tutkittavaa néytettd,
mutta toisin kuin hybridisaatiomenetelmissd, kvantitatiivinen maéritys ei ole

mahdollista. Kohdesekvenssin monistamiseen perustuvissa menetelmissd tunnistuksen
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havaitseminen perustuu samoihin tekniikoihin kuin signaalin vahvistamisessa. Néissd
menetelmissd kohdesekvenssin tunnistava koetin voidaan kuitenkin leimata suoraan,
esimerkiksi fluoresoivalla molekyylilld, koska signaalin vahvistaminen ei ole tarpeen.
Perinteisin kohdesekvenssin monistusmenetelmd on PCR. PCR:ssd kohdesekvenssid
monistetaan tehokkaasti lampdtilan vaihteluiden ja entsymaattisten reaktioiden avulla.
Useat kiytossd olevat molekyylibiologiset tunnistusmenetelmit pohjautuvat PCR:4én.
Mikidli  muiden nukleiinihappotunnistukseen perustuvien tunnistusmenetelmien
herkkyyttd halutaan lisdtd, nithin voidaan yhdistdd PCR-reaktio. (Igbal ym., 2000; Lim
ym., 2005.)

PCR-reaktion lisdksi on olemassa my0s muita menetelmid, joissa kohdesekvenssid
monistetaan. Téllaisia menetelmid ovat esimerkiksi LCR (Ligase chain reaction) seka
NASBA (Nucleic acid sequence based amplification). LCR on toimintaperiaatteeltaan
hyvin samanlainen kuin PCR, mutta silld saatava tulos on tarkempi kuin PCR:lla.
LCR:ssé kaytetddn kahta aluketta, jotta pystytddn erottamaan myos ne sekvenssit, jotka
eroavat toisistaan vain yhden emésparin osalta. Tdmi ei ole mahdollista perinteiselld
PCR:lla. Myds NASBA on kehitetympi versio PCR:sta. Siind reaktiot tapahtuvat
tasaisessa ldmpotilassa, jolloin ei tarvita lampdsyklilaitteita kuten PCR:ssé ja LCR:ssa.

Tama helpottaa menetelmén soveltamista esimerkiksi kenttidkayttoon. (Igbal ym., 2000.)

Molekyylibiologisten tunnistusmenetelmien pohjalta on kehitetty useita erilaisia
automatisoituja tutkimuslaitteita. (Ivnitski ym., 2003.) Erityisesti kvantitatiiviseen
PCR:ddn perustuvat biologisten taisteluaineiden tunnistusmenetelmit ja -laitteet ovat
osoittautuneet erittdin herkiksi ja tehokkaiksi. Tillaisia menetelmid on kehitetty
lukuisille mahdollisille taisteluaineagensseille, ja ndilld menetelmilld tunnistustulos
saadaan alle tunnissa, kun vanhemmilla PCR-menetelmilld aikaa menisi noin kuusi
tuntia. Kvantitatiiviseen PCR:d4n perustuvia tutkimuslaitteita biologisten agenssien
tunnistukseen onkin saatavilla jo useilta eri valmistajilta. (Henchal ym., 2001; Jones

ym., 2005; Lim ym., 2005.)

Tehokkuudestaan huolimatta, molekyylibiologisten tunnistusmenetelmien soveltamista
kiytintoon haittaa se, ettd ne ovat yhd varsin kalliita, vaativat korkeasti koulutettua
henkilokuntaa sekd ovat ty0lditd ja hankalia toteuttaa kenttdolosuhteissa. Lisdksi
nykyisin kdytetyt molekyylibiologiset menetelmét ovat taisteluaineiden tunnistamiseksi

litan aikaa vievid, koska tuloksen saamiseen menee yleensi tunteja. Aikaa kuluu siithen,
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ettd ndytteet tiytyy yleensd puhdistaa ennen analysointia. Tdstd johtuen nidmi
menetelmit eivét téllaisena sovellu kenttikdyttoon, mutta koska niiden varmuus ja
tarkkuus on erinomainen muihin menetelmiin verrattuna, niitd kannattaa kehittas.
Automatisoiduilla  tutkimuslaitteilla on onnistuttu parantamaan menetelmien
ominaisuuksia ja tekemdin niistd nopeampia ja helppokéyttdisempid. (Henchal ym.,

2001; Peruski & Peruski, 2003b, Jones ym., 2005.)

2.3.3.3. Inmunologiset menetelmat

Immunologiset eli vasta-ainetunnistukseen perustuvat tunnistusmenetelmit ovat
molekyylibiologisten menetelmien ohella kiytetyimpid menetelmid biologisten taistelu-
aineiden tunnistuksessa. Immunologisia tunnistusmenetelmid on kehitetty ldhes kaikille
biologiseksi taisteluaineeksi soveltuville agensseille. Immunologisilla menetelmilld
tunnistus on varsin tehokasta sekd spesifisti, mutta ongelmana on se, ettd osa
menetelmistd on varsin ty6lditd, ja niiden toteutus vaatii laboratorio-olosuhteet. Lisédksi
vasta-aineiden tuottamisen hitaus ja kalleus vaikeuttaa menetelmien kayttdd. (Morse,

2000; Peruski & Peruski, 2003a.)

Immunologisten tunnistusmenetelmien perustana on vasta-aineen ja antigeenin vilinen
tunnistusreaktio. Vasta-aineet kiinnittyvét spesifisesti ja tiukasti antigeeniin, jota
vastaan ne on tuotettu. Antigeenind voi olla mikd tahansa patogeeni tai molekyyli
(esimerkiksi proteiini, bakteerin soluseind tai virus), joka aiheuttaa immuunivasteen
elidssd. Vasta-aineita tuotetaan immunisoimalla jokin elid (koe-eldin) halutulla
antigeenilld, jolloin eldimen elimistd alkaa tuottaa tarvittavaa vasta-ainetta. Vasta-aine
voidaan eristdd tutkimuskéyttod varten immunisoidun eldimen veren seerumista. Néin
tuotetut vasta-aineet ovat polyklonaalisia, eli tunnistavat antigeenistd useita eri
epitooppeja. Vasta-aineita, jotka tunnistavat ainoastaan yhden tietyn epitoopin
(monoklonaaliset ~ vasta-aineet), voidaan tuottaa  eristdmélld  lymfosyytteja
immunisoidusta eldimesti ja jatkamalla vasta-aineen tuotantoa soluviljelymenetelmilla.

(Nelson & Cox, 2000; Boenisch, 2001.)

Téarkein komponentti immunologisessa tunnistusmenetelméssd on luonnollisesti siind
kéytettdva vasta-aine. Perinteisesti kdytetyimpid ovat olleet polyklonaaliset vasta-aineet,
koska niitd on ollut helpommin saatavilla, mutta tekniikan kehittyessd monoklonaalisten
vasta-aineiden kéyttd on lisddntynyt merkittidvasti. Lisdksi molekyylibiologisten mene-

telmien avulla on viime aikoina kehitetty uusia rekombinanttivasta-aineita, joiden
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odotetaan korvaavan ainakin osittain perinteisid vasta-aineita. Rekombinanttivasta-
aineiden etuna on, ettd niiden tuottamiseen ei tarvita koe-eldimié toisin kuin perinteisten
vasta-aineiden tuottamiseen. Lisdksi rekombinanttivasta-aineiden avulla voidaan
mahdollisesti parantaa merkittdvésti immunologisten tunnistusmenetelmien herkkyytta

ja spesifisyyttd (Emanuel ym., 2000; Peruski & Peruski, 2003a.)

Erilaisia immunologisia tunnistusmenetelmid on olemassa lukuisia, ja erilaisiin
tekniikoihin perustuvia menetelmid kehitetddn koko ajan lisdd. Talla hetkelld
kiytetyimpid immunologisia menetelmid biologisten taisteluaineiden tunnistuksessa
ovat immunokromatografiset pikatestit, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay),
TRF (time-resolved fluorescence assay) sekd IMS-ECL (immunomagnetic separation-

electrochemiluminescence assay). (Peruski & Peruski, 2003a.)

ELISA on yksi esimerkki yleisesti kdytetystd immunologisesta tunnistusmenetelmasta.
Siind tunnistettavan néytteen proteiinit kiinnitetddn kiinteédlle pinnalle (esimerkiksi
mikrotiitterilevylle), josta haluttu agenssi tunnistetaan vasta-aineiden avulla. Vasta-
ainetunnistus tapahtuu yleensd kahdella eri vasta-aineella, joista ensimmdiinen,
primddrinen vasta-aine, tunnistaa agenssin ja toinen, sekund&dirinen vasta-aine,
kiinnittyy edelliseen vasta-aineeseen. Sekundéiriseen vasta-aineeseen on liitetty
entsyymi, joka saa aikaan vérireaktion. Tunnistus havaitaan tdmén vérireaktion avulla.
Muodostuneen virin voimakkuus mitataan, yleensa spektrofotometrin avulla. (Nelson &

Cox, 2000.)

Myo6s immunokromatografisia pikatestejd kdytetdén paljon, koska ne ovat erittdin
helppokiyttoisid ja nopeita. Immunokromatografiset pikatestit ovat kertakayttoisia,
kiadessd pidettdvid testiliuskoja, joiden avulla voidaan tunnistaa jokin yksittdinen
agenssi. Pikatesteissd vasta-aineet on liitetty ohuelle liuskalle, ja tunnistus havaitaan
liuskalle muodostuvan vérireaktion avulla. Immunokromatografisen pikatestin
toimintaperiaate voi vaihdella, mutta yksi yleisimmisté testityypeistd on niin sanottu

sandwich-malli (kuva 2.2).
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Kuva 2.2. Immunokromatografinen pikatestiliuska

Kuvan 2.2 kaltaisella immunokromatografisella pikatestiliuskalla on kaksi eri vasta-
ainetta, jotka molemmat tunnistavat halutun antigeenin. Toinen vasta-aineista on
konjugoitu erilliseen partikkeliin (esimerkiksi kulta- tai lateksipartikkeliin) ja toinen on
kiinnitetty liuskaan. Lisdksi liuskaan on kiinnitetty kontrollivasta-aine, joka tunnistaa
partikkeliin konjugoidun vasta-aineen. Partikkeliin konjugoitu vasta-aine sijaitsee
liuskan alkupédssd, kohdassa, johon liuoksessa oleva ndyte pipetoidaan. Liuskalla
olevat partikkelit kulkeutuvat niytteen mukana kapillaarisesti liuskaa pitkin. Toinen
vasta-aine on kiinnitetty liuskan toiseen pddhin. Talloin siihen liuskan kohtaan, johon
toiset  vasta-aineet ovat  kiinnittyneind, muodostuu  sandwich-komplekseja
konjugaattipartikkelista, kahdesta vasta-aineesta sekd tunnistettavasta antigeenista.
Talloin liuskalla ndkyy kompleksien kerddntymisen vuoksi vérireaktio, josta tunnistus
voidaan havaita. Myos kontrollivasta-aineiden kohdassa nidkyy samanlainen vérireaktio,
kun osa konjugaattipartikkeleista kiinnittyy niihin. Kontrolliviivan avulla varmistetaan
liuskan toimivuus, eli havaitaan, ettd partikkelit ovat kulkeutuneet niytteen mukana.

(Paek, 2000; Peruski & Peruski, 2003a.)

Immunokromatografiset pikatestiliuskat ovat erittdin helppokédyttoisid, ja lisdksi niilld
saadaan tulos selville nopeasti toisin kuin monilla muilla tunnistusmenetelmilld. Pika-
testiliuskat eivét kuitenkaan ole aivan yhtd herkkid ja spesifisid kuin muut menetelmat.
Pikatestien kdyttdmistd biologisten taisteluaineiden tunnistamisessa hankaloittaa myos
se, ettd jokaiselle mahdolliselle taisteluaineagenssille pitdd olla oma testi. (Peruski &

Peruski, 2003a.) Lisdksi pikatestejd voidaan kdyttdd vain alustavaan tunnistukseen.
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Pikatestejd ei nimittdin ole hyvéksytty diagnostiseen kayttoon (taisteluaineiden
tunnistuksessa), koska niiden herkkyys ja spesifisyys on hieman liian huono varmaa
tunnistamista varten. (Henchal ym., 2001.) Yksi ongelma pikatestiliuskojen kéytdssd on
myds testituloksen luotettavuus, koska se perustuu aistinvaraiseen havaintoon. Talldin
eri henkilot voivat saada testistd erilaisen tuloksen. Téstd johtuen pikatestien
tulkitsemista varten on kehitetty myds erilaisia lukijalaitteita, jotka helpottavat

testituloksen analysointia. (Andreotti ym., 2003.)

Perinteisten immunologisten menetelmien kdyttéd bioaseagenssien tunnistuksessa on
viime aikoina pyritty korvaamaan muilla menetelmilld, johtuen ldhinnd olemassa
olevien menetelmien hitaudesta. Vanhoihin laboratoriomenetelmiin pohjautuen on
esimerkiksi kehitetty useita erilaisia laitteita, joissa immunologinen tunnistus on

automatisoitu. Tdma helpottaa ja nopeuttaa analyysin tekemisté. (Lim ym., 2005.)

Immunologisissa tunnistusmenetelmissd voidaan kédyttid myds muita koettimia, jotka
kiinnittyvét vasta-aineiden tavoin spesifisesti tunnistettavaan agenssiin. Téllaiset vasta-
ainetta jdljitteleviat molekyylit, kuten peptidiligandit (esim. Williams ym., 2003) sekéa
aptameerit (ks.2.4.2.1.; Jayasena, 1999), ovat yhd suuremman mielenkiinnon kohteena

kehitettdessd uusia tunnistusmenetelmid. (Andreotti ym., 2003.)

2.3.3.4. Muut menetelmat

Biologisten taisteluaineiden tunnistamisessa kidytetdin myds useita fysikaalisia ja
kemiallisia tutkimusmenetelmid. Luonnossa oleva muu biologinen materiaali
(esimerkiksi siitepdly) kuitenkin héiritsee monia kemiallisia ja fysikaalisia analyysejd,
mistd johtuen varma tunnistustulos on ndilli menetelmilld vaikeampi saavuttaa kuin
muilla menetelmilld. Bioaerosolien tunnistamiseen kdytettyjd kemiallisia menetelmié
ovat esimerkiksi kemotaksonominen maédritys, rasvahappokoostumuksen mééritys sekd
ndytteen pyrolysointi ja pyrolyysituotteiden analysointi. Fysikaalisista menetelmista
kiytetddn muun muassa neste- ja kaasukromatografiaa sekd massaspektrometriaa.

(Spurny, 1995; Humppi, 2002; Lim ym., 2005.)

Tunnistamisen helpottamiseksi on kehitetty my6s wuseita erilaisia integroituja
jarjestelmid. Esimerkki menetelmésté, jossa on yhdistetty useita tekniikoita, on FLISA.
FLISA on ELISA:n kaltainen immunologinen tunnistusmenetelmé, mutta sen avulla

tunnistetaan proteiinien sijasta PCR-tuotteita. Menetelmd on varsin tehokas, ja silld
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voidaan tunnistaa useita eri PCR-tuotteita samanaikaisesti. FLISA on kaupallinen tuote,

ja sitd valmistaa Applied Biosystems (Foster City, USA). (Ivnitski ym., 2003.)

Yksi tutkituimmista aiheista bioaerosolien tunnistuksessa on nykyisin molekyyli-
biologisten tunnistusmenetelmien saattaminen mikroskooppiseen kokoon. Tdméd niin
sanottu geenisiruteknologia mahdollistaisi patogeenien nopean ja tarkan tunnistamisen
tuntemattomasta ndytteestd, usean eri agenssin samanaikaisen tunnistamisen sekd
menetelmidn automatisoinnin. Useita geenisirutekniikkaan perustuvia biologisten
agenssien tunnistamiseen soveltuvia laitteita on jo markkinoilla, esimerkiksi Caliper
Technologiesin Lab-Chip-teknologia (Chow, 2002). Geenisiruteknologinen kehitystyo
on kuitenkin vasta alussa, ja nykyisissa laitteissa on puutteita, mistd johtuen niitd ei
vield voida soveltaa kenttakdyttoon. Alan kehitys vaikuttaa kuitenkin lupaavalta.

(Ivnitski ym., 2003; Lim ym., 2005.)

Tulevaisuudessa pyritdén kehittdmédn yhd parempia ja tehokkaampia menetelmid ja
laitteita biologisten taisteluaineiden havaitsemiseksi ja tunnistamiseksi. Kaytto-
tarkoitukseen parhaiten soveltuvan laitteen pitdisi olla nopea, tarkka ja luotettava, ja
liséksi sen pitdisi olla kenttdkdyttoon sopiva. Mikddn nykyisin markkinoilla oleva laite
ei tdytd taydellisesti kaikkia nditd kriteerejd. Tamén lisdksi laitteiden kehitystyOssd on
useita muita haasteita, jotka ovat vield ratkaisematta, kuten ndytteiden vaihtelevat

koostumukset seké useiden agenssien yhtdaikainen tunnistus. (Lim ym., 2005.)

2.4. Virtaussytometria

Sytometria-sanalla tarkoitetaan solujen mittausta. Sytometri on solujen analysointiin
tarkoitettu laite, jolla voidaan mitata joko solun fysikaalisia tai biokemiallisia
ominaisuuksia. Sytometrilla mitattavia fysikaalisia ominaisuuksia ovat esimerkiksi
solun koko ja tilavuus, ja biokemiallisia taas esimerkiksi solun proteiini- tai DNA-
pitoisuus. Virtaussytometriassa mittaukset tehdddn yksittdisille soluille niiden kulkiessa
nestevirrassa. Virtaussytometrian avulla saadaan yksityiskohtaista tietoa jokaisesta
solusta erikseen eikd ainoastaan solupopulaatiosta, kuten monilla perinteisemmilld

mikrobiologian ja biokemian tekniikoilla. (Carter & Meyer, 1990.)

2.4.1. Toimintaperiaate
Virtaussytometrin toiminta perustuu virtaavaan nesteeseen, jonka mukana tutkittavan

ndytteen solut (sekd muut partikkelit) kulkevat tasaisena juovana. Nesteen virtaus-
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nopeus on suurempi kuin ndytteen, mistd johtuen solut asettuvat tasaisesti nestevirran
keskelle (hydrodynaaminen fokusointi). Télloin solut kulkeutuvat nestevirrassa yksi
kerrallaan pisteeseen, jossa mittaukset tehddan. Virtaussytometrin avulla voidaan tutkia
mitd tahansa soluja (joko fiksoituna tai eldvind) tai muita partikkeleita, jotka ovat

kooltaan 0,2—150 um. (BD Biosciences, 2000.)

Solujen mittaukset tehdddn virtaussytometrissa valonsiteen (yleensi laser) avulla. Solu-
virta kulkee lasersédteen ohi, jolloin sdteen osuessa soluun osa valosta siroaa. Sironnut
valo ohjataan erilaisten optisten suodattimien ja linssien avulla laitteessa oleville
detektoreille, jotka kerddvit valon ja muuttavat sen sdhkoimpulsseiksi. Nidin kerétty
tieto voidaan tallettaa ja tarvittaessa siirtdd tietokoneelle analysointia varten. Virtaus-
sytometrin detektorit kerddvit myds soluista emittoituvan fluoresenssin, joka on saatu
aikaan esimerkiksi fluoresoivilla leima-aineilla ja aktivoitu lasersdteen avulla. (Carter &

Meyer, 1990.)

Virtaussytometrin avulla voidaan maédrittdd useita solujen ominaisuuksia. Sironneen
valon miirdn perusteella voidaan paitelld muun muassa solun koko, muoto tai sen
pinnan ominaisuuksia. Erilaisia leimoja taas voidaan kayttda esimerkiksi mééaritettdessa
DNA:n tai jonkin tietyn proteiinin pitoisuutta soluissa tai eroteltaessa ndytteen soluja
toisistaan. Leima-aineita kayttimélld voidaan miirittdd useita solun ominaisuuksia
yhtdaikaisesti, silld virtaussytometrin eri detektorit voivat mitata eri aallonpituutta
olevia fluoresenssisignaaleja yhtd aikaa. (Carter & Meyer, 1990; BD Biosciences,

2000.)

Virtaussytometrilla kerétty tieto esitetddn kuvaajana (yleensd histogrammi tai piste-
parvikuvio) joko laitteen omalla ndytolld tai laitteeseen kytketylld tietokoneella.
Histogrammikuviossa y-akselin arvot ovat solujen lukumaiirid. Solujen mairé esitetdén
kuvaajassa x-akselilla olevan parametrin (esimerkiksi fluoresenssin miira tai partik-
kelin koko) funktiona. Pisteparvikuvaajassa tarkasteltavia parametreja on kaksi, ja ne on
esitetty x- ja y-akselilla. Ndmé kaksi parametria voivat olla esimerkiksi solujen koko
sekd fluoresenssin méadrd tai kahden eri fluoresenssisignaalin voimakkuus. (Carter &

Meyer, 1990; BD Biosciences, 2000.)
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2.4.1.1. MICROCYTE® field -virtaussytometri

Microcyte-virtaussytometri (BioDetect AS, Oslo, Norja) on kenttdolosuhteisiin
soveltuva kannettava virtaussytometri, joka on suunniteltu erityisesti mikrobiologisia
mittauksia varten. Pienen koon ja keveyden ansiosta laitetta on helppo kuljettaa paikasta
toiseen, ja sisddn asennetun virtaldhteen avulla sitd voidaan myds kdyttdd missd tahansa
ilman verkkovirtaa. Microcyted voidaan kiyttda joko siithen kytketyn tietokoneen avulla
tai laitteen etupaneelissa olevasta ohjaustaulusta, ja myds tulokset nikyvit sekéd tieto-
koneelta ettd laitteen omalta néyttoruudulta. Microcyte soveltuu siis kaytto-

ominaisuuksiensa takia hyvin kenttdkdyttoon. (Microcyte, User manual, 2003.)

Microcytelld voidaan analysoida niytteitd, joiden pitoisuus on 10°~10" partikkelia/ml.
Microcyten mittalaitteistoon kuuluu lasersidde, jonka valon aallonpituus on 635 nm seké
detektoreita, jotka vastaanottavat valoa aallonpituuksilla 650-800 nm. Microcytessd on
ainoastaan yksi fluoresenssidetektori, mistd johtuen silld voidaan havaita ainoastaan

yksi fluoresenssisignaali kerrallaan. (Gjelsnes & Tangen, 1994.)

Microcyte on merkittdvasti herkempi kuin perinteiset virtaussytometrit. Se tunnistaa ja
laskee erityisen hyvin pienid (0,4—15um) partikkeleita, jolloin esimerkiksi bakteerit ovat
hyvin tunnistettavissa niytteestd. Koska Microcyten optinen laitteisto on rakennettu
kiintedn alumiinikuoren sisdén, missd se on koko ajan tasaisissa olosuhteissa, sen
optiikkaa ei tarvitse kalibroida péivittdin. Tama helpottaa laitteen kayttdd ja tekee myos

tuloksista tasaisempia ja vertailukelpoisempia. (Gjelsnes & Tangen, 1994.)

2.4.2. Virtaussytometrian kaytto
Virtaussytometriaa kiytetdén useissa biotieteissd, kuten immunologiassa, ladketieteessa
ja patologiassa. Viime aikoina virtaussytometriasta on tullut yhd kdytetympi menetelma

my&s mikrobiologisissa tutkimuksissa. (Alvarez-Barrientos ym., 2000.)

Yksi tidrkeimmistd virtaussytometrian sovelluskohteista on solujen erottelu. Virtaus-
sytometrian avulla solut voidaan erottaa toisistaan sekd morfologian ettd toiminnallisten
ominaisuuksien perusteella. Yksi merkittdvd menetelmd tilld alueella on esimerkiksi
fluoresenssiin perustuva solujen erottelu (FACS), jota kéytetddn yleisesti solu-

biologisissa tutkimuksissa. (BD Biosciences, 2000.)

Virtaussytometriaa kéytetdin usein myods geneettisissd tutkimuksissa, esimerkiksi

kromosomien analysointiin ja erotteluun. Lisdksi virtaussytometriaa sovelletaan solu-
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biologiassa esimerkiksi solun RNA:n tai DNA:n ominaisuuksien tutkimiseen erilaisten

spesifisten nukleiinihappokoettimien avulla. (Ormerod, 1990.)

Nykyisin virtaussytometriaa kéytetddn varsin paljon my0s mikrobiologisissa
tutkimuksissa. Virtaussytometrian avulla monet mikrobiologiset tutkimukset voidaan
tehdd nopeammin kuin perinteisillda mikrobiologisilla menetelmilld. Virtaussytometrilla
voidaan esimerkiksi erottaa eri bakteerilajit toisistaan sekd muista niytteessd olevista
partikkeleista, selvittdd bakteerien elinkyky varsin nopeasti sekd tutkia bakteerin
metaboliaa. Mikrobiologisilla viljelymenetelmilld (ja muilla perinteisilld menetelmillé)
niiden midritysten tekemiseen menisi jopa useita piivid. (Alvarez-Barrientos ym.,

2000.)

Virtaussytometriaa sovelletaankin yhd enemmén mikrobiologisiin tutkimuksiin, ja
erityisesti sitd kdytetddn mikrobien havaitsemiseen ja tunnistamiseen sekd kliinisessi
mikrobiologiassa ettd muilla mikrobiologian osa-alueilla. Kliinisessd mikrobiologiassa
virtaussytometriaa kiytetddn muun muassa diagnosointiin, bakteerien ja virusten
tunnistamiseen, vasta-aineiden havaitsemiseen sekd mikrobien antibioottiresistenssin
selvittimiseen. (Alvarez-Barrientos ym., 2000.) Tamén lisiksi virtaussytometrin avulla
tehtdvdd mikrobien tunnistamista on kdytetty esimerkiksi bioaerosolien analysoinnissa
(Sincock ym., 1999; Day ym., 2002) sekd elintarvikehygieniaan liittyvissé
tutkimuksissa (Miyamoto ym., 2003).

2.4.2.1. Leimaustekniikat

Ennen kuin solunéytteet analysoidaan virtaussytometrilla, ne yleensé leimataan jollakin
merkkiaineella, joka mahdollistaa ndytteiden tarkan analysoinnin. Leimausmenetelmid
on useita, ja sopivin menetelma valitaan kéyttotarkoituksen mukaan. Leimat voivat olla
suoraan johonkin solun osaan kiinnittyvid védrimolekyyleja tai ulkopuolisia koettimia

(esimerkiksi vasta-aineita), joihin on liitetty fluoresoiva molekyyli. (Ormerod, 1990.)

Solunéytteiden leimaamisessa kiytetddn usein apuna koettimia, esimerkiksi vasta-
aineita, jotka kiinnittyvét spesifisesti antigeeniinsd. Yleisesti kédytossd ovat myds
nukleiinihappokoettimet (DNA- ja RNA-koettimet), jotka kiinnittyvit solussa vastin-
sekvenssiinsd. Koettimien avulla niytteitd voidaan tutkia yksityiskohtaisemmin kuin
muuten. Télloin voidaan esimerkiksi tunnistaa ja erottaa nidytteestd jotkin

tietyntyyppiset solut tai tutkia soluissa olevia yksityiskohtia. Kaytetyimpia
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tunnistuskoettimia tilld hetkelld ovat todenndkoisesti vasta-aineet, silld niiden avulla
tunnistaminen on helppoa ja spesifistd. Vasta-aineet ovat kuitenkin varsin vaikeita ja
kalliita tuottaa, silld niiden tuottamiseen tarvitaan koe-eldimid. Vasta-aineet ovat myds
melko alttiita  ympéristdolosuhteiden  vaikutukselle ja  menettivit helposti
toimintatehokkuutensa, mikd vaikeuttaa niiden kayttéd. (Ormerod, 1990; Jayasena,

1999.)

Kaytossd olevien koettimien lisdksi kehitetddan koko ajan uusia molekyylejd, joita
voitaisiin kayttdad spesifisind tunnistuskoettimina. Téllaisista koettimia ovat esimerkiksi
aptameerit. Aptameerit ovat oligonukleotidikoettimia, jotka voivat kiinnittyd useisiin
erilaisiin kohdemolekyyleihin korkealla affiniteetilla ja erittdin spesifisesti. Aptameerit
ovat koettimina varsin monipuolisia, silli ne soveltuvat sekd diagnostiikkaan ettd
terapeuttisiin sovelluksiin. Diagnostiikassa aptameereja kiytetddn
tunnistusmolekyyleind sekd in vivo- ettd in vitro -tutkimuksissa. Aptameerit ovat erittdin
kéayttokelpoisia, silld ne ovat halpoja tuottaa eikd niiden tuottaminen vaadi koe-eldinten
kayttod toisin kuin esimerkiksi vasta-aineiden tuottaminen. Lisdksi aptameerit ovat

varsin edullisia, hyvin sdilyvid sekd helppoja muokata. (Jayasena, 1999.)

Spesifisiin tunnistuskoettimiin liitetddn fluoresoiva molekyyli, jotta koettimien toiminta
voidaan havaita virtaussytometrilla. Fluoresoivia vériaineita on olemassa lukuisia.
Sopiva viriaine valitaan sen mukaan, minkélaista koetinta kiytetddn, milld aallon-
pituudella molekyyli viritetddn ja milld detektorilla vérireaktio on tarkoitus

havaita.(Ormerod, 1990.)

Fluoresoiva vériaine voidaan liittdd my0s suoraan johonkin solun osaan, mikili
koettimen avulla tapahtuvaa spesifistd tunnistusta ei tarvita. Télldin voidaan havaita
jokin solun perusominaisuus. Myds soluun kiinnittyvid vériaineita on olemassa lukuisia.
Virimolekyyli voi kiinnittyd esimerkiksi nukleiinithappomolekyyleihin, lipideihin tai
solun kalvorakenteisiin. (Ormerod, 1990.) Fluoresoivat viriaineet voidaan jakaa
toimintaperiaatteidensa mukaan kolmeen ryhmiin: viriaineisiin, joiden fluoresenssi
voimistuu niiden kiinnittyessd johonkin solun osaan (kuten proteiiniin tai
nukleiinihappoon), viriaineisiin, joiden fluoresenssi on riippuvainen solun fysiologisista
olosuhteista seké vériaineisiin, jotka fluoresoivat entsymaattisen toiminnan seurauksena.

(Alvarez-Barrientos ym., 2000.)
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2.4.3. Virtaussytometria bioaerosolien tutkimisessa

Ensimmaiinen virtaussytometrin edeltdji kehitettiin  1940-luvulla juuri aerosolien
tutkimista varten. Laitteen avulla laskettiin aerosolien partikkelimddrid kivipolysta.
Laite soveltui kuitenkin myds biologisten ndytteiden analysointiin, mitd tutkittiinkin
toisen maailmansodan aikana, kun USA kehitti menetelmidd bakteerien ja itididen
havaitsemista varten. Vaikka tutkimustyoti tehtiin jo varhain, laite, jota voidaan kutsua
nykyaikaisen virtaussytometrin edeltijiksi, kehitettiin vasta 1960-luvulla. (Alvarez-
Barrientos ym., 2000.) Nykyaikaisen virtaussytometrin mydtd virtaussytometrian kaytto
on yleistynyt monenlaisissa tutkimuksissa, mutta aerosolien analysoinnissa sitd on

aikaisesta kehitystyostd huolimatta kéytetty varsin vahén.

Bioaerosolien tutkimisessa on tdrkedd, ettd tutkimuksen voi tehdd helposti ja nopeasti
sekd mieluiten kenttdolosuhteissa ilman koulutettua henkilokuntaa. Virtaussytometri-
laitteistot ovat usein varsin kookkaita, mistd johtuen virtaussytometria ei ole soveltunut
kenttéoloissa tapahtuvaan tutkimukseen. Nykyisin on kuitenkin saatavilla poytdmallisia
virtaussytometreja, jotka soveltuvat myds kenttdkdyttoon. Tdméan seurauksena
virtaussytometrisovellukset  erilaisissa ~ mikrobiologisissa  tutkimuksissa, kuten
bioaerosolien tutkimisessa, ovat yhi suuremman mielenkiinnon kohteena. (Sincock ym.,

1999.)

Virtaussytometriaa on jo pitkddn kdytetty laboratorio-oloissa bioaerosolien tutkimiseen.
Virtaussytometrin avulla aerosolindytteet voidaan analysoida nopeasti ja niistd voidaan
mitata useita eri parametreja. Virtaussytometrilla voidaan selvittdd ndytteen partikkeli-
médrd, partikkelien kokojakauma sekd fluoresenssivériaineiden avulla monia solujen
ominaisuuksia. Jotta aerosolien tutkiminen virtaussytometrilla onnistuisi, ndyte pitda

kuitenkin aina kerdtd veteen esimerkiksi markasyklonikerdimelld. (Spurny, 1995.)

Kenttikédyttoon soveltuvia virtaussytometriaan perustuvia bioaerosolien analysointi- ja
tunnistusmenetelmié on tutkittu jonkin verran (esimerkiksi Day ym., 2002). Menetelmét
perustuvat yleensi joko nukleiinihappokoettimien tai vasta-aineiden avulla tapahtuvaan
tunnistukseen ja havainnointiin. Menetelmien kehitystyd on kuitenkin vield kesken,
joten yleisessd kaytossd téllaisia tekniikoita ei toistaiseksi ole. Kehitystyotd ja
tutkimusta kuitenkin jatketaan koko ajan, ja kehitysndkymaét ovat lupaavia. (Sincokc

ym., 1999.)
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Tulevaisuudessa virtaussytometrian ennustetaan tulevan yha tirkedmmaksi osaksi
bioaerosolien tutkimista. Laitteisto kehittyy, ja uusia fluoresenssileimoja kehitetdén
koko ajan. Namid parannukset lisddvét virtaussytometrian mahdollisuuksia ja tekevit
siitd varteenotettavan vaihtoehdon kehitettdessd nopeaa ja tehokasta analysointi-,
havaitsemis- ja tunnistusmenetelmdd eri mikro-organismeille. (Spurny, 1995.) Virtaus-
sytometriaa on jo nyt sovellettu useisiin eri tarkoituksiin bioaerosolitutkimuksessa.
Virtaussytometrian avulla on muun muassa maédritetty ilmankerdinten kerdystehok-
kuutta sekd kerdttyjen mikrobien elinkykyd (Chen & Li, 2005). Yhtend tarkeimmistd,
ellei jopa tarkeimpind, virtaussytometrin sovellusalueista bioaerosolien tutkimisessa
pidetddn haitallisten mikrobien ja niiden osien nopeaa tunnistamista. Tdmén alueen
kehittdmiseksi tehddédn koko ajan tutkimustyotd sekd bioaerosolien yhteydessd ettéd
muilla tieteenaloilla, kuten l4éketieteellisessd tutkimuksessa (Lange ym., 1997; Song
ym., 2000; Day ym., 2002; Miyamoto ym., 2003). On mahdollista, ettd virtaussyto-
metriaa hyOdynnetddn tulevaisuudessa automaattisten bioaerosolien analysointilait-

teiden kehityksessa (Day ym., 2002).

2.5. Tutkimuksessa kaytettavien tunnistusmenetelmien

teoreettinen tausta

2.5.1. Bacillus anthracis -itididen tunnistaminen

Téassd tutkimuksessa testataan Bacillus anthracis -itididen tunnistamista kahdella eri
menetelmilld. Toinen menetelmistd pohjautuu immunologiseen tunnistukseen, ja
toisessa tunnistus tapahtuu itidon kiinnittyvdlld peptidiligandilla. Molemmissa

menetelmissé tulos analysoidaan virtaussytometrian avulla.

2.5.1.1. Vasta-ainetunnistus

Bacillus anthracis -itid6itd on aikaisemminkin tunnistettu virtaussytometrin avulla.
Ensimmiaiset téllaiset tutkimukset tehtiin jo 1980-luvulla. (Phillips & Martin, 1983 ja
1985.) Myos vasta-ainetunnistus on yhdistetty virtaussytometriaan B.a.-itididen tunnis-
tuksessa (Phillips & Martin, 1983; Stopa, 2000). Téssd tutkielmassa kéytettdva B.a.-
itididen tunnistusmenetelma on perusteiltaan varsin samanlainen kuin edelld mainituissa

tutkimuksissa kédytetyt vasta-ainetunnistukseen perustuvat menetelmét.

Tunnistusmenetelméissd B.a.-itidn tunnistava vasta-aine leimataan fluoresoivalla véri-

aineella. Vériaineen avulla iti6t, joihin vasta-aine on kiinnittynyt, voidaan havaita
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virtaussytometrilla. Téssd tutkimuksessa fluoresoiva molekyyli liitetdén vasta-aineeseen
biotiinin ja streptavidiinin vélitykselld. Biotiini liitetddn vasta-aineeseen, ja
streptavidiini  on  konjugoituna fluoresoivaan DyLight-vériaineeseen. Biotiinin
liittdminen vasta-aineeseen tapahtuu reaktiossa, jossa biotiini kiinnittyy amidisidoksella
vasta-aineessa olevien lysiini-aminohappojen priméirisiin aminoryhmiin (EZ-Link®
NHS-PEO Solid Phase Biotinylation Kit, kéyttdohje). Biotiini ja streptavidiini
kiinnittyvét toisiinsa erittdin voimakkaalla sidoksella (Wilchek & Bayer, 1999), joten
niiden avulla fluoresoiva vériaine saadaan liitettyd vasta-aineeseen pitdvisti.
Fluoresoiva vériaine alkaa emittoida fluoresenssia, kun se viritetddn virtaussytometrin
lasersidteen avulla. Emittoituvan fluoresenssin aallonpituus on 645 nm, ja se on

tutkimuksessa kdytettdvin virtaussytometrin mittausalueella.

Kun  vasta-aine  tunnistaa  ition, Fluoresoiva molekyyl

muodostuu  tunnistuskompleksi, jossa

ovat yhteen liittyneend itid, vasta-aine — ST

sekd  fluoresoiva  védriaine. Tédma “~~ Biotiini
kompleksi voidaan havaita virtaus- JJ_’
sytometrilla. Kuva reaktiossa

muodostuvasta tunnistuskompleksista on

kuvassa 2.3.

B.a.-1ti01den vasta-ainetunnistuksessa

kaytettavit vasta-aineet ovat

kaupallisesti saatavilla olevia B.a.- ) )
Kuva 2.3. Vasta-ainetunnistuksessa

itidvasta-aineita.  Tutkimuksessa tes- muodostuva kompleksi, joka voidaan havaita

tattavista  vasta-aineista  osa  on Virtaussytometrilla

polyklonaalisia ja osa monoklonaalisia.

2.5.1.2. Tunnistus peptidiligandilla

Toinen tutkimuksessa testattava Bacillus anthracis -itididen tunnistusmenetelmé
perustuu spesifiseen peptidiligandiin. Aiemmissa tutkimuksissa on osoitettu, ettd
peptidiligandi kiinnittyy spesifisesti B.a.-itididen pintaan (Williams ym., 2003). Téassi
tutkimuksessa kéytettdvd tunnistusmenetelmd perustuu aiemmin julkaistuihin
tutkimuksiin, joita sovelletaan tdssd niin, ettd havaitseminen tapahtuu

virtaussytometrilla (Williams ym., 2003; Brigati ym., 2004).
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Tunnistusmenetelmidsséd peptidiligandiin liitetddn fluoresoiva molekyyli, jotta peptidin
tunnistamat itiét ovat havaittavissa virtaussytometrilla. Peptidien varjddminen tapahtuu
samoin kuin edelld vasta-aineiden liittdminen fluoresoivaan molekyyliin (ks. kappale
2.5.1.1.). Peptidiin liitetdén biotiini, johon liittyy streptavidiiniin konjugoitu fluoresoiva

vériainemolekyyli. Télld kertaa biotiini kiinnittyy maleimidisidoksella peptidin karbok-

syylipdéssi olevaan

kysteiinihintidn, eiki Streptavidiini Fluoresoiva molekyyli

amidisidoksella, kuten

vasta-ainetunnistuksessa. Peptidiligandi

Kun peptidi tunnistaa \Biotiini
ition, muodostuu
tunnistuskompleksi

itiostd, peptidistd sekd

vériaineesta (kuva 2.4.).

Tunnistuskompleksi Kuva 2.4. Peptidiligandimenetelméssd muodostuva

havaitaan  virtaussyto- tunnistuskompleksi

metrin avulla.

2.5.2, Botuliinitoksiinin tunnistaminen

Tutkimuksessa kéytettdva botuliinitoksiinin tunnistusmenetelmd perustuu immuno-
logiseen tunnistukseen, ja tunnistustulos havaitaan virtaussytometrin avulla.
Tunnistuksen havaitseminen tehd&én mahdolliseksi kédyttimdllda apuna polystyreeni-
partikkelia, johon toksiini liittyy tunnistuksen yhteydessd. Polystyreenipartikkeli on
riittdvan suuri, jotta se voidaan ndhdi virtaussytometrilla. Pelkkd toksiinimolekyyli ei

ndy virtaussytometrilla pienen kokonsa vuoksi.

On olemassa jonkin verran tutkimustuloksia siitd, miten erilaisia partikkeleita hyddyn-
netddn proteiinien (toksiinien) tunnistamisessa. Esimerkiksi polystyreenipartikkeleita,
magneettisia partikkeleita seké lasipartikkeleita on kdytetty toksiinitunnistuksen apuna
(Renner, 1994; Song ym., 2000; Miyamoto ym., 2003; Joubert ym., 2005). Téassé tutki-
muksessa kdytettdvd botuliinitoksiinin tunnistusmenetelmd on muunnelma aiemmassa
tutkimuksessa kiytetystd menetelmaéstd, jossa tunnistus tapahtui magneettisen partik-
kelin avulla (Miyamoto ym., 2003). Magneettisen partikkelin sijaan havaitsemisen

mahdollistavana partikkelina on tdssd streptavidiinilla pééllystetty polystyreeni-
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partikkeli. Partikkeliin liitetdén biotiinin avulla botuliinitoksiinivasta-aine, joka
tunnistaa tutkittavassa ndytteessd olevan botuliinitoksiinin. Vasta-aineeseen kiinnittyva
toksiinimolekyyli tehdddn fluoresoivaksi toisen vasta-aineen avulla, johon on liitetty
fluoresoiva molekyyli. Toksiini muodostaa vasta-aineiden sekd polystyreenipartikkelin
kanssa tunnistuskompleksin, joka voidaan havaita virtaussytometrilla. Kaaviokuva

muodostuvasta tunnistuskompleksista on kuvassa 2.5.

Tutkimuksessa kéytettdvistd vasta-aineista osa
on polyklonaalisia ja osa monoklonaalisia. Fluoresoiva molekyyli
Monoklonaaliset ~ vasta-aineet  leimataan
fluoresoivalla vériaineella ja polyklonaaliset
biotinyloidaan, jotta ne voidaan liittd4 l \

polystyreenipartikkeliin. Fluoresoivana © Ve 51
molekyylind tutkimuksessa kéytetdéin Cy-5-

vériainetta,  joka  liittyy  vasta-aineen

priméirisiin ~ amiineihin  kovalenttisella Biotiini

. I e . L. Streptavidiini
amidisidoksella. Tadmi vériaine emittoi o oTep
fluoresenssia, jonka aallonpituus on 680 nm.

Tutkimuksessa kdytettdvin virtaussytometrin
Polystyreeni-

detektorit havaitsevat tdmin aallonpituuden. partikkeli

Vasta-aineiden biotinylointi tapahtuu kuten

edelld (ks. kappale 2.5.1.1.).

Kuva 2.5. Botuliinitoksiinin
tunnistuskompleksi

40



3. Tutkimuksen tavoitteet

Tdmén pro gradu -tutkielman tavoitteena on kehittdd virtaussytometriaan perustuva
menetelmd, jonka avulla voidaan havaita tai tunnistaa biologisia taisteluaineagensseja
ilmandytteistd (bioaerosoli). Ty0ssd arvioidaan ja vertaillaan erilaisia bioagenssien
tunnistusmenetelmid, joissa kéytetdén fluoresoivia merkkiaineita ja virtaussytometriaa.
Merkkiaineina tutkittavissa menetelmissi on fluoresoivalla védriaineella leimattuja vasta-

aineita tai agenssispesifinen peptidikoetin.

Tutkimuksesta saatavia tuloksia voidaan tulevaisuudessa hyddyntdd kehitettdessd
ilmaisinta, joka havaitsee ja tunnistaa ilmassa olevan haitallisen biologisen materiaalin.
Menetelmien testaamisen lisdksi tutkimuksesta saadaan tietoa yksittdisten bioase-
agensseja tunnistavien vasta-aineiden tehokkuudesta. Tatd tietoa voidaan kéayttdd
hyvéksi esimerkiksi kehitettdessd muita immunologisia menetelmid biologisten taistelu-

aineiden tunnistamista varten.
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4. Menetelmat

4.1. Testiagenssit

4.1.1. ltiot

Tutkimuksessa kdytettiin itiosimulantteina kolmen eri bakteerin itiGitd: Bacillus
anthracis -iti6itd (rokotekanta 7702 ’Sterne’), Turex-50-torjunta-ainetta (Bacillus
thuringiensis kurstaki-aizaway, kanta GC-91, Certis, USA) sekd Bacillus subtilis

"globigii’ -itiovalmistetta (valmisteen toimitti Torbjorn Tjarnhage, FOI, Ruotsi).

Bacillus anthracis -itiot kasvatettiin pakastettuna sdilytetystd varastoviljelméstd. Ensin
varastomaljalta siirrostettiin silmukalla iti6itd TSA-maljalle (tryptoni 15 g/,
soijapeptoni 3 g/l, NaCl 5 g/l, agar 15 g/l), ja niitd kasvatettiin yon yli (18-20 h) +37
°C:n lampotilassa. Yksi pesike siirrettiin 10 ml:aan Tryptone Soya Broth -kasvatuslienti
(TSB; tryptoni 17 g/l, soijapeptoni 3 g/l, NaCl 5 g/l, KoHPO4 2,5 g/l, pH 7,3).
Bakteereita kasvatettiin kasvatusliemessd, ravistelussa, seitsemdn tuntia. Kasvusto
jaettiin itidintimaljoille, joissa oli 12 ml mangaanisulfaattiagaria (MSA-maljat; tryptoni
15 g/1, hiivauute 3 g/l, NaCl 6 g/l, glukoosi 1 g/l, mangaanisulfaatti 0,1 g/l, agar 12 g/l).
Itidintimaljoille laitettiin bakteerikasvustoa 100 pl/malja, ja bakteereja kasvatettiin +37
°C:n ldmpdtilassa seitsemdn vuorokautta. (European Committee for Standardization,

2001.)

[tiot keréttiin kolmelta maljalta pesemélld maljojen pintaa steriililld kéanteisosmoosi-
vedelld. Kerédtyt itiét suspensoitiin 40 ml:aan vettd ja pestiin kolme kertaa. Itio-
suspension pesemisessd suspensiota sentrifugoitiin ensin 20 minuuttia 4 °C:ssa
nopeudella 3 000 x g (Biofuge stratos -sentrifugi, Heraeus Instruments, Hanau, Saksa),
minkd jidlkeen supernatantti poistettiin ja pelletti suspensoitiin uudelleen steriiliin

veteen.

Bacillus thuringiensis- ja Bacillus subtilis -itidsuspensiot valmistettiin pesemilld 200
mg Turex-50-torjunta-ainetta ja B.s.-itiovalmistetta kolme kertaa 10 ml:lla steriilid,
suodatettua vettd. Itiot pestiin sentrifugoimalla suspensiota 20 minuuttia 4 °C:ssa
nopeudella 3 000 x g (Biofuge stratos), poistamalla timén jidlkeen supernatantti ja

suspensoimalla pelletti uudelleen 10 ml:aan steriilid vetta.
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Suspensioiden itidomédrd mitattiin laimennetusta itidsuspensiosta virtaussytometrin
avulla. Liséksi osasta suspensioita madritettiin elinkykyisten itididen mééra viljelemalla
suspensioista tehtyjd laimennoksia NA-maljoilla (Nutrient agar; 20 g/l Nutrient broth
[Biokar Diagnostics, Beauvais, Ranska], 15 g/l agar) +37°C:ssa yon yli, minkd jilkeen
maljoille muodostuneet pesdkkeet laskettiin. Viljelymédrityksen avulla selvitettiin, ettd
virtaussytometrilla mééritetty itiomadrd vastasi suspensiossa olevien elinkykyisten
itididen maardd. Mahdollisten vegetatiivisten solujen ldsnédoloa itidsuspensioissa el
mitattu. Suspensioille virtaussytometrilla mééritetyt itioméérdt on esitetty taulukossa

4.1.

Taulukko 4.1. Tutkimuksessa
kiytetyt itidsuspensiot

Itiosuspensio Itioiden mddrd
(PMY/ml)

B. anthracis 1,9 x 10°

B. thuringiensis 1,1 x 10

B. subtilis 1,3x 10°

Osa itidsuspensioista inaktivoitiin autoklavoimalla niitd 20 minuuttia (121°C, 1 bar).
Inaktivoinnin onnistuminen varmistettiin viljelemdlla autoklavoitua suspensiota NA-

maljalla kolme vuorokautta.

Itiosuspensiot laimennettiin kdyttosuspensioiksi steriiliin veteen tai veteen kerdttyyn
ilmangytteeseen. Kiyttosuspensioiden itidpitoisuus oli noin 2 x 10® PMY/ml, jolloin
itidita tuli reaktioseoksiin noin 1 x 10° PMY/ml. Kiyttosuspensiosta tehtiin my®ds
lisdlaimennoksia tutkimuksen eri vaiheissa, jotta voitiin selvittdd reaktiossa olevien
itididen mairdn vaikutus reaktion toimivuuteen. Nédiden laimennosten itidpitoisuudet
olivat 2 x 10°—4 x 10’ PMY/ml. Kéyttdsuspensiot laimenivat reaktioseoksissa (ks. luvut
4.3.2 ja 4.4.2) suhteessa 1:2, eli itididen misrd reaktioseoksissa oli 1 x 10° — 2 x 10°

PMY/ml.

4.1.2. Botuliinitoksiini

Botuliinitoksiinin ~ tunnistusmenetelmin  testaamisessa  kéytettiin  testiagenssina
kaupallisesti saatavaa botuliinitoksiinivalmistetta. Valmiste sisdlsi puhdistettua
serotyypin A botuliinitoksiinia (Clostridium botulinum Type A neurotoxin, BoNT A,
Metabiologics Inc., Madison, USA), ja sen toksiinipitoisuus oli 1 mg/ml (PBS:ssa).
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Botuliinitoksiinista valmistettiin kdyttoliuokset laimentamalla alkuperdistd liuosta 1 x
PBS:een tai veteen kerdttyyn ilmaniytteeseen, joka oli puskuroitu lisddmalla sithen 10 x

PBS:ta suhteessa 1:10. Kdyttoliuosten toksiinipitoisuudet on esitetty taulukossa 4.2.

Taulukko 4.2. Tutkimuksessa kéytetyt botuliinitoksiiniliuokset

Liuoksen nro 1 2 3 4 5 6 7
Toksiinipitoisuus 10000 1000 100 10 1 0,1 0
(ng/ml)

4.2. Imanaytteet

Tutkittavien ndytteiden taustaksi keréttiin ulkoilmandytteitd. Ilmandytteet kerittiin
SASS 2000 -mérkdsyklonikerdimelld (Research International Inc., Washington, USA)
steriiliin, suodatettuun (0,22 pum) veteen. Jokaiseen ilmandytteeseen kerittiin 7950 1

ilmaa (265 1/min, 30 min). (SASS 2000, Instruction Manual.)

[lmaniytteissd mahdollisesti olevien bakteerien miird madritettiin viljelemélld naytteitad
NA-maljoilla 37°C:ssa yon yli, minkd jilkeen mahdolliset pesdkkeet laskettiin.
Maljoille ei muodostunut pesédkkeits, joten ilmaniytteet sisdlsivdt kasvuun ldhtevid

bakteereita alle 10 PMY/ml.

Tutkimuksessa kaytetyt ndytteet valmistettiin sekoittamalla ilmandytteeseen tutkittavaa

agenssia (itidsuspensiota tai botuliinitoksiinia) halutussa pitoisuudessa.

4.3. Bacillus anthracis -itioiden vasta-ainetunnistus

Bacillus anthracis -itididen tunnistuksessa testattiin kahta eri menetelmaa.

Ensimmaiinen menetelmi perustuu vasta-ainetunnistukseen. (ks. kappale 2.5.1.)

Menetelmédn toimivuutta testattiin eri vasta-ainemiirilli sekd eri itioméaérilla.
Tunnistuksen spesifisyyttd testattiin kéyttdmalld testindytteind veteen keréttyja
ilmandytteitd sekd valmistamalla naytteitd B. anthracis -itididen lisdksi myos B.
thuringiensis- ja B. subtilis -itidistd. Lisdksi tutkimuksessa testattiin itiondytteen
inaktivoinnin vaikutusta tunnistustulokseen tekemailld sama reaktio seka elinkykyisilla

ettd inaktivoiduilla itioilla.

4.3.1. Vasta-aineet
Tutkimuksessa kéytettiin kahta vasta-ainetta: monoklonaalista sekd polyklonaalista

B.a.-iti0vasta-ainetta. Vasta-aineiden tiedot on esitetty taulukossa 4.3. Vasta-aineille oli
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annettu numerot 3 ja 4 toisen tutkimuksen yhteydessd, ja tdssd tutkimuksessa kdytettiin

sekaannusten vilttimiseksi samaa numerointia.

Taulukko 4.3. Tutkimuksessa kéytetyt B.a.-vasta-aineet

Vasta-aineen ) .
o Vasta-aine Spesifisyys

Monoclonal mouse anti - . .
Bacillus anthracis —

3 Bacillus anthracis Spore e .
. 1ti0antigeent
Antigen
1gG fraction of rabblt Bacillus anthracis —
4 serum to spore antigen of tidanticeeni
Bacillus Anthracis £

Vasta-aineet biotinyloitiin ennen tunnistusreaktiota, jotta niihin voitiin liittdd
fluoresoiva molekyyli. Biotinylointi tehtiin kaupallisella biotinylointikitilli (EZ-Link®
NHS-PEO Solid Phase Biotinylation Kit, Pierce Biotechnology Inc., Rockford, USA)
pakkauksessa olleen ohjeen mukaisesti (EZ-Link® NHS-PEO Solid Phase Biotinylation

Kit, Instructions, Pierce).

Biotinyloitujen vasta-aineiden konsentraatiot madritettiin Bradford-menetelmalla.
Reagenssina proteiinipitoisuuden maérityksessd oli kaupallinen Bradford reagent
(Sigma, Saint Louis, USA), ja tulokset mitattiin Multiskan MS 342 -spektrofotometrilla
(Labsystems Oy, Helsinki, Suomi). Proteiinipitoisuuden mééritys tehtiin Bradford-
reagenssin mukana tulleen ohjeen mukaisesti (Bradford reagent, Technical Bulletin,

Sigma).

Vasta-aineista kdytettiin neljdd eri naytepitoisuutta: 1 pl, 3 pl, 5 pl sekd 10 ul reaktio-

seosta kohti. Eri vasta-aineiden méaarit reaktioseoksissa on esitetty taulukossa 4.4.

Taulukko 4.4. Vasta-aineiden mééarit reaktioseoksissa

Maddrd Mddra Pitoisuus Mddra Pitoisuus

ul/reaktioseos ug/reaktioseos ug/ml ug/reaktioseos ug/ml
Vasta-aine 3 Vasta-aine 3 Vasta-aine 4 Vasta-aine 4

1 0,186 1,86 0,107 1,07

3 0,558 5,58 0,321 3,21

5 0,93 9,3 0,535 5,53

10 - - 1,07 10,7

4.3.2. Tunnistusreaktio
Jotta vasta-ainetunnistus voitiin havaita virtaussytometrilla, tutkimuksessa kéytetyt

vasta-aineet leimattiin fluoresoivalla vériaineella. Fluoresoiva molekyyli liitettiin vasta-
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aineisiin tunnistusreaktion yhteydessd biotiinin ja streptavidiinin vilitykselld.
Fluoresoivana molekyylind kéytettiin streptavidiinikonjugoitua DyLight-viriainetta
(Streptavidin, DyLight™647 Conjugated; Pierce Biotechnology Inc., Rockford, USA),

joka kiinnittyy vasta-aineessa olevaan biotiiniin.

Vasta-ainereaktiota varten valmistettiin kaikista itiondytteistd reaktioseos. Reaktio-

seoksen koostumus médritettiin kokeilemalla, ja se on esitetty taulukossa 4.5.

Taulukko 4.5. Reaktioseos
B.a.-itididen vasta-ainetunnistuksessa

Reagenssi Mddrd (ul)
Itidsuspensio 50

(2 x 10° iti6tda/ml)

10 x PBS 10
Vasta-aine 1/3/5/10
DyLight 2

H,0 - 100

Tuloksen kontrolloimiseksi valmistettiin kaksi nollandytettd, joista toisessa ei ollut

itioita (itiosuspension tilalla pelkki ilmaniyte) ja toisessa ei ollut vasta-ainetta.

Tutkimuksessa kaytettiin neljdd eri vasta-ainepitoisuutta, joiden avulla selvitettiin
reaktion toimimisen kannalta optimaalisin vasta-aineen méiédrd. Kun testattiin muiden
tekijoiden kuin vasta-ainepitoisuuden vaikutusta tunnistustulokseen, vasta-aineen mééra

oli vakio 10 pl.

Reaktioseosta inkuboitiin huoneenldmmdssi valolta suojattuna 30—90 minuuttia, minka
jilkeen néytteet analysoitiin virtaussytometrilla (ks. kappale 4.6). Virtaussytometrilla
saaduista tuloksista ndhtiin, kuinka suuri osa niytteen itidistd oli varjdytynyt, eli kuinka

suureen osaan oli kiinnittynyt vasta-ainetta.

4.4. Bacillus anthracis -itididen tunnistus peptidiligandilla

Toinen tutkimuksessa kdytetty B.a.-itididen tunnistusmenetelmé perustuu ition pinnalle
spesifisesti kiinnittyvéddn peptidiligandiin (ks. kappale 2.5.1.). Tunnistustulos havaitaan
fluoresoivan vidriaineen ja virtaussytometrin avulla. N&din voidaan tarkastella
virjdytyneiden itididen osuutta kaikista niytteen itiGistd sekd arvioida

tunnistusmenetelméin tehokkuutta.
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Menetelmén toimivuutta testattiin eri peptidimdérilla sekd eri itiomaérilla. Menetelmén
spesifisyyttd ja ristireagointia testattiin kdyttdmalla testindytteind veteen kerdttyja ilma-
ndytteitd sekd valmistamalla ndytteitd B. anthracis -itididen lisdksi myods muista
Bacillus-suvun itidistd. Lisdksi tutkimuksessa testattiin, onko itionédytteen inaktivoin-

nilla vaikutusta tunnistustulokseen.

4.4.1. Peptidiligandi

Tutkimuksessa kéytettiin synteettisesti valmistettua peptidid, jonka aminohappo-
sekvenssi on ATYPLPIR (Eurogentec, Seraing, Belgia). Peptidin karboksyylipddhén oli
glysiinien vilitykselld liitetty ylimdirdinen kysteiini (GGGC), jotta peptidi voitiin
biotinyloida. Biotiini kiinnittyy maleimidisidoksella kysteiinitdhteessd olevaan
vapaaseen sulfhydryyliryhméaén. Peptidi biotinyloitiin kdyttden kaupallista biotinylointi-
reagenssia  (No-Weigh Maleimide-PEO,-Biotin, Pierce) pakkauksen ohjeiden

mukaisesti (No-Weigh Maleimide-PEO,-Biotin, Instructions, Pierce).

4.4.2. Tunnistusreaktio

Peptidit tehtiin fluoresoiviksi tunnistusreaktion yhteydessd, jotta tulosta voitiin
tarkastella virtaussytometrilla. Fluoresoivana molekyylind reaktiossa kéytettiin
streptavidiiniin liitettyd DyLight-vériainetta (Streptavidin, DyLight ™ 647 Conjugated,

Pierce), joka kiinnittyy peptidissd olevaan biotiiniin.

Tunnistusreaktiota varten néytteistd valmistettiin reaktioseos, jonka koostumus
médritettiin kokeilemalla. Tutkimuksessa kéytetyn reaktioseoksen koostumus on esitetty

taulukossa 4.6.

Taulukko 4.6. Peptidiligandi-
tunnistuksessa kiytetty reaktioseos

Reagenssi Mddrd (ul)
Itidsuspensio 50
Viriliuos (DyLight) 2
Peptidiliuos 0,5-2,5
(1mg/ml) (4—-20 uM)
1 x PBS -2 100

Peptidin méérdd reaktioseoksessa vaihtelemalla selvitettiin tunnistuksen onnistumisen
kannalta optimaalisin peptidipitoisuus. Kun testattiin  itiomédrdn vaikutusta

tunnistukseen, peptidin méérd oli vakio 1 pl.
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Reaktion annettiin tapahtua 30 minuuttia, minkd jélkeen niytteet analysoitiin virtaus-
sytometrilla (ks. kappale 4.6). Virtaussytometrin mittaamasta tuloksesta nihtiin, kuinka
suuri osa ndytteessd olevista partikkeleista (itidistd) oli varjdytynyt, eli kuinka hyvin

peptiditunnistus oli onnistunut.

4.5. Botuliinitoksiinin vasta-ainetunnistus

Botuliinitoksiinin  tunnistamisessa kiytettiin = vasta-ainetunnistukseen perustuvaa
menetelmdd. Tutkitussa menetelmédssd pienikokoinen toksiinimolekyyli liitetdén
suurempaan polystyreenipartikkeliin, jotta tunnistuksen onnistumista voidaan tarkastella

virtaussytometrilla. (ks. kappale 2.5.2.)

Tutkimuksessa testattiin tunnistusmenetelmén toimivuutta neljdlld eri vasta-aineparilla
sekd eri médrilld toksiinia. Menetelmén spesifisyyttd testattiin kdyttaméalla testindytteend

veteen kerdttyd ilmandytetta.

4.5.1. Vasta-aineet

Tutkimuksessa kiytettiin neljdd eri vasta-ainetta botuliinitoksiinin A-serotyypille.
Vasta-aineista kaksi oli polyklonaalisia ja kaksi monoklonaalisia. Kaksi vasta-ainetta
(polyklonaaliset) biotinyloitiin, jotta ne saatiin liitettyéd streptavidiinilla paéllystettyihin
polystyreenipartikkeleihin (ProActive” Streptavidin Coated Microspheres, Bangs
Laboratories, Inc., Fishers, USA). Vasta-aineet biotinyloitiin kaupallisella biotinylointi-
kitilld (EZ-Link® NHS-PEO Solid Phase Biotinylation Kit, Pierce) pakkauksessa olleen
ohjeen mukaisesti (EZ-Link® NHS-PEO Solid Phase Biotinylation Kit, Instructions,

Pierce).

Kaksi muuta vasta-ainetta (monoklonaaliset) virjittiin DyLight-vériaineella kiyttden
kaupallista vérjayskittid (DyLight™ 647 Monoclonal Antibody Labeling Kit, Pierce).
Virjddminen tehtiin vérjdyskitin ohjeen mukaisesti (DyLight™ 647 Monoclonal
Antibody Labeling Kit, Instructions, Pierce). Vériaineen avulla vasta-ainetunnistuksen

onnistumista voitiin tarkastella virtaussytometrilla.

Virjittyjen ja biotinyloitujen vasta-aineiden konsentraatiot médritettiin Bradford-
menetelmalld. Reagenssina proteiinipitoisuuden méaarityksessa oli kaupallinen Bradford
reagent (Sigma), ja tulokset mitattiin Multiskan MS 342 -spektrofotometrilla. Proteiini-

pitoisuuden maédritys tehtiin reagenssin ohjeen mukaisesti (Bradford ragent, Technical
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Bulletin, Sigma). Tutkimuksessa kéytetyt vasta-aineet ja niille méaritetyt pitoisuudet on

esitetty taulukossa 4.7.

Taulukko 4.7. Tutkimuksessa kdytetyt botuliinitoksiinivasta-aineet

Vasta-  Vasta-aine Spesifisyys Biotiini/  Konsentraatio

aineen DyLight mg/ml

nro

1 Rabbit anti C. Clostridium botulinum -  Biotiini 0,175
botulinum type A bakteerin neurotoksiini A

2 Rabbit anti C. Clostridium botulinum -  Biotiini 0,115
botulinum bakteerin neurotoksiini A
neurotoxin type A -kompleksi

3 Monoclonal mouse  Clostridium botulinum -  DyLight n. 0,2
anti-Clostridium bakteerin A-toksoidi
botulinum A toxoid

4 Monoclonal mouse  Clostridium botulinum -  DyLight n. 0,2
anti-Clostridium bakteerin A-toksoidi

botulinum A toxoid

Vasta-aineista voitiin muodostaa neljd erilaista kahden vasta-aineen yhdistelmii: 1+3,

1+4, 2+3 sekid 2+4. Kaikkien yhdistelmien toimivuus testattiin tutkimuksessa.

4.5.2. Tunnistusreaktio

Vasta-aineet liitettiin polystyreenipartikkeleihin ja toksiiniin kahdessa vaiheessa. Ensin
biotinyloitu vasta-aine liitettiin  streptavidiinilla pééllystettyihin = polystyreeni-
partikkeleihin ja vérjdtty vasta-aine ndytteessd mahdollisesti olevaan toksiiniin.

Reaktioiden annettiin tapahtua 30 minuuttia.

Toisessa vaiheessa reaktioseokset yhdistettiin ja inkubointia jatkettiin 30-60 minuuttia.
Talloin reaktioseoksen polystyreenipartikkelit ja toksiinimolekyylit muodostivat vasta-
aineiden vilitykselld tunnistuskomplekseja, ja tunnistuksen onnistumista voitiin

tarkastella virtaussytometrilla.

Reaktioseoksen koostumus mdiiritettiin kokeilemalla useita eri reagenssipitoisuuksia.
Optimaalisin koostumus reaktioseokselle on esitetty taulukossa 4.8. Titd reaktioseosta

kéytettiin kaikissa seuraavissa mittauksissa.
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Taulukko 4.8. Botuliinitoksiinin tunnistusreaktion reaktioseos
Reagenssi Mddrd (ul)
Polystyreenisuspensio 5
Biotinyloitu vasta-aine 1 3
Biotinyloitu vasta-aine 2 4
Virjitty vasta-aine 3 tai4 1

Toksiini 1-10 (useita laimennoksia)
(Ilmaniyte) (4049)
1 x PBS =100

Ennen reaktioseoksen valmistusta polystyreenipartikkelit pestiin kerran 1 x PBS:lla
lisdamalld 5 pl polystyreenisuspensiota 50 pl:aan PBS:ta ja sentrifugoimalla seosta
(MiniSpin-sentrifugi, Eppendorf AG, Hampuri, Saksa) 15 minuuttia (1 200 x g).
Sentrifugoinnin jilkeen supernatantti poistettiin ja polystyreenipelletti suspensoitiin

uudelleen reaktioseoksessa tarvittavaan tilavuuteen PBS:sta.

Osa reaktioseoksessa olevasta PBS:ta korvattiin ilmandytteelld tutkittaessa tunnistus-

menetelmin spesifisyytta.

4.6. Virtaussytometria

Tutkimuksessa kéytettiin kenttdolosuhteisiin soveltuvaa kannettavaa virtaussytometria
(Mircrocyte, BioDetect AS, Oslo, Norja). Tutkimusta varten virtaussytometri
kalibroitiin laitteen ohjeiden mukaisesti, ja virtausnopeudeksi sdddettiin 0,5 pul naytettd
sekunnissa. Jokaista ndytettd mitattiin noin 40 sekuntia, ja mittausten vililld laitteisto
huuhdeltiin. Virtaussytometrin ajopuskurina kéytettiin 0,07 % etikkahappoa, johon oli
lisdtty levédntorjunta-ainetta (Algizin A, Waterlife Research Ind. Ltd., Longford, UK).
Virtaussytometrin puskuriliuos vaihdettiin viikon vélein ja laitteessa oleva suodatin
kerran kuukaudessa. Kaikkien mittausten aikana laitteen asetukset olivat seuraavat:

Display: Fluorescence, Treshold: off.

[tionédytteiden vérjaytymistulokset luettiin virtaussytometrin mittausalueen kanavien
60—120 kohdalta, joka vastaa noin kokoaluetta 0,5-1 pm. Tami alue valittiin, koska
B.a.-iti6t  sijaitsevat tdlld kokoalueella. Lisdksi tdlla alueella on havaittavissa
varjaytymispiikki néytteissd, joissa B.a.-itiditd on tunnistettu vasta-aineiden avulla.
Alue valittiin samaksi kaikissa mittauksissa, jotta kahdesta erillisestd tutkimuksesta
saatavat tulokset olisivat vertailukelpoisia. Toksiinindytteiden vérjaytymistulokset

luettiin virtaussytometrista kanavien 175-205 kohdalta (kokoalue noin 4,5-7,5 pum),
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koska toksiinien tunnistuksessa kéytetyt polystyreenipartikkelit sijaitsevat talld

kokoalueella.

4.7. Inmunokromatografiset pikatestit

Tutkimuksessa testattujen virtaussytometriamenetelmien soveltuvuutta kéytdntoon
arvioitiin vertaamalla menetelmien tunnistustehokkuutta ja kaytettivyyttd nykyisin
kdytossd olevaan bioagenssien tunnistusmenetelmdidn. Vertailumenetelmdnd kdytettiin
kaupallisia immunokromatografisia pikatestiliuskoja (BioThreat Alert™ Test Strip,
Tetracore Inc., Gaithersburg, USA). Vertailtavana oli sekd botuliinitoksiinin etti

Bacillus anthracis -itididen tunnistamiseen tarkoitettuja pikatestiliuskoja.

Pikatestiliuskojen testauksessa kéytettiin samoja testiagensseja ja niytepitoisuuksia kuin
virtaussytometriamenetelmissd, jotta tulokset olisivat vertailukelpoisia. Pikatesti-
liuskoista testattiin ainoastaan detektiorajat tunnistettavalle agenssille. Ristireagointia ei

testattu.

4.7.1. Testinaytteet
Pikatestiliuskojen testauksessa kdytettiin testindytteind elinkykyisid ja inaktivoituja B.
anthracis -itiditd sekd botuliinitoksiinia. Kaikista testiagensseista kéytettiin samoja

valmisteita kuin virtaussytometrimittauksissa.

Botuliinitoksiinista valmistettiin testausta varten laimennossarja (taulukko 4.2).
Laimennokset tehtiin testiliuskapakkaukseen kuuluvaan nédytepuskuriin (PBS, jossa 0,1
% Triton-x sekd 0,1 % NaN3). Eri toksiinipitoisuuksisten niytteiden liséksi testisarjaan

kuului nollandyte, joka sisilsi vain laimennoksiin kéytettyd nidytepuskuria.

Elinkykyisid B.a.-itioitd siséltdvéstd suspensiosta tehtiin kaksi laimennosta, joissa oli
(virtaussytometrilla médritettynd) noin 1 x 10° PMY/ml sekd noin 2 x 10’ PMY/ml.
Inaktivoituja itiditd sisdltdvastd suspensiosta tehtiin ainoastaan yksi laimennos (noin 2 x
10" PMY/ml). Laimennokset tehtiin pikatestiliuskojen mukana toimitettuun niyte-

puskuriin.
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4.7.2. Pikatestit

Néytteet analysoitiin pikatestiliuskojen mukana olleen ohjeen mukaisesti (Anthrax
BioThreat Alert Test Strip Specification Sheet, Bot Tox BioThreat Alert Test Strip
Specification Sheet, Tetracore Inc.), eli nédytettd pipetoitiin testiliuskalle 150 pl (5-6
tippaa pakkauksessa olevalla kertakdyttopipetilld), ja reaktion annettiin tapahtua 15

minuutin ajan. Tdmin jilkeen tulokset luettiin ja liuskat valokuvattiin.
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5. Tulokset

5.1. Bacillus anthracis -itididen tunnistaminen

5.1.1. Vasta-ainetunnistus

5.1.1.1. Vasta-aineiden testaus
Aluksi tutkimuksessa testattiin tutkittavien vasta-aineiden sitoutumistehokkuutta B.a.-
itioihin sekd ristireagointia muiden Bacillus-itididen kanssa. Samalla selvitettiin

optimaalisia reaktio-olosuhteita tunnistusreaktiota varten.

Virtaussytometrilla saaduista tuloksista nidhddédn, ettd vasta-aine 3 ei kiinnity kovin
tehokkaasti tutkittuihin itidihin. Itiondytteiden viliset erot vasta-aineen sitoutumis-
tehokkuudessa (fluoresenssin maarissd) niakyvét kuvan 5.1 kuvaajasta. Kuvaajassa on
esitetty fluoresoivien itididen osuus nidytteen koko itiomédrdstd suhteessa reaktio-
seoksen vasta-ainemiidrddn. Kuvaajassa olevat fluoresenssiprosentit on otettu siltd
virtaussytometrin mittausalueelta, jolla B. anthracis -itiondytteissd on eniten partik-
keleita ja virtaussytometrin histogrammikuvaajaan muodostuu piikki (mittauskanavat

60-120).

Kuvan 5.1 kuvaajasta ndhddin, ettd kaikkien tutkittujen ndytteiden vérjdytymisprosentit
ovat varsin alhaisia (alle 20 %). Eri itidndytteet myos varjdytyvit 1dhes yhtd paljon ja
vaihtelua on varsin vdhdn. Voidaan siis olettaa, ettd mikéli reaktiossa tapahtuu B.a.-
itididen vasta-ainetunnistusta, ristireagointi muiden Bacillus-itididen kanssa on
voimakasta. Vérjaytymisprosenteissa ei kuitenkaan ole havaittavissa muutosta vasta-
aineen madrdn muuttuessa, joten vasta-aineen madrd ei ndytd vaikuttavan mahdolliseen
sitoutumiseen. Tama viittaa sithen, ettd vasta-ainetunnistusta tapahtuu erittiin vahén tai

el lainkaan.
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Kuva 5.1. [tididen vérjdytyminen vasta-aineella 3

Vasta-aineen 4 sitoutuminen itidihin on tehokkaampaa kuin vasta-aineen 3. Tunnis-
tuksen tehokkuutta havainnollistaa kuvassa 5.2 oleva kuvaaja. Tésséd on esitetty eri itio-
ndytteiden vérjdytymisprosentit eri vasta-aineméérilld. Fluoresenssiprosentit on myds
tdssd otettu virtaussytometrin histogrammikuvaajan kohdasta, jossa B.a.-itidondytteessi

on havaittavissa piikki (kanavat 60—120).

Kuvan 5.2 kuvaajasta ndhdéén, ettd varjdytyminen on voimakkainta néytteessd, jossa on
B.a.-1ti6itd. B.a.-ndytteen virjdytymisprosentti on parhaimmillaan yli 40 %. My0s B.
thuringiensis -ndytteen vérjdytyminen on varsin voimakasta, mutta kuitenkin heikompaa
kuin B.a.-ndytteen, erityisesti suurilla vasta-ainepitoisuuksilla (yli 0,5 pg). Sen sijaan B.

subtilis -ndytteen virjdytyminen on erittdin vahiista.

B.a.-itididen virjdytyminen lisddntyy sitd mukaa kuin vasta-aineen méédrd reaktio-
seoksessa lisddntyy. B.a.-itidihin sitoutuneen vasta-aineen midrd on siis selkedsti
riippuvainen reaktioseoksessa olevan vasta-aineen maérastd. Muissa niytteissa varjayty-
minen sdilyy ldhes samana riippumatta vasta-aineen pitoisuudesta, eli reaktioseoksessa
olevan vasta-aineen méiérdn ja itididen vérjdytymisprosentin vililld ei tdlloin ole

havaittavissa verrannollisuutta.
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Kuva 5.2. [tididen virjdytyminen vasta-aineella 4

[tiondytteiden virjdytymisosuuksia, eli vasta-aineiden kiinnittymistehokkuutta, voi
tarkastella my0s vertaamalla eri néytteistd saatuja virtaussytometrin histogrammi-
kuvaajia. Kuvassa 5.3 on histogrammikuvaajat neljistd itiondytteesti, joista kahdessa (a
ja b) kéytettiin tunnistukseen vasta-ainetta 3 ja kahdessa (c ja d) vasta-ainetta 4.
Kuvaajissa a ja ¢ ndytteend oli B. anthracis -iti6itd ja kuvaajissa b ja d B. thuringiensis -
itioitd. Vasta-aineen madrd kaikkien ndytteiden reaktioseoksissa oli 3 pl. Histogrammi-
kuvaajissa on esitetty nédytteessd olevien partikkeleiden mééra suhteessa partikkeleiden

kokoon (sininen) sekéd fluoresenssin médérddn (punainen).

Kuvasta 5.3 ndhddin, ettd vasta-aine 4 tunnisti hyvin B.a.-itiét, ja B.a.-ndytteen
kuvaajassa on selvid vérjaytymispiikki itiopiikin kanssa samassa kohdassa. Vasta-ainetta

3 sisdltdvin ndytteen kuvaajassa ei ole havaittavissa yhti selkedd vérjaytymispiikkia.

B.t.-itididen virjdytymisprosentti oli kummallakin vasta-aineella ldhes samalla tasolla
kuin B.a.-itididen vérjdytymisprosentti. My0s B.z.-itidt virjdytyivét vasta-aineella 4
hieman tehokkaammin kuin vasta-aineella 3. B.z.-itidndytteen kuvaajassa ei kuitenkaan
ole havaittavissa samanlaista varjaytymispiikkid kuin B.a.-kuvaajassa, ja myos kuvaajan

ulkomuoto on erilainen.
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Kuva 5.3. [tiondytteiden varjdytyminen tutkittujen vasta-aineiden avulla

5.1.1.2. Bacillus anthracis -itibiden tunnistaminen ilmandytteesta
Tunnistusmenetelmén spesifisyyttd arvioitiin testaamalla, onnistuuko tunnistus luonnol-
lisia ndytteitd simuloivista testindytteistd (ilmandytteet). Ristireagoinnin selvittdimiseksi

testindytteitd valmistettiin B.a.-itididen lisdksi myos muista Bacillus-suvun itidista.

Edellisten tulosten perusteella péitettiin kayttdd ilmandytteitd tutkittaessa ainoastaan

vasta-ainetta 4, ja vasta-aineen maéraksi reaktioseoksessa valittiin 10 pl (1,07 pg).

Kuvasta 5.4 ndhdddn tulokset kaikista tutkituista niytteistd. Kuvaajasta kdy ilmi
fluoresoivien partikkeleiden osuus kaikista niytteen partikkeleista. Kuvaajassa on tulos
virtaussytometrin koko mittausalueelta sekd alueelta, jossa on otettu huomioon

ainoastaan mittauskanavat 60—120 (varjaytymispiikki).

56



Vasta-aineen kiinnittyminen
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Kuva 5.4. Vasta-aineen kiinnittyminen tutkittuihin néytteisiin

Kuten kuvasta 5.4 ndhdddn, vérjdytyneiden partikkeleiden osuus on huomattavasti
suurempi B.a.-itidndytteessd (noin 40 %) kuin muissa itiondytteissd (< 20 %). Sen sijaan
pelkdssd ilmandytteessd virjaytyneiden partikkeleiden osuus on varsin suuri (noin 30
%), mikd johtuu mahdollisesti siitd, etti ndytteen kokonaispartikkelimddrd on melko

pienti, jolloin fluoresoiva tausta tulee selvemmin esiin.

B.a.-itiondyte on kuitenkin hyvin erotettavissa myds ilmandytteestd, silli se on
tutkituista ndytteistd ainoa, jossa vérjdytyminen kanavien 60—120 alueella on selvisti
kokonaisvirjaytymistd runsaampaa. B.a.-ndytteessd siis on havaittavissa vérjadytymis-
keskittymad yhdelld alueella, kun taas muissa néytteissd véarjdytyminen jakautuu

tasaisesti koko alueelle.

Virjdytymispiikki  kanavien 60-120 kohdalla ndkyy hyvin myds nédytteiden
histogrammikuvaajista. Kuvassa 5.5 on histogrammikuvaajat néytteisté, jotka siséltivit

inaktivoituja B.a.-iti0ité, B.s.-iti6ité tai B.£.-itiditd ilmandytteessa.
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Kuva 5.5. Bacillus-itididen tunnistus ilmandytteista

Virtaussytometrin pisteparvikuvioiden (partikkelin fluoresenssin intensiteetti vs.
partikkelin koko) avulla selvitettiin, ovatko nidytteet erotettavissa toisistaan kuvaajan
ulkomuodon perusteella. Lisdksi tarkasteltiin ndytteen itidomadrén vaikutusta kuvaajan

muotoon.

Tutkittaessa virtaussytometrista saatuja pisteparvikuvaajia havaittiin, ettd B.a.-
ndytteiden kuvaajissa pisteet keskittyivit samalle alueelle, kun taas muiden
itiondytteiden kuvaajissa pisteet olivat jakautuneet koko mittausalueelle. B.a.-ndytteiden
kuvaajien muoto ja sijoittuminen mittausalueelle nayttavat kuitenkin olevan riippuvaisia
ndytteessd olevien itididen madrdstd. B.a.-itiondytteiden ja muiden itiondytteiden vélisid
eroja pisteparvikuvaajissa voidaan tarkastella kuvasta 5.6. Kuvassa on esitetty virtaus-
sytometrin pisteparvikuvaajat neljéstd eri ndytteestd. Néistd kuvaajista ndhdédédn, ettd
B.a.-néytteissd on selvd virjaytymiskeskittyméd. Keskittymdn sijainti y-akselilla
kuitenkin muuttuu itidmidrdn muuttuessa. Néytteessd, jossa on paljon itiditd, piste-
keskittyma sijaitsee ldhelld nollaa, kun taas vdhédn itioitd sisdltdvin niytteen piste-
keskittymd on hieman ylempind. Fluoresenssin intensiteetti siis ndyttdd vaihtelevan sen
mukaan, kuinka paljon ndytteessd on itiditd. Keskittymd myos on selkedmmin havait-

tavissa ndytteessd, jossa itioitd on enemman.
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Kuva 5.6. Eri itiondytteiden pisteparvikuvaajat

Pisteparvikuvaajien pisteiden sijoittumista mittausalueelle havainnollistaa kuvassa 5.7
oleva pylviskuvaaja, joka on laadittu pisteparvikuvaajista saatujen arvojen perusteella.
Kuvaajasta ndhdéén, ettd ndytteessd, jossa on tilavuuteen nihden runsaasti itiditd (B.a. 3
x 10° PMY/ml), suurin osa (yli 80 %) virtaussytometrin havaitsemista partikkeleista
sijaitsee pisteparvikuvaajassa samalla alueella. Sen sijaan néytteessd, jossa itiditd on
vihemmaén, ainoastaan hieman yli puolet partikkeleista sijaitsee télld samalla alueella.

Kuitenkin muiden itiéndytteiden kohdalla osuus on vield pienempi.
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Varjaytymiskeskittyman alueella olevien partikkeleiden osuus
kaikista fluoresoivista partikkeleista
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Kuva 5.7. Virjiytyneiden partikkeleiden sijainti pisteparvikuvaajassa

Lopuksi testattiin ndytteen itiomaarén vaikutusta tunnistustulokseen. Talloin havaittiin,
ettd testatulla vasta-ainemaaréll virjdystulos on paras, eli ndytteen varjdytymisprosentti
on suurin, kun itioméaara reaktioseoksessa on noin 500 000 PMY/ml. Mikali itiomaara
on tatd suuruusluokkaa, B.a.-iti6itd siséltdva ndyte on erotettavissa muista naytteistd. Jos
itiomddrd on tdtd pienempi tai suurempi, varjdytyneet itiot sekoittuvat muuhun
ndytteeseen, eikd varjdytymispiikkid voida erottaa. Kuvaaja vérjadytymisprosenteista eri

itidmadarilla on kuvassa 5.8.

Varjaytymistuloksen riippuvuus itididen maarasta
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Kuva 5.8. [tiomadrin vaikutus vasta-ainereaktioon

5.1.2. Tunnistus peptidiligandilla
Tutkimuksen toisessa osuudessa testattiin mahdollisuutta tunnistaa B.a.-itiditd spesifisen
peptidiligandin avulla. Ensiksi testattiin menetelmén spesifisyyttd sekd itididen

inaktivoinnin vaikutusta tunnistustulokseen.

Kuvassa 5.9 olevassa kuvaajassa tarkastellaan peptidimadrdn vaikutusta ilmanéytteessa
olevien Bacillus-itididen virjdytymiseen. Kuvaajassa on esitetty virjdytyneiden partik-

keleiden osuus kaikista ndytteen partikkeleista suhteutettuna reaktioseoksen peptidi-
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médrddn. Naytteet sisdlsivit inaktivoituja tai elinkykyisid B. anthracis -itiditd, elin-
kykyisid B. thuringiensis -iti0itd tai pelkkdd ilmandytettd. Kuvaajassa olevat arvot on
otettu virtaussytometrin mittauskanavien 60—120 kohdalta kuten edelld, jotta tulokset
olisivat vertailukelpoisia vasta-ainetunnistuksesta saatujen tulosten kanssa. Kuvaajan

arvot ovat keskiarvoja kolmesta rinnakkaisesta mittaussarjasta.

Bacillus -itioiden tunnistus
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90
3 80
?: 70 —e—B.a., elinkykyinen
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40 - . .
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0 T T
0 1 2 3
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Kuva 5.9. Bacillus-itididen vérjdytyminen eri peptidimééarilla

Kuvasta 5.9 ndhdiin, ettd peptidi tunnistaa elinkykyisid B.a.-itiditd hieman paremmin
kuin inaktivoituja. Molemmissa tapauksissa paras tunnistustulos saatiin, kun reaktio-
seoksessa oli peptidid 0,5-1,5 pg. Paras vérjdytymisprosentti oli elinkykyisid itioitd
siséltdvdssd ndytteessd huomattavasti korkeampi kuin inaktivoiduilla iti6illd, mutta
muilla peptidipitoisuuksilla inaktivoidut itiot vérjaytyivit enemmain kuin elinkykyiset.
Tulokset siis ovat varsin vaihtelevia. Tdmé johtuu siitd, ettd varjdytyneiden itididen
osuus vaihteli suuresti rinnakkaisten mittausten vililld, ja siksi kuvaajassa olevat
keskiarvot eivét ole tdysin luotettavia. Tastd johtuen tulosten perusteella ei voida sanoa

varmasti, kummalla ndytteelld tunnistustulos on parempi.

Korkein vérjaytymisprosentti on ndytteelld, jossa on pelkkdd ilmandytettid. Vérjdytymis-
prosentti ei kuitenkaan muutu peptidiméddrdn muuttuessa vaan sdilyy koko ajan samalla
tasolla (noin 50 %). [lmandytteen virjaytymisessa ei tapahdu muutosta edes silloin, kun
ndytteessd ei ole lainkaan peptidid, mikd viittaa sithen, ettd tutkimuksessa kéytetty

vériaine kiinnittyy epéspesifisesti ilmandytteen partikkeleihin.

Selkein peptidimddrdstd riippuva vaihtelu vérjdytymisprosentissa on kuvan 5.9
perusteella niytteessd, jossa on elinkykyisid B.a.-itiditd. Itididen varjdytyminen

lisddntyy jonkin verran peptidipitoisuuden lisdéntyessd, mutta laskee jélleen, kun
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peptidipitoisuus kasvaa vield suuremmaksi. Samanlainen vaihtelu ndkyy my0s

néytteessd, jossa on inaktivoituja B.a.-itiditd, mutta muutos ei ole yhti selked.

Peptidin mddrd vaikuttaa kuitenkin véarjdytymiseen varsin vihin seka elinkykyisilla ettd
inaktivoiduilla iti6illd. Elinkykyisilld iti¢illa muutos on selkedmpi, mutta alue, jolla
vérjaytyminen on tehokkainta, on melko pieni (noin 0,8—1,2 ug peptidid). Talld alueella
peptidid sisdltdvd ndyte on kuitenkin selvisti erotettavissa nollandytteestd, jossa ei ole
peptidid lainkaan. Inaktivoiduilla iti6illd tehokkaimman virjdytymisen alue on laajempi
(noin 0,4-1,6 ng peptidid), mutta vérjdytymisprosentit ovat alhaisempia kuin elinkykyi-
silla iti6illd ja vaihtelua on enemmain. Talldin itiGndytettd on vaikeampi erottaa

nollandytteestd.

Tunnistusmenetelmén spesifisyyttd testattiin néytteilld, joissa oli B. anthracis -itididen
sijaan B. thuringiensis -itiditd. Kuvassa 5.9 on esitetty tulokset myds téstd mittaus-
sarjasta. Kuvasta ndhddén, ettd peptidi ei tunnista B.a.-itiditd tdysin spesifisesti, vaan

kiinnittyy l&hes yhtd hyvin myds B.t.-itidihin.

B.t.-ndytteissd ei vérjdytyneiden osuudessa kuitenkaan ole yhtd suurta peptidimddran
muutoksesta johtuvaa vaihtelua kuin B.a.-ndytteisséd. Lisdksi nollandytteen vérjdytymis-
prosentti on B.t.-ndytteessd suurempi. B.r.-itidihin siis todennékoisesti kiinnittyy

enemmaén streptavidiinikonjugoitua véiriainetta epaspesifisesti kuin B.a.-itidihin.

My0s niytteessd olevien itididen médrdn havaittiin vaikuttavan tunnistustulokseen.
Kuvassa 5.10 olevassa kuvaajassa on esitetty varjdytyneiden itididen osuus eri itid-
pitoisuuksilla, kun reaktioseoksessa on 1 pg peptidid. Kuvaajan arvot on saatu mittauk-
sista, joissa on kdytetty inaktivoituja B.a.-itiondytteitd. Kuvaajan lukuarvot ovat keski-

arvoja kolmesta erillisestd mittaussarjasta.

Kuvaajasta 5.10 ndhdéén, ettd paras tunnistustulos saatiin, kun itididen méadrd ilma-
niytteessd oli noin 2 x 10° PMY/ml. Titd suuremmilla ja pienemmilld itioméarilla

vérjaytyminen oli heikompaa.

Samalla testattiin myos pelkdn streptavidiinikonjugoidun viriaineen epaspesifistd
kiinnittymistd itioihin ja sitd, onko itiomadrdlla vaikutusta tdmén fluoresoivan taustan
muodostumiseen. Kuvassa 5.10 esitettyjen tulosten perusteella itiomdirdlla ei ole

vaikutusta fluoresoivan taustan tasoon, vaan viriainetta kiinnittyi itidihin kaikissa
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ndytteissd samassa suhteessa. Viriaineen epéspesifisen kiinnittymisen ei mydskddn
havaittu vaikuttavan tunnistustulokseen, silld vérjaytymistaso oli kaikissa niytteissa

huomattavasti alhaisempi, mikili niytteeseen ei ollut lisdtty peptidia.

Itiomaaran vaikutus varjaytymiseen
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Kuva 5.10. [tiomééréan vaikutus vérjdytymiseen

Lisdksi tutkimuksessa testattiin, onko ristireagointi muiden Bacillus-itididen kanssa yhta
voimakasta sekd inaktivoiduilla ettd elinkykyisilld itioilld. Tutkimuksessa kéytettiin
kolmea eri inaktivoitua Bacillus-iti6td sekd vertailun vuoksi myds elinkykyisid B.

anthracis -iti6itd. Testauksen tulokset on esitetty kuvassa 5.11.

Peptidi kiinnittyi tdssdkin tapauksessa epéspesifisesti B. thuringiensis -itidihin, joilla
tunnistustulos oli ldhes yhtd hyvd kuin B.a.-itidilld. Sen sijaan B. subtilis -itidihin

epdspesifistd kiinnittymista ei tapahtunut.

Inaktivoitujen Bacillus -itididen tunnistus
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Kuva 5.11. Inaktivoitujen itididen tunnistus

Tunnistuksen onnistumista voidaan arvioida myds vertailemalla eri néytteille virtaus-
sytometrista saatuja histogrammikuvaajia. Kuvassa 5.12 on neljin eri néytteen

histogrammit mittauksesta, jossa reaktioseoksessa oli 1 pg peptidia.
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Histogrammikuvaajista ndhddén, ettd pelkkd ilmandyte varjdytyy erittdin voimakkaasti,
mika aiheuttaa kaikkiin ndytteisiin fluoresoivan taustan. [lmanéyte on kuitenkin erotet-
tavissa itioitd sisdltdvastd nédytteestd muotonsa perusteella, silld itiondytteissd on selva
virjaytymiskeskittymé tietylld kokoalueella, kun taas ilmandyte on hajautunut
suuremmalle alueelle. Niytteiden erottelu kuvaajan ulkomuodon perusteella on
kuitenkin mahdollista vain silloin, kun itididen osuus kaikista niytteen partikkeleista on
suuri. Mikéli iti6itd on vain vdhin, ne sekoittuvat ilmandytteen aiheuttamaan taustaan,

eikd kuvaajan ulkomuodossa ole muutosta.
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Kuva 5.12. Eri nédytteiden vérjdytyminen, 1ug peptidid

Tutkimuksen perusteella peptidimenetelmi on ominaisuuksiltaan heikompi kuin vasta-
ainemenetelmd. Kuvassa 6.1 on verrattu niytteiden vérjdytymisprosentteja néilla
kahdella menetelmélld. Kuvasta ndhddin, ettd peptidimenetelmalld vérjdytymisprosentit
ovat korkeampia kuin vasta-ainemenetelmailld, mutta ero B.a.-ndytteen ja toisen itio-
ndytteen tai B.a.-ndytteen ja ilmandytteen varjdytymisprosenteissa on varsin pieni.

Vasta-ainemenetelméilld B.a.-ndyte erottuu selkedimmin muista néytteista.
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Kuva 5.13. Peptidi- ja vasta-ainemenetelmien vertailu
5.2. Botuliinitoksiinin tunnistaminen

5.2.1. Tunnistusmenetelman testaus

Ensiksi tutkimuksessa testattiin alustavasti kunkin vasta-aineparin kykyd tunnistaa
toksiinia puhtaasta ndytteestd (ndytteisiin ei ollut lisdtty ilmandytettd). Néiissa
mittauksissa reaktioseoksen koostumusta ei ollut vield optimoitu, joten vasta-aineiden
tunnistustehokkuus ei ollut paras mahdollinen. Alustavien mittausten tulokset kuitenkin
osoittivat, ettd tunnistusta tapahtui jonkin verran ainakin vasta-aineparilla 1+4 (tuloksia
ei ole esitetty). Téstd johtuen kyseistd vasta-aineparia paitettiin kéyttdd reaktio-

olosuhteiden optimoinnissa.

Kokeilemalla selvitettiin reaktioseoksen ihanteellista koostumusta. Paras tunnistustulos
saatiin kéyttdmalla kappaleessa 4.5.2 esitettyd reaktioseosta. Mittauksissa, joissa

testattiin botuliinitoksiinin tunnistusta ilmaniytteistd, kdytettiin titd reaktioseosta.

Seuraavaksi tarkasteltiin reaktion inkubaatioajan vaikutusta tunnistustulokseen.
Mittaustulokset vaihtelivat varsin paljon inkubaatioajasta riippumatta, joten optimaa-
lisinta inkubaatioaikaa ei voitu tarkasti méérittdd. Paras mittaustulos saatiin kuitenkin
yleensd 30—60 minuutin inkuboinnin jélkeen, ja loput mittauksista péatettiin tehdd 30
minuutin inkubaatiolla, jotta mittaustuloksia voitiin vertailla keskenddn. Inkubaatioajan
vaikutus tunnistussignaaliin on esitetty kuvan 5.14 pylviskuvaajassa. Kuvaajassa on
esitetty fluoresoivien partikkeleiden osuus kaikista néytteen partikkeleista kolmessa eri

néytteessd neljan inkubointiajan jilkeen.
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Inkubaatioajan vaikutus tunnistustehokkuuteen
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Kuva 5.14. Inkubaatioajan vaikutus mittaustulokseen.

Liséksi testattiin botuliinitoksiinin mairén vaikutusta tunnistussignaaliin. My0s téssd
mittaussarjassa kaytettiin valittua reaktioseoksen koostumusta seké vasta-aineparia 1+4.
100 pl:aan reaktioseosta liséttiin 0—1 pg toksiinia, ja vasta-ainepitoisuudet pysyivit
vakioina. Kuvaaja testin tuloksista on kuvassa 5.15. Kuvaajan arvot ovat fluoresoivien
partikkeleiden osuuksia kaikista ndytteen partikkeleista eri toksiinipitoisuuksilla. Arvot
on otettu siltd virtaussytometrin histogrammikuvaajan alueelta, jolle polystyreeni-

partikkelit sijoittuvat (kanavat 175-205).
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Kuva 5.15. Niytteen toksiinipitoisuuden vaikutus tunnistustulokseen

Kuvan 5.15 kuvaaja osoittaa, ettd virjidytyneiden partikkeleiden osuus kaikista partik-
keleista kasvaa siirryttidessd suurempiin toksiiniméériin. Suurimmalla toksiinimaéralla
lahes 100 % partikkeleista on véarjdytynyt, kun taas pienimmaélld toksiinimaaralla
vérjiytyneitd on vain hieman alle 60 %. Kuitenkin myds pienimmaélld toksiinimééralla
saatu tulos on selvisti erotettavissa nidytteestd, jossa ei ole lainkaan toksiinia (nolla-
ndyte). Virjaytyneiden partikkeleiden osuus on kuitenkin varsin suuri my0ds nolla-
néytteessd (noin 30 %), mika viittaa sithen, ettd vasta-aineet kiinnittyvit epaspesifisesti

polystyreenipartikkelin pintaan.
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Toksiinia sisdltdvdt ndytteet erottuvat nollandytteesti myds virtaussytometrin
histogrammikuvaajan perusteella. Histogrammikuvaajassa fluoresoivat partikkelit
ndkyvit punaisella ja nidytteen muut partikkelit siniselld. Kuvassa 5.16 on kolme
histogrammikuvaajaa: nollandyte sekd kaksi toksiinindytettd. Kuvasta ndhddin, ettd
toksiinia sisdltdvien ndytteiden histogrammit ovat vériltddn ldhes kokonaan punaisia,
koska yli 90 % néytteessd olevista partikkeleista on fluoresoivia, mutta nollandytteen

kuvaajassa on paljon sinisid alueita, koska vain pieni osa ndytteen partikkeleista

fluoresoi.
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Kuva 5.16. Histogrammikuvaajat kolmesta tutkitusta ndytteesta

Lopuksi testattiin kaikkien neljdn vasta-aineparin tunnistustehokkuus optimoiduissa

reaktio-olosuhteissa. Pylvédskuvaaja testatuista vasta-ainepareista on kuvassa 5.17.

Tunnistus eri vasta-ainepareilla

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

o . . . —r=

1+3 1+4 2+3 2+4
Vasta-aineet

H BoNT 30 min
BoNT 60 min
O PBS 30 min
@ PBS 60 min

Varjaytyneiden partikkeleiden
osuus (%9

!’////////A

Kuva 5.17. Vasta-aineparien tunnistustehokkuus (0,5 pg botuliinitoksiinia)
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Kuvasta ndhdéén, ettd tunnistus onnistuu kaikilla testatuilla vasta-ainepareilla. Korkein
varjaytymisprosentti saadaan vasta-aineparilla 1+4, mutta nidilld vasta-aineilla myos
nollandytteen epdspesifinen vérjdytyminen on suurinta. Kuvaajan perusteella voidaan
paitelld, ettd vasta-ainepari 2+4 olisi kdyttokelpoisin, silld siind toksiinindytteiden
vérjaytyminen on varsin tehokasta ja nollandytteen virjdytyminen vihdistd. Télld vasta-
aineparilla signaali kuitenkin vaihteli suuresti mittauksen eri vaiheissa ja rinnakkaisten

mittausten vilill4, joten tulos ei ole tdysin luotettava ja vertailukelpoinen.

5.2.2. Botuliinitoksiinin tunnistaminen ilmanaytteesta

Tunnistusmenetelmdn toimivuutta testattiin myds luonnollista néytettd simuloivilla
testindytteilld. Naytteissd botuliinitoksiini oli laimennettu veteen keréttyyn ilmaniyt-
teeseen. Testindytteiden toksiinipitoisuus oli 0—10 pg/ml. Jokaisesta ndytteestd otettiin
50 pl tunnistusreaktioon, eli toksiinin mddrd reaktiossa oli 0-0,5 pg. Toksiinin

tunnistusta ilmandytteisté testattiin kahdella eri vasta-aineparilla, pareilla 1+4 sekd 2+4.

Mittaustulokset on esitetty kuvassa 5.18. Kuvaajassa olevat arvot ovat fluoresoivien
polystyreenipartikkeleiden osuuksia kaikista nédytteen partikkeleista, ja ne on saatu
virtaussytometrin histogrammikuvaajista partikkelipiikin kohdalta (kanavat 175-205).

Kuvaajan arvot ovat keskiarvoja kahdesta rinnakkaisesta mittaussarjasta.

Botuliinitoksiinin tunnistus ilmanaytteista

g'IOO —
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Kuva 5.18. Kahden vasta-aineparin tunnistustehokkuus

Kuvan 5.18 kuvaajan perusteella vasta-ainepari 1+4 toimii varsin tasaisesti, eli virjay-
tyneiden partikkeleiden osuus védhenee lineaarisesti toksiinipitoisuuden pienentyessd.

Néiden tulosten avulla voidaan myds méérittdd detektioraja botuliinitoksiinin
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tunnistukselle ilmandytteestd vasta-aineparilla 1+4. Detektioraja on saatujen tulosten

perusteella noin 100 ng/ml (0,1 pg/ml).

Sen sijaan vasta-aineparin 2+4 tunnistussignaali vaihtelee suuresti tutkituilla toksiini- ja
vasta-ainepitoisuuksilla. Vaihtelu johtuu mahdollisesti siitd, ettd reaktio-olosuhteet oli
optimoitu vasta-aineparille 1+4 ja vasta-ainepari 2+4 vaatisi hieman erilaiset olosuhteet.
Mittaustulosten vaihtelevuuden vuoksi ei vasta-aineparille 2+4 voida miarittda detektio-

rajaa saatujen tulosten perusteella.

5.3. Imnmunokromatografiset pikatestit.

Sekd B. anthracis -itididen ettd botuliinitoksiinin tunnistuksessa testattiin myos
immunokromatografisia pikatestiliuskoja. Tutkimuksessa kéytetyt testit olivat

kaupallisesti saatavilla olevia pikatesteji (Tetracore Inc.).

B.a.-itididen tunnistamiseen tarkoitettuja pikatestiliuskoja testattiin sekéd elinkykyisilla
ettd inaktivoiduilla B. a.-itidilla. Botuliinitoksiinin tunnistamiseen tarkoitettuja pika-
testiliuskoja testattiin samalla botuliinitoksiinivalmisteella, jota kéytettiin virtaus-

sytometriamenetelmén testauksessa. My0s néytteiden toksiinipitoisuudet olivat samoja.

B.a.-iti6itd tunnistavalla testilld saatiin heikko positiivinen tulos, kun néytteessd oli
suuri pitoisuus elinkykyisid itiditd. Muilla testeilld tulos oli jokaisella testikerralla
negatiivinen.  Botuliinitoksiinilla ~ positiivinen  tulos  saatiin  suurimmalla
toksiinipitoisuudella (10 pg/ml). Muilla pitoisuuksilla tulos oli negatiivinen. Tulos ei
vastannut testien valmistajan ilmoittamaa detektiorajaa 10 ng/ml. Tulokset

pikatestiliuskojen testauksesta ovat taulukoissa 5.1 ja 5.2.

Taulukko 5.1. Tulos B. anthracis -pikatestiliuskojen testauksesta

Ix10° 2x 10"  Inaktivoidut
PMY/ml  PMY/ml itiot

Testin tulos - (+H)- -

Nayte

Taulukko 5.2. Tulos pikatestiliuskojen testauksesta
Ndytteen 10 1 100 10 1 Nolla-
toksiini-  ug/ml ug/ml - ng/ml ng/ml  ng/ml  ndyte
pitoisuus
Testin + - - - - -
Tulos
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6. Pohdinta

6.1. Bacillus anthracis -itididen tunnistaminen

6.1.1. Vasta-ainetunnistus

Tutkimuksen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd vasta-aineen 4 avulla on
mahdollista tunnistaa Bacillus anthracis -bakteerin itiot tuntemattomasta ilmanéytteesta.
Vasta-aine 3 sen sijaan ei ndytd soveltuvan B.a.-itididen tunnistamiseen tutkimuksessa

kaytetylla menetelmalla.

Vasta-aineella 3 ei voida erottaa B.a.-itidndytteitd muista ndytteistd, silld vérjaytymis-
prosentit jddvit alhaisiksi. Mydskddn virtaussytometrin histogrammikuvaajissa ei ole
havaittavissa samanlaista virjaytymispiikkid kuin vasta-aineella 4, eikd vérjaytymisen
madrd vaihtele vasta-aineen midran muuttuessa. Tutkimustuloksista péétellen vasta-aine
3 ei siis tunnista B.a.-itiditd lainkaan, tai tunnistus on niin vahéistd, ettd sitd ei tdlld
menetelmdlld voi havaita. Tunnistustulosta voisi mahdollisesti parantaa testaamalla
useampia vasta-ainemédrid tai muuttamalla reaktio-olosuhteita muuten, esimerkiksi
kokeilemalla eri puskuriliuoksia. Tutkimuksessa saatu tunnistustulos on kuitenkin niin
heikko, ettd sitd ei vélttimattd saataisi parannettua riittdvisti, jotta menetelméai voitaisiin
kayttdd kaytdnnon sovelluksissa. Ndin ollen vasta-aineen 3 jatkokehitys ei

todennékoisesti olisi kannattavaa.

Vasta-aine 4 sen sijaan erottaa B.a.-itiot selkedsti muista tutkituista Bacillus-iti0ista.
Tunnistus on myods helposti havaittavissa, silld B.a.-itiondytteiden virjdytymisprosentit
vasta-aineella 4 ovat parhaimmillaan ldhes kaksinkertaisia nollandytteisiin sekd vasta-
aineella 3 saatuihin tuloksiin ndhden. B.a.-itididen tunnistuksen vasta-aineella 4 voi
havaita tarkastelemalla ja vertaamalla itididen vérjdytymisprosentteja koko mittaus-
alueella sekd histogrammikuvaajissa olevan B.a.-virjdytymispiikin kohdalla (mittaus-
kanavat 60—120). Mikali vérjdytyneiden itididen osuus on erityisen suuri piikin alueella,

voidaan niytteessi olettaa olevan B.a.-itioita.

Virjaytymisprosentteja tarkastelemalla ei kuitenkaan voida tdysin varmasti tunnistaa
B.a.-itiditd tuntemattomasta ndytteestd, silld ndytteen itiOpitoisuus vaikuttaa voimak-
kaasti tulokseen. Tunnistus on hankalaa erityisesti pienilld itidpitoisuuksilla, koska

silloin néytteen fluoresoiva tausta hiiritsee tunnistusta. Véarjdytymisprosentit ovat
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nimittdin varsin suuria my0s pelkdssd ilmandytteessd, koska vasta-aine ja fluoresoiva
véiriaine kiinnittyvit epéspesifisesti ilmandytteen partikkeleihin. Itioitd sisdltdvin
ndytteen erottaminen pelkdstd ilmandytteesti ei ole télloin mahdollista, silld niiden
virjdytymisprosentit voivat olla samaa suuruusluokkaa. Yleensd B.a.-itiondyte voidaan
kuitenkin erottaa ilmandytteestd, koska siind virjdytyminen on voimakkaampaa
varjaytymispiikin alueella kuin muissa mittausalueen osissa, kun taas ilmanéyte

varjdytyy tasaisesti koko mittausalueella.

Vasta-aineen 4 toimivuus on vérjdytymisprosentteja helpommin ndhtivissd virtaus-
sytometrilla saatujen kuvaajien ulkomuodosta, eli joko histogrammikuvaajan
varjaytymispiikistd tai pisteparvikuvaajan pistekeskittyméstd. N&mid kuvaajien
ominaisuudet tarkoittavat sitd, ettd tutkitun ndytteen partikkeleista tietyn kokoiset ovat
virjdytyneet erityisen voimakkaasti. Téllaista virjdytymisen keskittymistd tietylle
kokoalueelle ei ole havaittavissa muissa kuin B.a.-ndytteiden kuvaajissa, vaan
nollandytteissd sekd muita itiGitd sisdltdvissd ndytteissd varjdytyminen jakautuu
virtaussytometrin  koko mittausalueelle. Lisdksi varsinkin histogrammikuvaajan
vérjdytymispiikin sijainnista voi péételld, ettd voimakkaasti virjdytyneet partikkelit ovat
juuri itioitd, silld piikki on alueella 0,5-1 pm, mikd vahvistaa tunnistustuloksen

luotettavuutta.

Virjdytymispiikin ja pisteparvikuvaajan pistekeskittymén erottuminen virtaussytometrin
kuvaajista riippuu kuitenkin varsin paljon néytteessd olevien itididen midrdstd, aivan
kuten edelld mainittu vérjdytymisprosenttikin. Mikéli néytteessd on vain védhin iti0ité,
niiden fluoresenssisignaali sekoittuu ndytteen fluoresoivaan taustaan, eikd ndyte ndin
ollen ole tunnistettavissa. Jos néytteessi taas on erittidin paljon itiditd, vasta-ainetta on
suhteessa vdhemmain, ja silloin my0s vériainetta tarttuu itidihin vdhemmén ja
fluoresenssin intensiteetti jdd pienemméksi. Mydskddn télldin signaali ei ole selvésti

havaittavissa.

B.a.-itididen tunnistaminen tuntemattomasta ndytteesti onnistuu siis varmasti vain,
mikdli ndytteen itiomaddrd on sopivalla alueella. Histogrammikuvaajien perusteella
tunnistettaessa paras tulos saadaan, kun itiditd on noin 5 x 10°-1x10° PMY/ml, mutta
pisteparvikuvaajissa niytteen itidpitoisuuden pitia olla vield suurempi (noin 9 x 10°— 4
x 10° PMY/ml). Itidémadrén tarkat rajat heikentdvit tunnistusmenetelman kiytettivyytti,

silld tuntemattoman ndytteen itiomaardd ei voi tietdd varmasti. On siis varsin todenné-
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koistd, ettd nédytteen itidpitoisuus ei ole halutulla alueella ja tunnistus ei onnistu.
Tunnistuksen onnistumisen kannalta on kuitenkin hyva, ettd histogrammi- ja pisteparvi-
kuvaajille optimaalisimmat itidpitoisuudet eivdat ole tdysin samat, silld ndin on
mahdollista tunnistaa ndyte toisesta kuvaajasta, vaikka signaali ei olisi toisessa

kuvaajassa havaittavissa.

B.a.-itididen tunnistaminen kuvaajan ulkomuodon perusteella on varmempaa kuin
varjdytymisprosenttien perusteella tehtivd tunnistus. Té&méd johtuu siitd, ettd
virjdytymisprosentit voivat olla samalla tasolla sekd pelkkdd ilmaa sisdltdvéssa
ndytteessd ettd B.a.-itidndytteessd, mikéli ndytteessd on vain vdhén itioitd. Varjadytymis-
piikki tai pisteparvikuvaajan pistekeskittymé voivat kuitenkin olla havaittavissa myos

tallaisessa tilanteessa.

Mikili halutaan saada mahdollisimman varma tunnistustulos tuntemattomasta
ndytteestd, on paras tarkastella sekd itididen vérjdytymisprosentteja ettd kuvaajien ulko-
muotoa. Niytteessd voidaan olettaa olevan B.a.-itiditd, mikdli histogrammikuvaajassa
ndkyy virjdytymispiikki kanavien 60-120 alueella tai pisteparvikuvaajassa nékyy
selked pistekeskittymd. Lisdksi vérjdytymisprosentin tulee olla virjdytymispiikin
alueella suurempi kuin koko mittausalueella mééritetty véarjdytymisprosentti.
Suuruudeltaan virjaytymisprosentin pitdd olla noin 30 % tai enemmaén, jotta se olisi
suurempi kuin fluoresoivan taustan aiheuttama virjdytymisprosentti pelkdssi

ilmandytteessa.

Tutkimuksessa havaittiin, ettd vérjdytymistulos muuttuu vasta-aineen méadrin muut-
tuessa. Paras tunnistustulos saadaan, kun reaktioseoksessa on noin 1 pg vasta-ainetta.
Tunnistustulosta voitaisiin saada vield paremmaksi ja selvemmaksi lisidmallad vasta-
aineen mairdd edelleen. Tamén testaaminen ei kuitenkaan ollut tdssd tutkimuksessa
mahdollista, koska kéytettdvissd olleen vasta-aineen médri oli rajallinen. Vasta-aineen
vihdinen madrd johtui vasta-aineiden biotinylointiin kéytetyn biotinylointikitin pienesti
saannosta. Téstd johtuen vain pieni osa vasta-aineesta saatiin biotinyloitua tutkimus-
kayttoon. Tutkimusta voitaisiin tehostaa etsimdlld toinen biotinylointikeino tai
kokonaan erilainen tapa saada vasta-aineet fluoresoiviksi. Mahdollisia uusia virjdys-
keinoja pitdisi selvittdd tutkimalla ja kokeilemalla eri vaihtoehtoja, jotta 16ytyisi
menetelmd, jolla vérjdytyminen olisi tehokasta ja epéspesifinen véarjdytyminen

mahdollisimman véhdisti. Lisdksi menetelmén kdytantoon soveltamisen kannalta olisi
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hyvéd, ettd virjdysmenetelmd olisi helppokéyttdinen sekd toteuttamiskelpoinen
vaihtelevissa olosuhteissa. Jotta kiytdnnon sovelluksen kehittiminen olisi kannattavaa,

varjdysmenetelmén tulisi myos olla edullinen.

Tutkimuksessa saavutettu B.a.-itididen tunnistustulos oli huomattavasti parempi kuin
immunokromatografisilla pikatestiliuskoilla saatu tulos. Pikatestiliuskat eivit tunnis-
taneen B.a.-itiditd juuri lainkaan. Ainoastaan erittdin suurella itioméaralli (2 x 10
PMY/ml) saatiin heikko positiivinen tulos, vaikka valmistaja ilmoittaa detektiorajaksi 1
x 10° PMY/ml (Anthrax BioThreat alert Test Strip Specification Sheet, Tetracore Inc.,
2002). Virtaussytometriaan perustuvalla menetelmilld tunnistus onnistuu jo néytteesti,
jossa on 5 x 10° PMY/ml. Pikatestin huono tunnistusherkkyys saattaa johtua siité, etti
tutkimuksessa kadytetty itiGsuspensio ei reagoi testin vasta-aineiden kanssa. Asiaa
voitaisiin tutkia testaamalla sekd pikatestiliuskoja ettd virtaussytometriamenetelméaa

erilaisilla B.a.-bakteerikannoilla.

Mikili virtaussytometriaan perustuvaa tunnistusmenetelmii pyritddn kehittiméan
mahdollisimman tehokkaaksi ja kidyttokelpoiseksi, tutkimusta pitdd jatkaa edelleen.
Téllaisenaan vasta-aineen tehokkuus ei todennékoisesti riitd kdyttdominaisuuksiltaan
kilpailukykyisen kdytdnnon sovelluksen valmistamiseen. Lisédmittauksilla olisi mahdol-
lista selvittdd, milld vasta-ainepitoisuudella tunnistustulos olisi paras mahdollinen, eli
milloin virjdytyneiden itididen osuus olisi mahdollisimman suuri. Mikéli tunnistuksen
tehokkuutta saataisiin paremmaksi, ndytteen itiomadrdssi voisi olla enemman vaihtelua
ja tunnistus tuntemattomasta niytteestd olisi mahdollista. Lisdksi on tidrked selvittda,
voisiko vasta-aineiden leimaamiseen kdyttdd jotain muuta menetelmdd tai onko
biotinylointia mahdollista tehostaa, jotta tunnistusmenetelmissd kuluisi vdhemméin
vasta-ainetta. Télloin menetelmin kayttd ja soveltaminen olisi taloudellisesti kannat-

tavampaa, silld vasta-aineet ovat varsin kalliita.

Alustavien tutkimusten perusteella vasta-ainetunnistukseen perustuvan menetelmén
tutkimusta ja kehittdmistd siis kannattaa jatkaa, koska ainakin vasta-aine 4 tunnistaa
B.a.-it161td. On mahdollista, ettd myods muut vasta-aineet toimivat tdssd tunnistus-
menetelmissd. Téstd syystd tutkimusta kannattaisi laajentaa kartoittamalla enemmén
mahdollisesti kéyttokelpoisia vasta-aineita. Vasta-ainevalikoimaa laajentamalla ja
menetelmidn ominaisuuksia kehittimalld virtaussytometrian avulla tapahtuvasta vasta-

ainetunnistuksesta voidaan saada varteenotettava vaihtoehto nykyisin kdytossd oleville
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B.a.-itididen tunnistusmenetelmille. Virtaussytometriamenetelméé voitaisiin tulevaisuu-
dessa kehittdd myds yhdistimalld ndytteenotto ja analysointi, jolloin tunnistus onnistuisi

suoraan ilmasta.

6.1.2. Tunnistus peptidiligandilla

Testattu peptidiligandi ei tutkimuksen perusteella sovellu kovin hyvin Bacillus
anthracis -itididen tunnistamiseen ilmanaytteistd. Peptidiligandi kiinnittyy jonkin verran
B.a.-it161hin, mutta sen lisdksi sekd itiot ettd ilmandytteissd olevat muut partikkelit

virjiytyvit menetelmissé epédspesifisesti.

[tiondytteitd ei histogrammikuvaajista saatujen virjdytymisprosenttien perusteella voi
erottaa pelkdstd ilmandytteestd, silld myds ilmandytteet viarjaytyvat erittdin voimak-
kaasti. Tdma johtuu todenndkdisesti siitd, ettd ilmandytteen partikkelipitoisuus on paljon

pienempi kuin itiondytteiden, ja siksi fluoresoiva tausta tulee selvemmin esiin.

Fluoresoiva tausta aiheutuu ilmandytteessd olevien partikkeleiden epaspesifisestd
varjaytymisestd. Epdspesifinen virjdytyminen saattaa johtua peptidin epispesifisyy-
destd, mutta todennikdisesti suurin syy sithen on tutkimuksessa kdytetty streptavidiiniin
liitetty vériaine. Streptavidiinin osuus epéspesifisessd vérjdytymisessd voidaan nidhda
ilmandytteen virjdytymisestd eri peptidipitoisuuksilla. Ilmandytteen vérjdytymispro-
sentti ei juuri muutu peptidin midrdn muuttuessa ja on jopa hieman korkeampi néyt-
teessd, jossa ei ole peptidid lainkaan. Tdma viittaa sithen, ettd peptidilld ei ole vaikutusta
virjdytymiseen, vaan signaali aiheutuu ldhinnéd pelkdstd viriaineesta. Voimakas fluo-
resoiva tausta hankaloittaa menetelmén soveltamista kdytidntoon, silld itiditd sisdltdvid

niytteitd ei voida erottaa puhtaasta ilmaniytteesti varjaytymisprosenttien avulla.

Itiondyte on kuitenkin erotettavissa ilmandytteestd virtaussytometrin histogrammi-
kuvaajan avulla, silld kuvaajien ulkomuodot poikkeavat selvisti toisistaan. [Imaniytteen
kuvaajassa ei ole havaittavissa selkedd muotoa eikd vérjdytymiskeskittymdd yhdelld
alueella, toisin kuin itionéytteissd. [tiondytteiden vérjdytyminen on kuitenkin niin heik-
koa, ettd varjaytymiskeskittyma on varsin vaikeasti havaittavissa. Lisdksi vérjdytyminen
riippuu melko paljon néytteessd olevien itididen madrdstd. Néytteessd pitdd olla suhteel-
lisen runsaasti itiditd (noin 2 x 10° PMY/ml), eikd itiomadrassd voi olla kovin paljon
vaihtelua, jotta tunnistus onnistuu. Aivan kuten vasta-ainemenetelméassékin, myds téssi

menetelmin soveltamista kdytdntoon vaikeuttaa siis nédytteen itidmidrdn rajallisuus,
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koska tuntemattomassa néytteessd mahdollisesti olevien itididen miirda ei voida tietdd

varmasti.

B.a.-itididen tunnistusta peptidiligandilla héiritsee epéspesifisen viriaineen kiinnit-
tymisen sekd itiomddrdn rajallisuuden lisdksi myds peptidin kiinnittymisessd havaittu
epaspesifisyys. Vérjdytyminen on nimittdin yhtd voimakasta sekd B. anthracis- etti B.
thuringiensis -itioilla. Téstd johtuen peptidiliganditunnistusta ei ainakaan tillaisena
menetelmidnd voi kéyttdd B.a.-itididen spesifiseen tunnistukseen. Ristireagointia ei
kuitenkaan havaittu B. subtilis -itidihin, joten ristireagointia ei tapahdu kaikkiin
Bacillus-suvun bakteereihin eikd néin ollen todenndkdisesti mydskdén muihin bakteeri-
tyyppeihin. Ristireagoinnin tarkempi selvittiminen vaatisi lisdd tutkimusta useammilla

eri bakteereilla.

Tutkimuksen perusteella peptidimenetelméd on ominaisuuksiltaan heikompi kuin vasta-
ainemenetelmd. Peptidimenetelmélld itididen vérjdytymisprosentit ovat korkeampia
kuin vasta-ainemenetelmalld, mutta B.a.-ndyte ei erotu muista néytteistd, koska myos
B.t.-ndyte sekd ilmandyte vérjaytyvit erittdin voimakkaasti. Vasta-ainemenetelmalla
B.a.-ndyte erottuu selkeAmmin muista néytteistd, vaikka vérjdytymisprosentit eivét

olekaan kovin korkeita.

Peptidiligandimenetelma ei siis téllaisena ole helposti sovellettavissa Bacillus anthracis
-itididen tunnistukseen. Vaikka peptidiligandi tunnistaa iti6itd jonkin verran, sen tunnis-
tustehokkuus on kuitenkin niin heikko, ettei se todenndkdisesti riitd kdytdnnon sovel-
luksiin. Liséksi menetelmén soveltamista kdytdnt6on haittaa voimakas ristireagointi.
Menetelménd peptidiligandi olisi kuitenkin erittdin kéyttokelpoinen itididen tunnis-
tukseen virtaussytometrilla. Peptidit ovat edullisia ja helppoja tuottaa sekd kisitella,
joten menetelmé olisi nopeampi ja edullisempi kuin monet nykyisin virtaussytomet-
riassa kéytossd olevista leimausmenetelmistd. Nykyiset menetelmét perustuvat usein
nukleiinihappokoettimiin tai vasta-aineisiin, jotka molemmat ovat varsin vaikeita ja
kalliita tuottaa. Tdssd tutkimuksessa kdytetty peptidiligandi ei vaikuta kehityskelpoi-

selta, mutta tutkimusta kannattaisi jatkaa testaamalla muita vastaavia peptidiligandeja.

6.2. Botuliinitoksiinin tunnistaminen

Tutkimuksessa testattu vasta-ainetunnistukseen perustuva menetelmé on erittdin kaytto-

kelpoinen botuliinitoksiinin tunnistamisessa tuntemattomasta ilmanéytteestd. Tutkimus-
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tulosten perusteella erityisesti yksi neljédsté testatusta vasta-aineparista tunnistaa erittdin
hyvin botuliinitoksiinia, ja lisdksi menetelmidn spesifisyys ja detektioraja ndyttivit

olevan yhté hyvié kuin nykyisin kiytdssa olevissa menetelmissa.

Kaikki testatut vasta-aineparit tunnistavat botuliinitoksiinia tutkimuksessa kiytetylld
virtaussytometriamenetelmailld. Parhaiten tunnistus onnistuu vasta-aineparilla 1+4. Talla
vasta-aineparilla reaktio-olosuhteet saatiin optimoitua siten, ettd tunnistus onnistui ja
epdspesifistd vasta-aineiden sitoutumista polystyreenipartikkeleihin tapahtui varsin
vihédn. Polystyreenipartikkeleiden virjdytyminen on toksiinia siséltdvissd niytteissd
erittdin voimakasta, ja lisdksi toksiinindytteiden ja nollandytteen vélilld on huomattava
ero virjaytymisen méérdssd. Téstd voidaan paidtelld, ettd vasta-aineet tunnistavat
ndytteessd olevan toksiinin eivétkd juuri kiinnity epdspesifisesti nollanédytteessd oleviin
ilmandytteen partikkeleihin. Polystyreenipartikkeleiden vérjdytyminen on erityisen
voimakasta suurilla toksiinipitoisuuksilla, jolloin vérjdytymisprosentti on parhaim-
millaan l&hes 100 %. Ero toksiinindytteen ja nollandytteen vililld voidaan havaita
selvdsti vield naytteestd, joka sisdltdd toksiinia 100 ng/ml. Télla toksiinipitoisuudella
toksiinindytteiden vérjdytyminen on kaksinkertaista pelkkdin ilmaniytteeseen

verrattuna, eli positiivinen tunnistustulos on selked.

Menetelmaélle miiritettiin detektiorajaksi noin 0,1 pg/ml (100 ng/ml) kéytettdessi vasta-
aineparia 1+4. Raja on todenndkoisesti hieman tétd alhaisempi, mutta tarkan rajan
selvittimiseksi tutkimusta pitdisi jatkaa ja tehdd tarkempi titraus eri toksiinimairilla.
Tutkimuksessa saavutettu detektioraja on huomattavasti parempi kuin samalla toksiini-
valmisteella méidritetty detektioraja kaupallisille immunokromatografisille pikatesti-
liuskoille (Tetracore Inc.). Pikatestiliuskalla positiivinen tunnistustulos saatiin
ainoastaan naytteelld, jossa oli 10 pg/ml toksiinia. Pikatestiliuskojen valmistaja
kuitenkin ilmoittaa testin detektiorajaksi 10 ng/ml (Bot Tox BioThreat alert Test Strip
Specification Sheet, Tetracore Inc., 2002). Syynd pikatestin heikkoon tunnistus-
herkkyyteen téssd tutkimuksessa voi olla esimerkiksi testiagenssina kaytetty puhdistettu
toksiini. Paremman tunnistustuloksen voisi saada jollain muulla toksiinivalmisteella.

Sen selvittdmiseksi pitdisi molempia menetelmii testata useammilla testiagensseilla.

Tutkitussa botuliinitoksiinin tunnistusmenetelméssi tapahtuu hieman epéspesifisti poly-
styreenipartikkeleiden varjaytymistd, silld varjaytyneiden partikkeleiden osuus on varsin

suuri myds ilmandytteessd (noin 30 %). Tama johtuu todenndkdisesti siitd, ettd varjityt
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vasta-aineet kiinnittyvit suoraan polystyreenipartikkelin pintaan. Epdspesifistd kiinnit-
tymistd voidaan mahdollisesti véhentdd kehittimalld reaktio-olosuhteita edelleen.
Reaktio-olosuhteita voitaisiin optimoida esimerkiksi kokeilemalla erilaisia polystyreeni-
partikkeleiden blokkauskeinoja, joilla vdhennetddn epéspesifisid kiinnittymiskohtia.
Toinen mahdollisuus menetelmédn spesifisyyden parantamiseksi on lisdtd polystyreeni-
partikkeleiden pesuja reaktion eri vaiheissa. Télloin epdspesifisesti kiinnittyneet vasta-
aineet voisivat irrota partikkelista, koska niiden kiinnittyminen ei ole yhtd voimakasta
kuin spesifisesti kiinnittyneiden vasta-aineiden. Reaktion tehokkuutta voitaisiin saada

paremmaksi my0s erilaisella puskuriliuoksella tai eri vasta-ainepitoisuuksilla.

My0s vasta-ainepari 2+4 vaikutti osassa mittauksista toimivan varsin hyvin, mutta talla
vasta-aineparilla tunnistussignaali vaihteli suuresti tutkituilla toksiini- ja vasta-aine-
pitoisuuksilla. Vérjdytyneiden polystyreenipartikkeleiden miédrdssd oli merkittdvad
vaihtelua rinnakkaisten mittausten véalilla seké reaktion eri vaiheissa, eli saadut tulokset
eivit olleet taysin vertailukelpoisia. Tdma viittaa sithen, ettd reaktio-olosuhteet eivit
sovi kyseisille vasta-aineille. Reaktio-olosuhteet optimoitiin vasta-aineparille 1+4, ja
vasta-ainepari 2+4 vaatisi mahdollisesti hieman erilaiset olosuhteet. Tunnistuksen
onnistumista  voitaisiin  parantaa muuttamalla reaktioseoksen komponenttien
konsentraatioita, erityisesti vasta-aineiden konsentraatioita, tai pesemélld polystyreeni-
partikkeleita runsaammin reaktion eri vaiheissa. Tunnistus vasta-aineparilla 2+4 voisi

siis tehostua, mikdli myds sille madritettdisiin tarkemmin oikeat reaktio-olosuhteet.

Tulosten vaihtelevuuden vuoksi vasta-aineparille 2+4 ei voida maarittdd detektiorajaa
saatujen tulosten perusteella. Vasta-ainepari 2+4 vaikuttaa tutkimustulosten perusteella
kuitenkin erittdin kiyttokelpoiselta ja jopa paremmalta kuin vasta-ainepari 1+4. Vasta-
aineilla 2+4 tapahtuu nimittdin erittdin vdhén ilmanéytteen epdspesifistd vérjaytymista,
miké helpottaa tunnistustuloksen havaitsemista erityisesti silloin, kun niytteessd on vain
vihdn toksiinia. Mikili reaktio-olosuhteet saataisiin optimoitua vasta-aineparille 2+4
sopiviksi, sen avulla voitaisiin mahdollisesti saada menetelméin tunnistusherkkyys

(detektioraja) paremmaksi kuin vasta-aineparilla 1+4.

Virtaussytometrilla saatujen tulosten perusteella testatut vasta-aineparit siis ndyttivat
toimivan hyvin botuliinitoksiinin tunnistuksessa. Mikili menetelmdd halutaan kehittaa
edelleen, esimerkiksi mahdollista kdytannon sovellusta varten, sen ominaisuuksia pitdd

testata tarkemmin. Téssd tutkimuksessa testiagenssina kéytettiin ainoastaan kaupallista,
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puhdistettua botuliinitoksiinia. Botuliinitoksiini esiintyy luonnossa kuitenkin komplek-
soituneena muiden proteiinien kanssa (Bigalke & Shoer, 2000). Téstd johtuen on
todenndkoistd, ettd mikdli toksiinia kdytettdisiin taisteluaineena, kyseessd olisi tdmé
kompleksinen muoto tai toksinen bakteerikasvusto. Siksi menetelmdd pitdisi jatko-
tutkimuksissa testata sekd kompleksimuotoisella toksiinilla ettd toksisella bakteeri-

kasvustolla, jotta sen soveltuvuus kdytdntdon voitaisiin varmistaa.

Lisédksi reaktio-olosuhteita pitdisi kehittdd yhd paremmiksi sekd vasta-aineparille 1+4
ettd parille 2+4. Molemmat vasta-aineparit vaikuttavat tehokkailta, joten tutkimuksessa
olisi syytd testata tarkasti, millaisilla vasta-ainepitoisuuksilla tunnistus on tehokkainta
sekd millaisissa reaktio-olosuhteissa tunnistus onnistuu parhaiten. Tunnistuksen onnis-
tumiseen mahdollisesti vaikuttavia tekijoitd ovat esimerkiksi polystyreenipartikkeleiden

peseminen, puskuriliuokset seké reaktioaika.

Tunnistusmenetelmdin liittyvad tutkimusta kannattaa liséksi laajentaa botuliinitoksiinin
lisédksi my0s muihin mahdollisesti biologisina taisteluaineina kéytettiviin toksiineihin
(esimerkiksi risiinitoksiiniin tai Staphylococcus aureus -bakteerin enterotoksiini B:hen).
Néin voitaisiin tunnistaa useampia toksiineja samanaikaisesti, ja menetelmédlld olisi
laajemmat kdyttomahdollisuudet. Nykyisin kdytossd olevilla menetelmilld (esimerkiksi
immunokromatografisilla pikatesteilld) on usein mahdollista tunnistaa ainoastaan yksi

agenssi.

Tutkimuksessa kehitetty botuliinitoksiinin tunnistusmenetelmd ndyttdd olevan erittdin
toimiva ja kéyttokelpoinen, ja jatkotutkimuksia sen kehittdmiseksi kannattaa tehda.
Tunnistusmenetelmd on varsin helppokéyttoinen ja nopea, ja tulokset ovat ndhtdvissi
selkedsti heti virtaussytometrin kuvaajista. Tulevaisuudessa menetelmé voitaisiin auto-
matisoida kehittdmailld virtaussytometrin yhteyteen ohjelmisto, joka analysoi virtaus-
sytometrin kerddmén tiedon ja ilmoittaa positiivisesta tunnistustuloksesta. Liséksi
virtaussytometri voitaisiin liittdd ilmankerdyslaitteistoon, jolloin tunnistustulos saatai-
siin suoraan ilmasta. T&lloin virtaussytometriaan perustuvan tunnistusmenetelmén
pohjalta voitaisiin rakentaa tdysin automatisoitu toksiinien havaitsemis- ja tunnistus-

laitteisto.
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7. Johtopaatokset

Virtaussytometria on erittdin kdytdnndllinen menetelmé bioaerosolien tunnistamisessa.
Menetelmd on helppokiyttdinen ja nopea, ja lisdksi tulokset ovat helposti néhtdvissa.
Virtaussytometriaan on mahdollista yhdistdd useita erilaisia tunnistuskoettimien avulla
tapahtuvia tunnistusmenetelmid. Tdméan tutkimuksen perusteella erityisesti vasta-aineet
ovat toimivia tunnistuskoettimia, silld ne ovat tehokkaita ja spesifisid, ja tekniikka on
helposti yhdistettdvissd virtaussytometriaan. Koettimet on helppo vérjatd avidiini-
biotiini-tekniikan avulla, mutta my0s muita virjdystekniikoita kannattaisi tutkia, mikéli

menetelmin kehitystyota jatketaan.

Tédmin tutkimuksen yhteydessd testatuista Bacillus anthracis -itididen vasta-aineista
toinen vaikutti toimivalta ja tehokkaalta. Testatun vasta-aineen 4 tunnistustehokkuus oli
varsin hyvé, joten sen tutkimista ja kehittdmistd kannattaa jatkaa joko tdmén tai jonkin
muun tunnistusmenetelmin kehitystyon yhteydessd. Sen sijaan vasta-aine 3 ei
tunnistanut iti6itd kovin hyvin, joten sithen liittyvien tutkimusten jatkaminen ei

valttdmattd ole kannattavaa.

Tutkimuksessa testattu peptidiligandi ei osoittautunut kayttokelpoiseksi tunnistus-
koettimeksi virtaussytometriaan perustuvassa tunnistusmenetelméssd. Tutkimuksessa
kiytettyyn peptidiligandiin liittyvdd tutkimusty6td ei ole aiheellista jatkaa, mutta
menetelmédnd  peptidiliganditunnistus  voi  tulevaisuudessa olla varteenotettava

vaihtoehto, mikili 16ytyy uusia kdyttokelpoisia peptidikoettimia.

Polystyreenipartikkeleiden hyodyntdminen toksiinitunnistuksessa on lupaava tekniikka,
jota on tutkittu vield varsin vihdn. Tassé tutkimuksessa saadut tulokset viittaavat siihen,
ettd menetelméstd voitaisiin kehittdd toimiva sovellus toksiinien tunnistamiseksi.
Tutkimuksessa kehitetty botuliinitoksiinin tunnistusmenetelmé osoittautui tehokkaaksi
ja spesifiseksi, ja lisdksi se on helppokiyttdinen ja nopea. Alustavien tulosten
perusteella ei voida sanoa varmasti, olisiko menetelmé sovellettavissa kdytantoon, mutta

lupaavista tuloksista johtuen jatkotutkimuksia kannattaa tehda.
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