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AN: 200:660935, tiivistelma juikaisusta: Nebe-von-Caron, G. et al., Analysis of bacterial function by multi-colour fluorescence flow
cytometry and single cell sorting, Journal of Microbiological Methods, vol. 42, nro 1, 2000, p. 97-114

Tiivistelma - Sammandrag

Keksinnon kohteena on menetelmé yhden tai useamman bakteerin ja/tai bakteerilajin tunnistamiseksi ja vahintaan kahden bakteerin
jaltai bakteerilajin osuuden mittaamiseksi bakteerindytteestd, ja jossa bakteerinaytteessé on partikkeleita. Meneteimaile on
tunnusomaista se, etta

a) bakteerindytteen vahintaan yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA-molekyyleihin sitoutetaan koettimia, joihin on liitetty
ensimmaista fluorokromia, joka absorboi valoa ensimmaisella aallonpituusalueella,

b) bakteerindytteen vahintaan yhden bakteerin DNA:han sitoutetaan toista fluorokromia, joka absorboi valoa toisella aallonpituus-
alueella,

c) bakteerindyte sydtetaan virtaussytometriin,

d) mainittua ensimmaista fluorokromia viritetdan mainitussa virtaussytometrissa ensimmaisella aallonpituusalueella olevalla
monokromaattisella valolia,

€) mainittua toista fluorokromia viritetddan mainitussavirtaussytometrissa toisella aallonpituusalueella olevalla monokromaattisella
valolla,

f) detektoidaan naytteen partikkeleista siroava valo ja naytteen partikkeleihin sitoutuneiden fluorokromien fluoresenssi, jolloin
saadaan joukko jannitepulsseja, ja
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g) analysoidaan mainittu joukko jannitepulsseja, ja lisaksi fluorokromit ja monokromaattisen valonaallonpituusalueet on valittu siten,
etta bakteerinadytteen vahintaan yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA-molekyyleihin sitoutettujen koettimien fluorokromien ja
bakteerindytteen vahintaan yhden bakteerin DNA:han sitoutettujenfluorokromien keskimaaraisten fluoresenssien intensiteettien
ero on vahintdan nelinkertainen logaritmisella asteikolla. Keksinnén kohteena on lisdksi mainitun menetelman kaytto.

Uppfinningen avser ett forfarande for identifiering av en eller fiera bakterier och/eller bakteriearter och f6r matning av andelen av
minst tva bakterier och/eller bakteriearter i ett bakterieprov, vilket bakterieprov uppvisar partiklar. Kannetecknande for férfarandet
ar det, att

a) till minst en bakteries ribosomaliska RNA-molekyler i bakterieprovet binds sonder till vilka forbundits en forsta fluorokrom, vitkken
absorberar ljus pa ett forsta vaglangdsomrade,

b) till minst en bakteries DNA i bakterieprovet binds en andra fluorokrom, vilken absorberar ljus pa ett andra vaglangdsomrade,

c) bakterieprovet matas in i en flédescytometer,

d) ndmnda férsta fluorokrom exciteras i ndmnda flodescytometer med ett pa ett forsta vaglangdsomrade befintligt monokromatiskt
ljus,

e) namnda andra fluorokrom exciteras i nAmnda flédescytometer med ett pa ett andra vaglangdsomrade befintligt monokromatiskt
ljus,

f) ljuset, som sprider sig fran provets partiklar, och fluorescensen av fluorokromen, som bundit sig till provets partiklar, detekteras,
varvid en mangd spanningspuiser erhalls, och

g) namnda mangd spanningspulser analyseras,

och dessutom har fluorokromerna och det monokromatiska ljusets vaglangdsomraden valts, sa att skillnaden mellan den genom-
snittliga intensiteten av fluorescensen av sondernas fluorokromer som bundits till bakterieprovets minst en bakteries ribosomaliska
RNA-molekyler och av till bakterieprovets minst en bakteries DNA bundna fluorokromer ar minst fyrdubbel pa en logaritmisk skala.
Uppfinningen avser dven anvandningen av ndmnda férfarande.
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MENETELMA BAKTEERIEN TUNNISTAMISEKSI — FORFARANDE FOR
IDENTIFIERING AV BAKTERIER

Keksinnon kohteena on menetelmd yhden tai useamman bakteerin ja/tai
bakteerilajin tunnistamiseksi ja vihintdin kahden bakteerin ja/tai bakteerilajin
osuuden mittaamiseksi bakteerindytteestd sekd mainitun menetelmén kiytto.

TEKNHKAN TASO

Bakteerien lajispesifiknen tunnistaminen ja laskenta sekabakteerindytteestdi on
nykyisin kdytossi olevilla menetelmilld ty6ldstd ja hidasta. Sekabakteerindytteelld
tarkoitetaan tdssd yhteydessd useita eri bakteerilajeja siséltdvdd néytettd.
Tyyppiesimerkkejd sekabakteerindytteisti ovat uloste ja jdtevesi. Ihmisulosteen on
todettu sisdltdavian 300-400 eri bakteerilajia ja bakteeritiheys néytteessd on luokkaa
10" bakteerisolua per gramma niytettd (Human fecal flora: the normal flora of 20
Japanese-Hawaiians; W. E. C. Moore and L. V. Holdeman, Applied Microbiology,
1974, vol. 27, p. 961-979). Kiyttokelpoisin tdmédnhetkinen menetelma
bakteerilajien tunnistamiseksi ja laskemiseksi sekabakteerindytteestdi on
fluoresenssimikroskopiaa hyodyntdvd mikroskopia-FISH (Extensive set of 16S
rRNA-based probes for detection of bacteria in human feces; H. J. M. Harmsen et
al., Applied and Environmental Microbiology, 2002, vol. 68, p. 2982-2990).
Lyhenne FISH tulee sanoista Fluorescence In Situ Hybridization. FISH on yleisesti
kidytossd oleva molekyylibiologinen tekniikka, jossa tunnistettavan solun
nukleiinihapposekvenssiin liitetddn eli hybridisoidaan sekvenssispesifinen koetin.
sisddn saatettuna liittyy vastinemiksiinsd. Koettimen spesifisyys perustuu koettimen
emissekvenssin ja vastineméassekvenssin yhteensopivuuteen. Bakteriologisessa
FISH-tekniikassa kiytettdvien koettimien kohdesekvensseind ovat bakteerien
ribosomien 16S rRNA- tai 23S rRNA-rakenneyksikdiden nukleiinihapot. Koetin
sitoutuu  hybridisaatiossa kohdesolun sekvenssiin vain, mikéli koettimen ja
kohdesolun 16S rRNA:n tai 23S rRNA:n sekvenssin muodostavat emikset ovat
yhteensopivia. 16S rRNA- ja 23S rRNA-molekyylejd koodittavat geenialueet ovat
bakteerien evoluution kehittyessd pysyneet ldhes muuttumattomina. Ko. geenit ja
ribosomien rakenne ovat sekvenssiltddn samankaltaisia sellaisilla bakteerilajeilla,
jotka ovat evoluutiohistorialtaan ldhekkdisid. 16S tai 23S rRNA:han sitoutuvat
koettimet voidaan timin vuoksi valmistaa sellaisiksi, ettd ne sitoutuvat vain
joidenkin, toisilleen sukua olevien bakteeriryhmien 16S rRNA- tai 23S rRNA-
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nukleiinihapposekvensseihin (Phylogenetic identification and in situ detection of
individual microbial cells without cultivation; R. I. Amann et al., Microbiological
Rewiews, 1995, vol. 59, p. 143-169). Taten voidaan luoda esim. Bifidobacterium-
suvulle spesifinen koetin. 16S rRNA-hybridisaatiossa koettimen sekvenssille
sopivia 16S rRNA-molekyyleja on yhdessd bakteerisolussa muutamasta sadasta
muutamiin tuhansiin kappaletta, joten koettimien méairén ollessa riittdvé koettimia
sitoutuu satoja tai tuhansia yhteen bakteerisoluun.

FISH-tekniikassa hybridisoituneen bakteerin tunnistus perustuu siihen, ettd
koettimeen on liitetty fluoresoiva molekyyli eli fluorokromi. Fluorokromit virittyvit
absorboidessaan  energiaa  niille  luonteenomaisen  absorbanssispektrin
aallonpituuksilla. Viritystilan syntyminen edellyttdd, ettd fluorokromimolekyylin
elektroni(t) absorboi eli vastaanottaa energiakvantin ja siirtyy ulommalle
elektronikuorelle. Kun viritystila purkautuu, elektroni emittoi eli luovuttaa
energiakvantin ja palaa perustilaansa. Kunkin fluorokromin absorbanssispektrissid
on absorptiomaksimi eli se aallonpituus, jota fluorokromi absorboi eniten.
Viritystilan ~ purkautuessa  fluorokromit  emittoivat  viritysaallonpituutta
pidempiaallonpitoisia fotoneja eli ne fluoresoivat. Myds emittoidun valon
aallonpituudet muodostavat jakauman eli emissiospektrin. Emissiospektrin
emissiomaksimi on se aallonpituus, jota fluorokromi emittoi eniten. Absorptio- ja
emissiomaksimien eroa sanotaan Stokesin siirtymédksi. Tyypillinen FISH-
menetelméssd kaytetty fluorokromi on fluoreskaiini, jonka absorptiomaksimi on
494 nm, emissiomaksimi 520 nm ja Stokesin siirtyma titen 26 nm (Handbook of
Fluorescent Probes and Research Products, Molecular Probes). Historiallisista syistd
fluoreskaiini on  kidytetyin fluorokromi ja sitd kéytetddn  yleisesti
referenssifluorokromina. Kédyton haittapuolia ovat suhteellisen nopea intensiteetin
aleneminen (photobleaching), joka vaikeuttaa mikroskopia-FISH -menetelmissé
bakteerien laskentaa. Liszksi fluoreskaiinin emittoiman valon intensiteetin pH-
herkkyys hankaloittaa sen kdytt6d monissa sovelluksissa ja hidastaa reagenssien
valmistusta. Fluoreskaiinilla on my0s laaja emissiospektri, mikd vaikeuttaa sen
kayttod useita fluorokromeja hyddyntdvissd sovelluksissa. Yleensd mikroskopia-
FISH-menetelméssd ndytettd valaistaan laajan aallonpituusspektrin omaavalla
valonldhteelld, jolloin koettimiin sidotut leimat virittyvit ja emittoivat valoa
emissiospektrinsd aallonpituuksien suhteessa. Kun ndytettd tarkastellaan
mikroskopia-FISH:ssd ~ kéytettdvélla  fluoresenssi-mikroskoopilla  sopivan
aallonpituussuodattimen ldpi, ainoastaan hybridisoituneet bakteerit ndkyvit
emittoivina  partikkeleina eli vaaleina pisteind tummassa mikroskoopin
ndkokentissa.
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FISH-tekniikkaan yhdistetddn yleisesti DNA-virjdys ndytteessd olevien kaikkien
bakteerien eli kokonaisbakteerimddran laskemiseksi. Luonnon sekabakteerinéytteet
sisdltdvit bakteerien lisdksi aina myos ei-bakteeriperdistd materiaalia. Esimerkkeiné
voidaan mainita ulosteen kuidut ja jitevesien epdorgaaniset materiaalit. Kaytettavét
DNA-virit ovat yleisesti DNA:n kaksoiskierteeseen interkalatoituvia fluorokromeja,
joiden intensiteetti kasvaa moninkertaiseksi sitoutumisen seurauksena. Esimerkkeji
DNA-vireistd ovat propidiumjodidi ja etidiumjodidi. DNA-virit sitoutuvat myos
hybridisoituihin bakteereihin. Jotta koettimella hybridisoituneet bakteerit voidaan
erottaa kaikkien DNA-virjdytyneiden bakteerien joukosta eri vérisind, on DNA-
virin emissiospektrin. erottava koettimeen liitetyn fluorokromin emissiospektristi.
Usein my6s DNA-védrin  absorptiospektri  poikkeaa  koettimen  vérin
absorptiospektristd. Kayttamalldi DNA-vérjdaystd FISH:n yhteydessd saadaan
hybridisoituneet ja DNA-virjdaytyneet kohdebakteerit erotettua vain DNA-
virjdytyneistd ndytteen muista bakteereista ja DNA-virjaytymittomisti DNA:ta
sisaltimattomistd partikkeleista.

Mikroskopia-FISH-menetelmissd  hybridisoitu ~ sekabakteerindyte  tutkitaan
fluoresenssimikroskoopilla. Tdssd menetelmidssd mikroskooppilasille kiinnitettyd
nédytettd valaistaan laajan aallonpituusspektrin omaavalla valonldhteelld, jolloin
nédytteessi olevat fluorokromit absorboivat energiaa ja emittoivat valoa
emissiospektrinsd aallonpituusjakauman mukaisesti. Ndytteen tarkastelu tapahtuu
nidytteestd heijastuvan valon eri aallonpituuksia suodattavien optisten
komponenttien 1dpi. Hybridisoitujen bakteerien miirédn laskemiseen kaytetddn
suodatinta, joka p#ddstdd ldpi vain koettimen fluorokromin emittoimaa valoa.
Bakteerien kokonaismédrdn laskemiseen kiytetddn suodatinta, joka padstdd lapi
vain DNA-virin emittoimaa valoa. Tietdmélld ndytteen kohdebakteerien méiri ja
kokonaisbakteerien méird saadaan kohdebakteerien osuus laskettua.

Mikroskopia-FISH-menetelmédn heikkouksia ovat sen hitaus ja tulosten
tulkinnanvaraisuus  epéspesifisen  hybridisaation = vuoksi.  Epispesifisessi
hybridisaatiossa  hybridisoitava koetin tarttuu muiden kuin varsinaisten
kohdebakteerien nukleiinihappoihin ja jopa bakteerien pintarakenteisiin. Bakteeriin
epdspesifisesti hybridisoituneen koettimen midrd on yleensd vihdisempi kuin
koettimen mi4drd varsinaisissa hybridisoituneissa kohdebakteereissa, mutta
viahdinenkin koetinmdird saa bakteerin ndkymiin taustaansa vaaleampana. Taméi
aiheuttaa tulkinnan vaikeutta mikroskopia-FISH:ssd. Menetelmén hyvin hallitseva
henkild pystyy laskemaan enintddn joitakin tuhansia bakteerisoluja tunnissa.
Sekabakteerindytteiden  sisédltimiastd  valtavasta  bakteerimidédristd  saadaan
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kohtuullisella ajank#ytolld laskettua hyvin pieni osa, joten otosjoukko jdd pieneksi
(Phylogenetic identification and in situ detection of individual microbial cells
without cultivation; R. I. Amann et al., Microbiological Rewiews, 1995, vol. 59, p.
143-169). Niistd syistd mikroskopia-FISH-menetelmilld saatujen tulosten
toistettavuus jdéd usein huonoksi.

Mikroskopia-FISH:n heikkouksien vuoksi sen tilalle on pyritty kehittiméédn
nopeampia ja luotettavampia menetelmid. Yhtend ratkaisuvaihtoehtona on esitetty
menetelmd, jossa mikroskoopin okulaareihin on kiinnitetty video- tai
digitaalikamera. Kameran kuvaamat kuvat on analysoitu tietokoneistetulla
kuvank'asittelyohjelmalla, joka tunnistaa kustakin kuvasta sididettyd kirkkausrajaa
kirkkaammat partikkelit ja laskee ndma tutkittaviksi bakteereiksi (Automatic signal
classification in fluorescence in situ hybridization images; B. Lerner et al.,
Cytometry, 2001, vol. 43, p. 87-93). Tidlld menetelméilld saadaan analyysinopeutta
lisdttyd hieman, mutta nidytteen analysointi on edelleen melko hidasta. Aivan kuten
ihmisvoimin tehdyssd mikroskopia-FISH:ss4, koneellisen mikroskopia-FISH:nkin
ongelma on tunnistettavan kirkkausrajan mifritys ja  epdspesifisesti
hybridisoituneiden bakteerien erottaminen hybridisoituneista kohdebakteereista.
Koneellinen mikroskopia-FISH ei ole levinnyt laajaan kayttoon.

Virtaussytometria on jo vuosikymmenid kdytossd ollut menetelmd, jolla voidaan
analysoida ja laskea nesteessd olevia partikkeleita hyvin nopeasti. Monet partikkelit
voidaan suspensoida liuokseksi. Virtaussytometrian avulla saadaan niytteen
partikkeleista mitattua useita parametrejd samanaikaisesti. Virtausytometriaa
kédytetddn useissa erilaisissa Kkliinisissd ja teollisissa sovelluksissa, erityisesti
biolddketieteen alalla. Virtaussytometria on nykyididn tdrkein nestemdiisten
eukaryoottisolunédytteiden kvalitatiivinen tunnistus- ja laskentamenetelmd. Mm.
ihmisen veren valkosoluja tutkitaan rutiininomaisesti automatisoiduilla
virtaussytometreilld. = Sen  sijaan  prokaryoottisolujen  eli  bakteerien
virtaussytometriset analyysimenetelmit eivdt ole levinneet laajaan kayttoon.
Virtaussytometriaan perustuvien bakteriologisten analyysi- ja laskentamenetelmien
yleistymisen esteeni on ollut virtaussytometrialaitteiden tekniikan ja
virtaussytometrian osaamisen taso, joka ei ole sallinut eukaryoottisoluja
huomattavasti pienempien prokaryoottisolujen luotettavaa analyysid. Viimeisten
kymmenen vuoden aikana virtaussytometrialaitteistojen kehittymisen myo6td
virtaussytometriaan perustuvia menetelmié bakteerien analysoimiseksi on kuitenkin
julkaistu (Flow cytometry and cell sorting of heterogeneous microbial populations:
the importance of single-cell analyses; H. M. Davey and D. B. Kell,
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Microbiological Reviews, 1996, vol. 60, p. 641-696). Tilli hetkelld tunnetut
menetelmét eivdat ole soveliaita rutiinikdyttoon eikd niilld voida laskea
sekabakteerindytteiden bakteerikonsentraatioita. MyoGskddn analysoidut niytteet
eivit ole olleet ulosteen kaltaisia lajikirjoltaan tuntemattomia sekabakteerindytteit.
Esitetyt menetelmdt bakteerien tunnistamiseksi virtaussytometrilld eivdt perustu
virtaussytometrin ja fluoresoivien hybridisaatiokoettimien yhtdaikaiseen kdytt6on
(esimerkiksi julkaisut US 2002/076,743, US 6,165,740, DE 19608320, DE
19945553, EP 337 189). Tieteellisissd artikkeleissa on perehdytty ldhinnd yhti
bakteerilajia siséltdvien puhdasviljelménidytteiden analysointiin, tutkittu bakteerien
ja veren valkosolujen interaktioita, bakteerien aineenvaihduntaprosesseja ja
lisdéntymistd sekd erotettu eldvid bakteereja kuolleista (Analysis of bacterial
function by multi-color fluorescence flow cytometry and single cell sorting; G.
Nebe-von-Caron et al., Journal of Microbial Methods, 2000, vol. 42, p. 97-114).
Sekabakteerindytteiden virtaussytometristd tutkimista on kokeiltu kayttamalla
bakteereihin tarttuvia vasta-aineita (Multiparameter flow cytometry of bacteria:
implications for diagnostics and therapeutics; H. M. Shapiro, Cytometry, 2001, vol.
43, p. 223-226, ja Detection of the plant pathogenic bacterium Xanthomonas
campestris pv. Campestris in seed extracts of Brassica sp. applying fluorescent
antibodies and flow cytometry; L. G. Chitarra et al., Cytometry, 2002, vol. 47, p.
118-126, ja D. Vealin patentti US6225046, ja L. Terstappenin patentti EP0347039).
Vasta-aineiden  kdytt6on perustuneet menetelmidt eivdt kuitenkaan ole
mahdollistaneet luotettavaa sekabakteerindytteiden lajispesifistd tutkimista, koska
vasta-aineet eiviat ole bakteerilajispesifisid. Vasta-aineet tarttuvat bakteerien
pintarakenteisiin, jotka eividt ole laji- tai sukuspesifisid, ja voivat sitoutua siis
useisiin erilaisiin bakteerilajeihin.. Samoja pintarakenteita on loydettdvissd hyvin
erilaisista bakteereista ja toisaalta samakantaisilla bakteereilla voi olla hyvin
erilaisia pintamolekyyleja (What determines arthritogenicity of a bacterial cell
wall?; X. Zhang, vaitoskirja, 2001, Turun yliopisto).

Virtaussytometrin tarkeimmét komponentit ovat paineistettu
ndytteensyottojirjestelmd, laser ja signaalintunnistuslaitteisto. Virtaussytometrilld
tutkittavista partikkeleista saatu tieto analysoidaan virtaussytometriin liitetylld
tietokoneella. Virtaussytometrin paineistettu naytteensyottojarjestelmd pumppaa
tutkittavaa ndytettd nidytteensyottoneulaan. NiytteensyOttoneulan padssid olevasta
reidstd ndyte virtaa virtauskammioon, joka sisdltdd vaippanestettd. Vaippanesteend
kdytetdin  optisilta  ominaisuuksiltaan  néyteliuoksen  kaltaista  nestetti.
Niytteensydttoneulasta tullutta ohutta ndyteliuosvirtaa ympérdivd vaippaneste
pakottaa ndyteliuosvirrassa olevat partikkelit erilleen toisistaan ja yhtendiseksi
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jonoksi. Tapahtumaa kutsutaan hydrodynaamiseksi fokusoinniksi. Partikkelijono on
kohdistettu virtaussytometriin kuuluvan laserin kanssa siten, ettd laserside kohtaa
partikkelit suorassa kulmassa. Niytteensyottolaitteiston ja laserin liséksi kolmas
virtaussytometrin keskeinen laitteistokomponentti on signaalintunnistuslaitteisto.
Tutkittavassa ndytteessd olevat partikkelit aiheuttavat lasersdteen siroamista.
Lasersidteen siroaminen laserin kulkusuunnassa pienissd kulmissa tunnistetaan
fotodiodilla laserin tulosuuntaa vastaan. Siroamiskulman suuruutta mitataan
Forward Scatter —parametrina (FSC). Laserin siroamista suuremmissa kulmissa
kulkusuuntaansa ndhden mitataan Side Scatter —parametrina (SSC)
valomonistinputkella. FSC korreloi karkeasti tunnistettavien partikkelien kokoon
siten, ettd suuret lasersiteeseen osuneet partikkelit sirottavat lasersddetti enemmaén
kuin pienet. SSC-parametri korreloi partikkelin muotoon ja jyviisyyteen. SSC- ja
FSC-detektorien lisdksi signaalintunnistuslaitteistoon kuuluu valomonistinputkia
naytteestd tulevan fluoresenssin tunnistamiseksi. Laserin korkeaenergiset fotonit
virittdvat  tutkittavissa  partikkeleissa olevia fluorokromeja. Fluorokromien
viritystilan purkautuessa ne emittoivat valoa emissiospektriensd mukaisesti.
Fluoresenssi mitataan sopivaa aallonpituutta tunnistavilla valomonistinputkilla.
Fluoresenssidetektorit sijaitsevat laseriin nidhden yleensd samassa suunnassa kuin
SSC-detektori. Emittoitunut valo rekisterdidddn sopivaa aallonpituutta tunnistavilla
valomonistinputkilla suorassa kulmassa laserin ja nestevirran tulosuuntiin nidhden.
Tavallisimmissa  virtaussytometreissd  fluoresenssia  tunnistetaan  neljalld
valomonistinputkella, joiden lyhenteet ovat vastaavasti FL.1, FL.2, FL3 ja FL4. FL-
detektorien valoteille asetetuilla aallonpituussuodattimilla saadaan kukin detektori
vain mdidrdtyn aallonpituusalueen tunnistavaksi. Tutkittavien partikkelien
erottamiseksi laitteiston taustakohinasta ja ndyteliuoksen epdpuhtauksista voidaan
méadrittdd kynnysarvo yhdelle tai useammalle sironta- tai fluoresenssikanavalle.
Mikili partikkeli aiheuttaa ko. kanavalla (kanavilla) kynnysarvon ylittdvin
signaalin, virtaussytometrin elektroniikka mittaa kyseisen partikkelin parametrit.
Mikili partikkelin kynnysarvokanavalla aiheuttama signaali alittaa kynnysarvon,
partikkelin parametrit jdtetddn mittaamatta. Kynnysarvot tulisi asettaa siten, ettd
tutkittavia partikkeleita ei jdd mittaamatta eli analysoitava otos on edustava eiké
vidristynyt. Virtaussytometrin eri detektoreilta kerédtyt signaalit johdetaan
signaalinkdsittelylaitteistoon ja saatu tieto analysoidaan tietokoneohjelman avulla.
Tutkittavan niytteen sisdltdmat partikkelit esitetddn yleisimmin kaksiulotteisessa
pistekuvaajassa, jossa kummallakin akselilla on jokin tunnistusparametreista: FSC,
SSC tai jokin fluoresenssikanavista. Tunnistetut partikkelit esitetdfin kuvaajassa
pisteind, jolloin samantyyppiset partikkelit muodostavat pisteryhmid eli
populaatioita. Pistekuvaajaa kiytettiessd on ndytteestd mahdollista analysoida vain
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kahta muuttujaa kerrallaan. Mikili halutaan erotella populaatioita useamman kuin
kahden muuttujan perusteella, tdytyy analyysi suvorittaa useammassa
pistekuvaajassa.

Merkittdva ero mikroskopiaan ja virtaussytometriaan perustuvien FISH-sovellusten
vililld on ndytteessd olevien fluorokromien virittimiseen kédytetyn valonldhteen
erilaisuus. Mikroskopia-FISH:ssd nadytettd valaistaan laajaspektriselld valolla, joka
kykenee virittimidin usean eri viritysaallonpituuden omaavia fluorokromeja
samanaikaisesti. Aallonpituussuodatinta vaihtamalla samasta nédytteestd voidaan
kulloinkin  laskea  halutun  fluorokromin sisdltivd  bakteeripopulaatio.
Virtaussytometriassa fluorokromien virittdminen tapahtuu usein yhti aallonpituutta
sisdltdvillda laserilla. Mikdli yhdelld laserilla varustetulla virtaussytometrilld
tutkitaan kahta tai useampaa fluorokromia samanaikaisesti, on kidytettivien
fluorokromien oltava sellaisia, ettd ne virittyvdt samalla aallonpituudella, mutta
niiden emissiot eroavat siten, ettd kukin populaatio voidaan tunnistaa omalla FL-
detektorillaan.  Téllaisten  fluorokromiyhdistelmien  kdyttd6 on  yleistd
eukaryoottisolunédytteiden analyyseissa, mutta toimivia FISH-tekniikkaan sopivia
fluorokromiyhdistelmié ei tunneta (Handbook of Fluorescent Probes and Research
Products, Molecular Probes). KidytinnOssd tdmd on tarkoittanut sitd, ettd
virtaussytometria-FISH:1ld ei ole ollut mahdollista erottaa ja laskea koettimella
hybridisoitunutta ja DNA-vérjdytynyttd kohdepopulaatiota vain DNA-
vérjdytyneestd nédytteen muut bakteerit sisdltdvdstd populaatiosta sekd ei-
bakteeriperdisten partikkelien muodostamasta taustapopulaatiosta samassa
analyysissi.

Tadhanastisissa, vain tieteelliseen tutkimuskdyttoon soveltuvissa, virtaussytometria-
FISH —menetelmissd 16S rRNA-hybridisoituneen kohdepopulaation erottaminen
ndytteen muista bakteereista ja taustapopulaatiosta on perustunut useaan
eriaikaiseen analyysiin sekd muiden kuin fluoresenssiparametrien Kkéyttoon.
Niytteen sisdltdimien bakteerisolujen méarédd ja hybridisoituneiden kohdebakteerien
osuutta ei ole voitu laskea samassa analyysissi. Toistaiseksi parhaassa
virtaussytometria-FISH  -menetelmidssd  kohdebakteerit on  fluoresenssin
erotuskyvyn lisddmiseksi hybridisoitu kahdella eri koettimella (Quantification of
uncultured Ruminococcus obeum-like bacteria in human fecal samples with
fluorescent in situ hybridization and flow cytometry using 16S rRNA targeted
probes; E. G. Zoetendal et al., viitoskirjassa Molecular characterization of bacterial
communities in the human gastrointestinal tract, 2001, E. G. Zoetendal,
Wageningenin yliopisto, Hollanti). Koettimet on leimattu erilaisilla fluorokromeilla,
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jotka ndkyvit eri fluoresenssikanavilla. Koettimien fluorokromien viritys- ja
emissioaallonpituusspektrit ovat niin kaukana toisistaan, ettd fluorokromien
virittdminen ei en#d onnistu yhdelld laserilla, vaan joudutaan kiyttdmain kahta eri
aallonpituuden laseria, joiden siteet osuvat ndytteen partikkeleihin eri aikaan. Téssd
menetelmissd kumpaakin laseria joudutaan kiyttdmddn kohdepopulaation
erottamiseen ndytteen muista bakteereista. Samoin pistekuvaajan kummatkin akselit
kdytetddin kohdepopulaation erottamiseen nidytteen muista bakteereista eikd
kokonaisbakteeripopulaation samanaikainen erottaminen taustapopulaatiosta ole
analyysi, jossa niyte ei ole hybridisoitu vaan ainoastaan DNA-virjitty. Zoetendalin
menetelmissd myos kohdepopulaation erottuminen nédytteen muista bakteereista jdi
heikoksi mm. menetelmissd kiytettyjen fluorokromien heikon intensiteetin ja
suuren taustan vuoksi.

Toisessa kidytossd olevassa sovellusvaihtoehdossa kohdepopulaatio on hybridisoitu
yhdelld koettimella, jossa on yksi fluorokromi (Flow cytometric analysis of
activated sludge with rRNA-targeted probes; G. Wallner et al., Applied and
Environmental Microbiology, 1995, vol. 61, p 1859-1866). DNA:ta sisiltdvien
partikkelien erottamiseksi DNA:ta sisdltaimittomistd partikkeleista hybridisoitu
ndyte on viarjitty DNA-virilld, joka et ole viritettidvissd samalla laserilla kuin
koettimen fluorokromi, joten tidssdkin menetelmdssd kdytetddn kahta laseria.
Tavoitteena Wallnerilla on ollut kohdebakteeripopulaation, nidytteen muiden
bakteerien ja taustapopulaation samanaikainen erottaminen samassa kuvaajassa.
DNA-viriksi Wallner on valinnut ultraviolettiaallonpituusalueen valoa absorboivan
ja emittoivan fluorokromin (Hoechst Blue, Molecular Probes) ja koettimeen liitetty
fluorokromi on sinivihredn aallonpituusalueen fluoreskaiini. Vaikka menetelmissa
on kiytetty hyvin voimakkaita ja kalliita, satojen milliwattien tehoisia

populaatioita ei voida tyydyttdvisti erottaa toisistaan yhdessd analyysissi.
Erottaakseen DNA-virjidytyneet partikkelit DNA-virjaytymittomistd partikkeleista
Wallner joutuu kidyttdmaddn yliméddrdistd sovellusohjelmaa, joka jittdda DNA-
vérjaytymittomét partikkelit kokonaan analyysin ulkopuolelle eikd DNA-
virjdytyneitd ja  DNA-virjddntymittomid  partikkeleita saada  samaan
pistekuvaajaan. Tamd heikentdd menetelmén luotettavuutta. Wallner ei myoskiin
laske bakteerien konsentraatiota tilavuusyksikk6d kohden, vaan ainoastaan
bakteerilajien suhteellisia osuuksia.
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Kolmas tieteellisissd julkaisuissa esitetty virtaussytometrinen menetelmid 16S
rRNA-hybridisoitujen sekabakteerindytteiden analysoimiseksi perustuu yhden
laserin ja sille sopivien DNA-virin ja koettimeen liitetyn fluorokromin kiyttoon
(Combination of 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes with flow cytometry
for analyzing mixed microbial populations; R. Amann et al., Applied and
Environmental Microbiology, 1990, vol. 56, p. 1919-1925). Tissikiin
menetelmissd  koettimissa kadytettyjen fluorokromien fluoresenssin matala
intensiteetti ei mahdollista kohdebakteerien eli analysoitavien bakteerien
erottumista néytteen muista bakteereista. Kdaytetyn DNA-virin absorptiomaksimi on
samalla aallonpituusalueella kuin koettimen fluorokromin emissiomaksimi.
Kohdebakteereita nédytteen muista bakteereista erottava koettimen fluorokromi
kuluttaa emissioenergiaansa DNA-virin virittimiseen eikd kohdebakteerien
fluoresenssi riitd niiden luotettavaan erottumiseen niytteen muista bakteereista.
Mikili DNA-viri ja fluorokromilla leimattu koetin ovat sitoutuneet riittdvén lihelle
toisiaan, voi nididen vilinen energiansiirto tapahtua myds suoraan molekyylien
vilisend energiansiirtona ilman fotoneja esimerkiksi FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) -ilmiond (Use of phycoerythrin and allophycocyanin
for fluorescence resonance energy transfer analyzed by flow cytometry: Advantages
and limitations; P. Batard Cytometry, 2002, vol. 48, p. 97-105).
Kohdebakteeripopulaatio ja ndytteen muiden bakteerien muodostama populaatio

jadvit pistekuvaajalla paallekkdiseksi eikd bakteerisolujen lukumidrdd j

......

Kuten edelli on esitetty, Zoetendalin, Wallnerin kuin Amannin menetelmissi
kaikkia kolmea populaatioita: kohdebakteereita, niytteen muita bakteereita ja DNA-
virjdytymattomid partikkeleita ei saada luotettavasti erottumaan. Niytteen
bakteerikonsentraatiota ja kohdebakteerien osuutta ei saada laskettua luotettavasti.
Néamid menetelmit eivit siis sovellu monimutkaisten sekabakteerindytteiden kuten
ulosteen bakteerikonsentraatioiden laskemiseen sekid yksittdisten bakteerilajien
spesifiseen ja luotettavaan tunnistamiseen ja laskemiseen. Tamin seurauksena
virtaussytometriset ~sekabakteerindyteanalyysit ovat olleet epiluotettavia ja
mikroskopia-FISH  on  edelleen  ainoa  varteenotettava  menetelmi
sekabakteerindytteiden sisdltimien bakteerien lajispesifiseksi tunnistamiseksi ja
laskemiseksi.

Keksinnon tavoitteena onkin nyt saada aikaan menetelmi, jolla on mahdollista
analysoida sekabakteerindyte, tunnistaa siind olevat bakteerit ja/tai bakteerilajit seké
mitata niiden osuudet niytteessi. Keksinnon tavoitteena on lisiksi saada aikaan
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menetelmi, jolla on mahdollista mitata myods bakteerien ja/tai bakteerilajien
konsentraatiot ndytteessd. Edelleen keksinnon tavoitteena on saada aikaan téllainen
menetelmi joka olisi nopea, halpa ja luotettava.

KEKSINNON LYHYT KUVAUS
Edelld esitetyt tavoitteet on nyt saavutettu keksinnén mukaisella menetelmalla.

Keksinnén kohteena on menetelmd yhden tai useamman bakteerin ja/tai
bakteerilajin tunnistamiseksi ja véhintddn kahden bakteerin ja/tai bakteerilajin
osuuden mittaamiseksi bakteerindytteestd, joka bakteerindyte siséltdd partikkeleita.
Keksinnélle on tunnusomaista se, mité on esitetty oheisissa patenttivaatimuksissa.

Keksinnon mukaisessa menetelmissi

a) bakteerindytteen vihintddn yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA-
molekyyleihin sitoutetaan koettimia, joihin on liitetty ensimmdaistid
fluorokromia, joka absorboi valoa ensimmadiselld aallonpituusalueella,

b) bakteerindytteen vahintddn yhden bakteerin DNA:han sitoutetaan toista
fluorokromia, joka absorboi valoa toisella aallonpituusalueella,

c) bakteerindyte syotetdin virtaussytometriin,

d) mainittua ensimmaisti fluorokromia viritetdidn mainitussa
virtaussytometrissi ensimmadiselld aallonpituusalueella olevalla
monokromaattisella valolla,

€) mainittua toista fluorokromia viritetdfin mainitussa virtaussytometrissid
toisella aallonpituusalueella olevalla monokromaattisella valolla,

f) detektoidaan ndytteen partikkeleista siroava valo ja nidytteen partikkeleihin
sitoutuneiden  fluorokromien fluoresenssi, jolloin saadaan joukko
jannitepulsseja, ja

g) analysoidaan mainittu joukko jénnitepulsseja,

ja lisdksi fluorokromit ja monokromaattisen valon aallonpituusalueet on valittu
siten, ettd bakteerindytteen vihintddn yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA-
molekyyleihin sitoutettujen koettimien fluorokromien ja bakteerindytteen vihintédin
yhden bakteerin DNA:han sitoutettujen fluorokromien keskiméaérdisten
fluoresenssien intensiteettien ero on vahintddn nelinkertainen logaritmisella
asteikolla.

Keksinnon kohteena on lisdksi keksinnon mukaisen menetelmidn kaytto
bakteerikantojen tunnistamiseen ja niiden osuuksien mittaamiseen.
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KEKSINNON TARKEMPI KUVAUS

Keksinnon mukaisessa menetelmidssd yhden tai useamman bakteerin ja/tai
bakteerilajin tunnistamiseksi ja vidhintdin kahden bakteerin ja/tai bakteerilajin
osuuden mittaamiseksi bakteerindytteestd, joka bakteerindyte sisidltdd partikkeleita,

a) bakteerindytteen vihintddn yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA-
molekyyleihin sitoutetaan koettimia, joihin on liitetty ensimmadistd
fluorokromia, joka absorboi valoa ensimmaéiselld aallonpituusalueella,

b) bakteerindytteen vihintiin yhden bakteerin DNA:han sitoutetaan toista
fluorokromia, joka absorboi valoa toisella aallonpituusalueella,

¢) bakteerindyte syotetddn virtaussytometriin,

d) mainittua ensimmaistd fluorokromia viritetdin mainitussa
virtaussytometrissi ensimmaiselld aallonpituusalueella olevalla
monokromaattisella valolla,

€) mainittua toista fluorokromia viritetidn mainitussa virtaussytometrissi
toisella aallonpituusalueella olevalla monokromaattisella valolla,

f) detektoidaan ndytteen partikkeleista siroava valo ja ndytteen partikkeleihin
sitoutuneiden  fluorokromien fluoresenssi, jolloin saadaan joukko
jannitepulsseja, ja

g) analysoidaan mainittu joukko jinnitepulsseja,

ja lisdksi fluorokromit ja monokromaattisen valon aallonpituusalueet on valittu
siten, ettd bakteerindytteen vihintddn yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA-
molekyyleihin sitoutettujen koettimien fluorokromien ja bakteerinidytteen vihintdin
yhden bakteerin DNA:han sitoutettujen fluorokromien keskimiiriisten
fluoresenssien intensiteettien ero on vihintddn nelinkertainen logaritmisella
asteikolla.

Keksinnon mukainen menetelméd siis ratkaisee ylla kuvatut ongelmat ja
mahdollistaa virtaussytometrian laajamittaisen kdyton sekabakteerindytteiden
sisdltimien bakteerilajien lajispesifisessd tunnistamisessa ja bakteerisolujen
laskemisessa. Keksinnon mukaisella menetelmilld on siis mahdollista analysoida
sekabakteerindyte, tunnistaa siind olevat bakteerit ja/tai bakteerilajit sekid mitata
niiden osuudet néytteessd, kuten jaljempénd esitetddn. Lisédksi keksinnon mukainen
menetelmi on nopea, halpa ja luotettava.

Keksinnon mukainen virtaussytometrinen menetelmd bakteerien lajispesifiseksi
tunnistamiseksi ja niiden osuuden mittaamiseksi sekabakteerindytteestd eroaa
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merkittdvisti aiemmin kuvatuista menetelmisti siind, ettd kohdebakteerien, niytteen
muiden bakteerien ja taustapopulaation erottaminen sekd nidytteen sisdltdmien
bakteerisolujen tarkan Iukuméirdn ja kohdebakteerien osuuden laskeminen on
mahdollista yhdelld analyysilla.

Olennainen ero Zoetendalin kahta laseria hyodyntdviidn menetelmién on siind, ettd
Zoetendalin menetelmdssd kumpaakin laseria kiytetddn koettimissa olevien
fluorokromien virittimiseen eli kohdebakteerien erottamiseen nidytteen muista
bakteereista eikd DNA-virjaytynyttd kokonaisbakteeripopulaatiota voida erottaa
taustapopulaatiosta samassa analyysissd. Analysoitavien partikkelien kynnysarvo on
Zoetendalin menetelmissd sdddetty FSC-parametrille. Tdmi on johtanut otoksen
vidristymédin, koska suurella osalla bakteerisoluista FSC-parametrin arvo on jadnyt
alle sidddetyn kynnysarvon. Heikko otos on todettavissa Zoetendalin julkaisun
kuvista. Kahden eri analyysin ja ndytteen kdyttd heikentdd tulosten luotettavuutta
olennaisesti. Kahden koettimen kdytté lisdd kustannuksia ja osaltaan myos
heikentdd menetelmin luotettavuutta, koska koettimet eivit valttamattd hybridisoi
samoja bakteerilajeja. Zoetendalin menetelmiéssd ei myoskddn voida osoittaa, ettd
koettimet todella olisivat sitoutuneet DNA:ta sisiltdviin partikkeleihin, koska DNA-
virjdytyneitd ja hybridisoituneitd bakteereita tarkastellaan eri niytteista.

Toisaalta taas nyt kehitetyn menetelmin olennainen ero Wallnerin menetelméén
ndhden on mm. siind, ettd Wallper kdyttdd DNA-virind UV-aallonpituusalueen
fluorokromia ja  hybridisaatiokoettimessa  sinivihredn  aallonpituusalueen
fluorokromia. Wallnerin kiyttamit fluorokromit ovat niin matalaintensiteettisis, ettd
ndytteen eri populaatiot eivit erotu luotettavasti. Wallnerin kynnysarvona on SSC-
virjaytymittomat partikkelit analyyseistd tietokoneohjelman avulla, mikd johtaa
otoksen lisdviddristymidin. Menetelmdjirjestelynsd vuoksi Wallner kiyttdd
suuritehoisia ja kalliita satojen milliwattien vesijddhdytteisid argon-ionilasereita
eikd kohdebakteereita silti pystytd erottamaan nédytteen muista bakteereista.
Wallnerin julkaisussa sekabakteerindytteend on kéytetty vedenpuhdistuksessa
kaytettdvad aktiivilietettd, joka on keinotekoinen sekabakteerindyte. Aktiivilietteen
bakteerit sisdltdvdt enemmidn rRNA:ta kuin luonnontilaiset bakteerit, joten
Wallnerin kdyttdimdd ndytettd ei vol verrata suoliston bakteeriflooran kaltaiseen
monimutkaiseen ekosysteemiin. Wallner itsekin toteaa artikkelissaan, ettd hinen
menetelménsd ei toimi aktiivilietettd monimutkaisempien sekabakteerindytteiden
kuten ulosteen tutkimisessa.
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Amannin menetelmi yksilasersovelluksineen taas on perustavalla tavalla erilainen
kuin téssd patenttihakemuksessa esiteltdvd menetelma.

Merkittivd etu tdmin patenttihakemuksen kohteena olevalla menetelmilld
saavutetaan siini, ettd kaikkien kolmen populaation: kohdebakteeripopulaation,
ndytteen muiden bakteerien muodostaman populaation ja taustapopulaation
luotettava samanaikainen erottaminen on mahdollista. Tdmi nopeuttaa nédytteiden
analyysid ja tekee sekabakteerindytteiden sisdltdmien bakteerien lajispesifisestd
tunnistamisesta ja laskemisesta aiempaa luotettavampaa sekd mahdollistaa ndytteen
bakteerikonsentraation selvittdmisen. ’

Keksinnon mukaisessa menetelméssd hybridisoituneiden koettimien voidaan
todistaa todella olevan bakteereissa eikd esimerkiksi taustapopulaation
partikkeleissa, koska hybridisoituneet partikkelit voidaan havaita DNA-
vérjdytyneind samassa analyysissé. Lisdetu nyt kehitetyssd menetelmissé on se, ettd
menetelmd sopii kéytettdviksi ainakin yleisimmissd helposti automatisoitavissa
olevista virtaussytometreista. Myos kidytettdvdat fluorokromit ovat hinnaltaan
edullisia ja laajalti kaupallisesti saatavilla. Kiyttimidlld esimerkiksi
hybridisaatiokoettimeen liitettynd fluorokromina punaisen aallonpituusalueen valoa
riittdvésti absorboivaa ja emittoivaa fluorokromia ja DNA-virind (eli DNA:han
sitoutuneena fluorokromina) oranssin tai lyhyemmén aallonpituusalueen valoa
riittdvésti absorboivaa ja emittoivaa fluorokromia, ei haittaavaa energian siirtoa
fluorokromien vililld tapahdu. Mikili fluorokromeja kaytettdisiin siten, ettd
hybridisaatiokoettimeen  liitettdisiin  lyhyemmén aallonpituusalueen valoa
absorboiva ja emittoiva fluorokromi ja DNA-vérind kiytettdisiin pidemmén
aallonpituusalueen valoa absorboivaa ja emittoivaa fluorokromia, voisi
kohdebakteerien erottumista ndytteen muista bakteereista haittaavaa energian siirtoa
fluorokromien vélilld tapahtua.

Keksinnon mukainen FISH-tekniikalla hybridisoitujen bakteerien virtaus-
sytometrinen analyysi on nopeana, koneellisena ja automatisoitavissa olevana
menetelmidnd  huomattavasti  mikroskopia-FISH:4  parempi  menetelmi
monimutkaisten sekabakteerindytteiden lajispesifiseksi tutkimiseksi ja laskemiseksi.
Virtaussytometrilld pystytdén luotettavasti tunnistamaan jopa tuhansia partikkeleita
sekunnissa. Aikayksikdssd tunnistettujen bakteerien mééri on titen moninkertainen
mikroskopiaan nidhden. Oikein viritetyn virtaussytometrialaitteiston antama tieto on
yksiselitteistd, mikd véhentdd inhimillisten tekijoiden aiheuttamaa virhettd.
Virtaussytometrialla voidaan myos laskea ndytteen sisdltimien bakteerien
lukuméird muita menetelmié tarkemmin ja nopeammin.
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Bakteerin ja/tai bakteerilajin osuuden mittaamisella tarkoitetaan suhteellisen tai
absoluuttisen osuuden mittaamista. Keskimédrdinen fluoresenssin intensiteetti
(mean fluorescence intensity) lasketaan joko aritmeettisella tai geometrisella tavalla.
Edullisesti kidytetdsn geometrista keskiarvoa. Alan ammattilaiselle on selvii, ettd
mikili jakauma noudattaa oleellisesti Gaussin kidyrdd, saadaan molemmilla tavoilla
sama tulos, mutta mikili nidin ei ole, saadaan geometrisella tavalla kuvaavampi
tulos.

Koettimen sitouttamisella tarkoitetaan sitd, ettd ndytteeseen lisdtdiin koetinta
ylimddrd ja se sitoutuu ainoastaan niihin ribosomaalisiin RNA-molekyyleihin
(rRNA-molekyyli) johon se on tarkoitettu sitoutumaan. Menetelméssd kiytetdan
erityisen edullisesti spesifisid koettimia ja fluorokromeja, joita tunnetaan useita.
Esimerkkejid koettimista on annettu muun muassa julkaisussa Phylogenetic
identification and in situ detection of individual microbial cells without cultivation;
R. I. Amann et al.,, Microbiological Rewiews, 1995, vol. 59, p. 143-169 ja
esimerkkejd fluorokromeista on annettu muun muassa julkaisussa Handbook of
voidaan joko pestd pois ndytteestd tai jattdd nidytteeseen, silld siitd tulevan
fluoresenssin ja siroamisen intensiteetti ei ole riittdvan korkea hiiritédkseen tulosten
tulkintaa.

Fluorokromi on yleensd liitetty koettimeen jo ennen koettimen sitouttamista
bakteerin rRNA-molekyyliin. Fluorokromi voi olla liitetty koettimeen jo koetinta
ostettaessa tai se on mahdollista liittdd sithen ennen menetelmidn mukaisen
kisittelyn aloittamista.

Keksinnon erddn suoritusmuodon mukaan mainitut koettimet sitoutetaan
ribosomaalisiin RNA-molekyyleihin jotka on valittu joukosta, jossa on 16S-
ribosomaaliset RNA-molekyylit ja 23S- ribosomaaliset RNA-molekyylit.

Keksinnon erdin toisen suoritusmuodon mukaan vaiheessa d) virtaussytometriin
syotettivdssd  bakteerindytteessé on  lisdksi  mikropartikkeleita, joiden
sirontaominaisuudet ja/tai fluoresenssiominaisuudet eroavat bakteeriniytteen
partikkeleiden  sirontaominaisuuksista  ja/tai  fluoresenssiominaisuuksista.
Bakteerindytteen partikkeleilla tarkoitetaan tdssi sen sisdltamid bakteereja,
epipuhtauksia ja muita valoa sirottavia ja/tai fluoresoivia yksikoitd. Keksinnon
annostelevaa syottolaitetta, virtausmittaria tai jotakin muuta alan ammattimiehen
sindnsi tuntemaa laitetta, jolla on mahdollista mitata analysoidun ndytteen méari.
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Tilld tavoin on mahdollista mddrittdd analysoitavien bakteerien ja bakteerilajien
konsentraatio ndytteessd. Analysoitavan ndytteen sisdltimien bakteerisolujen tarkan
lukumiéridn, bakteerikonsentraation ja kohdebakteerien osuuden laskemiseksi
voidaan siis kayttdd esimerkiksi fluoresoivia mikropartikkeleita tai vakioisen
ndytemédrin annostelevaa syottolaitetta.

Bakteerien kappalemiiri voidaan siis médrittds kayttdmalld kaupallisia ndyteputkia,
valmistaja Becton Dickinson). Mikropartikkelit ovat luotettavasti erotettavissa
muista sekabakteerindytteen partikkeleista sironta- ja fluoresenssiominaisuuksiensa
perusteella. Néyteputki sisiltidi tunnetun mésrin mikropartikkeleita ja ndyteputkeen
annostellaan tunnettu midrd tutkittavaa nédytettd. Naytteeseen homogeenisesti
jakautuneista mikropartikkeleista tunnistetaan osa. Tunnistettujen mikropartikkelien
osuus putken kaikista mikropartikkeleista on suoraan verrannollinen samassa ajassa
tunnistettujen bakteerien osuuteen ndytteen kaikista bakteereista. Tdten ndytteen
bakteerikonsentraatio voidaan helposti laskea. Toinen vaihtoehto ndytteen
annostelevan syottolaitteen kédyttiminen (esimerkiksi Particle Analysing System
PAS, Partec). Syottolaite annostelee tunnetun tilavuuden nidytetti. Annostellun
tilavuuden osuus nédytteen kokonaistilavuudesta on suoraan verrannollinen

Kiytettdessd mainittuja mikropartikkeleita, jotka siis eroavat sironta- ja/tai
fluoresenssiominaisuuksiltaan ~ nédytteen partikkeleista, voidaan  ndmi
mikropartikkelit lisdtd vaiheiden a)-c) mukaisesti kisiteltyyn néytteeseen tai
pdinvastoin. Samoin mainitut mikropartikkelit on mahdollista lisitd nidytteeseen
missd tahansa vaiheessa ennen vaihetta d) eli nidytteen syottimisti
virtaussytometriin. Erityisen edullisesti kdytetddn valmiita koeputkia, joissa on

muun muassa yritys Becton Dickinson.

Keksinndbn mukaisessa menetelmdssd mainitut ensimmiiselld ja toisella
aallonpituusalueella olevat monokromaattiset valot voidaan tuottaa yhdell,
kahdella, kolmella tai useammalla valonlidhteelld. Mikili mainitut valot tuotetaan
useammalla kuin yhdelld valonldhteelld, voivat namé valonldhteet olla sijoitettu
siten, ettd niiden tuottamat valonsiteet kohdistuvat laitteessa yhteen, kahteen tai
useampaan kohtaan. Mikili valonsiteet kohdistuvat useampaan kuin yhteen
kohtaan, kéytetddn menetelmidssd edullisesti  signaalinviivistyslaitteistoa
ensimmdiselld valonldhteelld syntyneiden jénnitepulssien viivistdmiseksi.
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Keksinnon erdin suoritusmuodon mukaan ensimmdiinen aallonpituusalue on 600-
650 nm ja toinen aallonpituusalue on 350-600 nm. Mainitut ensimméinen ja toinen
aallonpituusalue ovat edullisesti eri aallonpituusalueet, oleellista on ettd ehto ”
fluorokromit ja monokromaattisen valon aallonpituusalueet on valittu siten, ettd
bakteerindytteen vihintdin yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA-molekyyleihin
sitoutettujen koettimien fluorokromien ja bakteerindytteen véhintddn yhden
bakteerin DNA:han sitoutettujen fluorokromien keskimiiriisten fluoresenssien
intensiteettien ero on vihintddn nelinkertainen logaritmisella asteikolla” tayttyy
jotta menetelmilld saadaan luotettavia tuloksia. Mik’ali( valonsiteet kohdistuvat
useampaan kuin yhteen kohtaan, voivat niytteen ensimmiiseksi kohtaaman
valonsiteen aallonpituusalueen aallonpituudet olla korkeampia tai alhaisempia kuin
niytteen toiseksi kohtaaman aallonpituusalueen aallonpituudet. Mikdli kidytetyilld
fluorokromeilla on merkittivisti erilaiset fluoresenssiominaisuudet, voivat
aallonpituusalueet olla myos samanlaisia. Merkittavilld erolla tarkoitetaan tdssd
eroa, jolla edelld mainittu ehto tdyttyy. Alan ammattimiehelle on selvéi, ettd
muutamalla nopealla kokeella on mahdollista selvittdd mitd aallonpituusalueita tulee
kadyttdd. Jaljempidnd on kokeellisessa osassa annettu esimerkki aallonpituusalueen

valinnasta.

Keksinnon eréddn erityisen suoritusmuodon mukaan mainitut valonldhteet on valittu
joukosta, jossa on 635 nm:n diodilaser ja 488 nm:n argon-ionilaser.

Keksinnon erdin suoritusmuodon mukaan tutkittava bakteerindyte on nisikkadn
ruoansulatusjirjestelméstd perdisin oleva nédyte. Tdllainen nédyte voi olla esimerkiksi
ihmisen tai eldimen ulostetta. Keksinndn erdin toisen suoritusmuodon mukaan
tutkittava bakteerindyte on jdtevesindyte. Lisdksi keksinnon mukaisella
menetelmilld on mahdollista tutkia muun muassa alkuperdiseltd koostumukseltaan
kiinteitd mutta analyysid varten nesteeseen suspensoituja bakteeriniytteita.

Keksinnén edullisen suoritusmuodon mukainen menetelmd perustuu kahden,
analysoitavan  nidytevirran  virtaussuuntaan ndhden  peridkkdin  asetetun,
eriaallonpituuksisen laserin ja niille sopivien fluorokromien yhtdaikaiseen kayttoon.
Toinen kiytetyistd lasereista on punaisen aallonpituusalueen (600 — 650 nm) laser ja
toinen lasereista on oranssin tai lyhyemman aallonpituusalueen (450 — 600 nm)
laser. Toinen menetelméissd kidytdssd olevista fluorokromeista on liitetty
hybridisaatiokoettimeen ja toinen on DNA-viri. Hybridisaatiokoettimessa
kiytettavin fluorokromin absorbanssispektri on sopiva pidempiaallonpituuksiselle
laserille ja DNA-virin absorbanssispektri vastaavasti lyhyempiaallonpituuksiselle
laserille. Kohdebakteerien nukleiinihappoihin hybridisoituneiden koettimien
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fluorokromeja viritetdin punaisen aallonpituusalueen laserilla tutkittavan lajin
bakteerien erottamiseksi muista bakteereista. Niytteessd oleviin DNA:ta siséltdviin
partikkeleihin  sitoutunut DNA-védri viritetddn oranssin tai lyhyemmén
aallonpituusalueen laserilla DNA:ta siséltdvien partikkelien erottamiseksi DNA:ta
sisdltimattomistd partikkeleista. Niaytteen sisdltimien bakteerisolujen tarkka
lukumiird ja kohdebakteerien osuus kaikista bakteereista lasketaan nidytteeseen
homogeenisesti  suspensoituja  fluoresoivia mikropartikkeleita kayttamalli.
Menetelmin toimivuus on testattu laskemalla Bifidobacterium-suvun bakteerien
médrd ihmisulostendytteistd ja laskemalla samasta analyysisti ihmisulosteen
kokonaisbakteerimiddrdi  sekd  Bifidobacterium-suvun = bakteerien  osuus
ulosteniytteiden kaikista bakteereista, kuten jidljempand on esitetty kokeellisessa
osassa. Verrokkimenetelmind on kiytetty ainoaa laajassa kdytossd olevaa
sekabakteerindytteiden analyysimenetelm#dd eli mikroskopia-FISH:4. Tyolds
mikroskopia-FISH suoritettiin erityistd huolellisuutta ja tarkkuutta noudattaen.
Menetelmit antavat yhtipitdvat tulokset, mikd todistaa virtaussytometrisen
menetelmiin toimivuuden. T#ssd esitetty menetelméd on siis esimerkki keksinnon
mukaisesta menetelmista.

Keksinnén kohteena on lisdksi tdmdn menetelmidn kaytto bakteerikantojen
tunnistamiseen ja niiden osuuksien mittaamiseen. Keksinnon erdén suoritusmuodon
mukaan mainittu bakteerikanta on probioottinen bakteerikanta. Alan ammattilaiselle
on selvii, ettd keksinnén mukaista menetelmédd on mahdollista kdyttdd myds minkd
tahansa muun bakteerikannan tunnistamiseen, edellyttden ettd tunnistettavalle
bakteerikannalle on saatavissa menetelmééin soveltuvia koettimia ja fluorokromeja.
Keksinnén mukaista menetelmédd on mahdollista kdyttdd esimerkiksi prebioottien
tutkimiseen.

Teollista ja tieteellistd sovellettavuutta menetelmilld on ndin ollen esimerkiksi

. elintarvike- ja rehuteollisuudessa sekd lddketieteellisessd diagnostiikassa.

Lidketieteellisessd diagnostiikassa menetelmilld ei kuitenkaan saavuteta suoraan
sellaista tulosta, josta olisi mahdollista diagnostisoida tauti, vaan tulosten tulkintaan
tarvitaan lddketieteeseen perehtynyt henkilé. Funktionaalisten elintarvikkeiden
valmistajat  tarvitsevat luotettavan ja  nopean  sekabakteerindytteiden
analyysimenetelmin, jotta elintarvikkeiden mahdollinen vaikutus esimerkiksi
suoliston bakteerikasvuston bakteerilajeihin ja niiden méaridsuhteisiin voidaan
todeta. Rehuteollisuus pyrkii torjumaan mm. siipikarjan salmonellainfektioita
kehittdamilld sellaisia rehuja, jotka suosisivat hyvinlaatuisten bakteerien kasvua
eldinten suolistossa. Tdméd véhentdisi antibioottien kéyton tarvetta eldinten
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kasvatuksessa ja vihentdisi antibioottiresistenttien bakteerilajien  syntyd.
Lidketieteellisessd  tutkimuksessa ja  kliinisessd  diagnostiikassa  uusille
sekabakteerindytteiden lajispesifisille analyysi- ja laskentamenetelmille on kasvavaa
kysyntdid. Ihmisen suolistoflooran tiedetéin sisiltdvin enemmin bakteerisoluja kuin
miti ihmisessd on omia eukaryoottisoluja, joten mikrobien ja iséntidelimistdn
vilinen kanssakdyminen on laajaa ja suurelta osin tuntematonta (Human fecal flora:
the normal flora of 20 Japanese-Hawaiians; W. E. C. Moore and L. V. Holdeman,
Applied  Microbiology, 1974, vol. 27, p. 961-979). Elimiston
mikrobikolonisaatioiden on arveltu olevan useiden etiologialtaan vield
tuntemattomien tautien syyni. Esimerkkejd téllaisista sairauksista ovat allergiat ja
nivelreuma (Studies on faecal microecology with reference to diet, medication and
rheumatoid arthritis; R. Peltonen, viitoskirja, 1994, Turun yliopisto, ja The role of
gut microflora in the hygiene hypothesis of allergy; M. Kalliomiki, vditdskirja,
2001, Turun yliopisto).

Keksint6d on seuraavassa selitetty tarkemmin oheisen piirustuksen avulla.
PIIRUSTUKSEN SELITYS
Piirustus koostuu seuraavista kuviosta:

Kuvio 1 esittdd kaavamaisesti keksinnén mukaisessa menetelméssd kéytettyd
virtaussytometria.

Kuvio 2 esittdd kaavamaisesti poikkileikkauksen kuviossa 1 esitetystd
virtaussytometristi.

Kuviot 3a, 3b ja 3c esittdvit kaavamaisestt signaalin muodostumisen periaatetta
virtaussytometriassa.

Kuvio 4 esittdd kaavamaisesti signaalinviivéstyslaitteiston toimintaperiaatetta.
Kuvio 5 esittdd esimerkin tuloksia.

Kuvio 1 esittdd kaavamaisesti keksinnon mukaisessa menetelmédssd kiytettyd
virtaussytometria. Kuviossa 1 on esitetty laser 1 ja siitd ldhtevd lasersdde 2.
Kuviossa on lisdksi esitetty laser 3, josta ldhtevén lasersdteen 4 aallonpituus on
lyhyempi kuin lasersiteen 2 aallonpituus. Edelleen kuviossa on esitetty
virtauskammio 5, jossa nidyteliuos 6 ja sitd ympé#rdivd vaippalivos 7 virtaavat
nuolien 8 osoittamaan suuntaan. Niytelivos 6 syotetddn vaippaliuokseen 7
ndytteensyottoneulan 9 avulla. Niyteliuoksessa 6 on analysoitavia partikkeleita 10,
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joka voi olla hybridisoitunut ja DNA-virjdytynyt bakteeri, hybridisoitumaton DNA-
virjaytynyt bakteeri, DNA-virjaytymdton DNA:ta sisdltdméton partikkeli tai

virtaa lasersiteiden 2 ja 4 poikki niin kapeana, etti sen sisdltimit partikkelit
muodostavat partikkelijonon 11. Partikkelijonon 11 ja lasersdteiden 2 ja 4
leikkauskohdat on merkitty viitenumeroin 12 ja 13, vastaavasti.

Laitteessa on edelleen FSC-detektorina toimiva fotodiodi 14, FL4-detektorina
toimiva valomonistinputki 15, FL2-detektorina toimiva valomonistinputki 16 ja
SSC-detektorina  toimiva valomonistinputki 17. Laitteessa on  lisdksi
virtaussytometrin optiseen jirjestelmddn kuuluvia optisia suodattimia ja peilejé 18,
joilla partikkeleista sironnut ja fluoresoiva tietyn aallonpituusalueen valo
suodatetaan ja ohjataan detektoreille 14, 15, 16, 17. Laitteessa voi olla myos
jateastia 19, johon niyte analyysin jilkeen johdetaan. Kuvien yksinkertaistamiseksi
niistd on jatetty pois FL1- ja FL3-detektorit. Tillainen toimintaperiaate on
esimerkiksi yrityksen Becton Dickinson valmistamassa virtaussytometrissé mallia
FACSCalibur™.

Kuviossa 2 on esitetty poikkileikkauskuva samasta laitteistosta kuin kuviossa 1.
Kuviossa esitetddn viitenumerolla 20 laserséteen ja nidyteliuoksen leikkauspisteessi
oleva partikkeli, joka sirottaa ja fluoresoi valoa. Sironnut ja fluoresoitunut valo on
esitetty kaaviomaisesti viivoilla 21.

Kuvioissa 3a, 3b ja 3c esitetddn signaalin muodostumisen periaate. Kuviossa 3a on
esitetty vaihe 1, jossa partikkeli 22 saapuu alhaalta ylospdin kulkevan nestevirran
mukana lasersidteeseen 23. Lasersidde 23 siroaa partikkelista 22 ja fluorokromit
virittyvdt ja emittoivat emissiospektrinsd mukaista valoa. Virtaussytometrin
fotodiodi ja valomonistinputket sekd virtaussytometrin muu elektroniikka muuttaa
optiset signaalit analogisiksi jannitepulsseiksi, kuten on kuvattu koordinaatistossa,
jossa x-akselilla on esitetty aika ja y-akselilla jdnnite. Jannitepulssien huippujénnite
saavutetaan vaiheessa 2, joka on esitetty kuviossa 3b, kun partikkeli 22 on
kokonaan lasersiteessd 23. Lasersdteen 23 sironta ja emittoivien fluorokromien

poistuessa lasersdteestd 23 jdnnite alkaa vastaavasti laskea. Jinnitepulssin
muodostumiseen kulunut aika riippuu partikkelin 22 koosta ja virtausnopeudesta ja
on kdytdnnossi joitakin mikrosekunteja.

Kuviossa 4 esitetddn esimerkinomaisesti signaalin viivistimisen periaate kahta
laseria kdyttdvissd virtaussytometrissd. Kuviossa on esitetty partikkeleita 10 jotka
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muodostavat ndyteliuoksen partikkelijonon sekd ensimmiisen lasersiteen ja
partikkelijonon leikkauskohta 12 ja toisen lasersdteen ja partikkelijonon
leikkauskohta 13, kuten kuviossa 1. Edelleen x-akselilla on kuvattu jannitepulssit.
Ensimmiinen jénnitepulssi, joka syntyy partikkelin 10 kohdatessa ensimméisen eli
pidempiaallonpituuksisen laserin siteen leikkauskohdassa 12, on kuvattu
viitenumerolla 24. Esimerkissd pidempiaallonpituisen laserin partikkelissa 10
aiheuttama fluoresenssi detektoidaan FL4-detektorilla, eli jdnnitepulssi 24 syntyy
FLA4-valomonistinputkella.

Viitenumerolla 25 esitetddn jannitepulssia, joka syntyy partikkelin 10 myShemmin
kohdatessa toisen eli lyhyempiaallonpituuksisen laserin leikkauspisteessd 13.
Esimerkissd lyhempiaallonpituuksisen laserin partikkelissa 10 aiheuttama
fluoresenssi detektoidaan FL2-detektorilla, lasersiteen sironta matalissa kulmissa
FSC-detektorilla ja lasersdteen sironta suuremmissa kulmissa SSC-detektorilla. X-
akselilla esitetty ensimmdisen ja toisen jdnnitepulssin syntymisen vilinen aika t on
se aika, joka partikkelilta 10 kuluu ensimmaéisen ja toisen laserin vilisen matkan
kulkemiseen. Jotta partikkelin 10 eri ajassa ja tilassa synnyttimit signaalit
tunnistetaan samasta partikkelista perdisin oleviksi, on ensimmdisti jidnnitepulssia
viivistettdvd aika t virtapiirissd 26. Viivistetty jdnnitepulssi on esitetty
viitenumerolla 27. Signaalinviivistykselld laserien samassa partikkelissa 10 eri
ajanhetkind synnyttiamit fluoresenssi- ja sirontasignaalit synkronoidaan samaan
ajanhetkeen, jotta eri lasereilla samasta partikkelista 10 saadut parametrit
kuvautuvat samasta partikkelista 10 perdisin oleviksi.

Kuviossa 5 esitetidin 16S rRNA-tekniikalla hybridisoidun, DNA-virjityn ja
mikropartikkeleja  sisdltivdadn  koeputkeen homogenisoidun ulostendytteen
virtaussytometria-analyysilld saatu pistekuvaaja. Jokainen kuvaajassa oleva piste
vastaa yhtd mitattua partikkelia. X-akselin logaritmisella asteikolla mitataan
koettimeen liitettyjen fluorokromien fluoresenssin suhteellista intensiteettid
(kanavalla FL4) ja y-akselillla DNA-virin fluoresenssin suhteellista intensiteettii
(kanavalla FL2). Kuvaajan x-akselilla on esitetty jannitepulssin korkeutta (FL4 H,
jossa H tarkoittaa korkeutta) ja samoin y-akselilla on esitetty jinnitepulssin
korkeutta. Kuvaajilla olisi mahdollista esittdd myds jannitepulssin leveytti tai pinta-
alaa. Pistekuvaajassa voidaan erottaa neljé eri populaatiota:

1. vain DNA-viérin sisdltivit partikkelit eli nidytteen muut bakteerit kuin
kohdebakteerit, esitetty viitenumerolla 28,

2. kummallakin fluoresenssiparametrilld heikosti fluoresoivat partikkelit eli
taustapopulaatio, esitetty viitenumerolla 29,
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3. sekd koettimen ettd DNA-virin sisaltdavit partikkelit eli kohdepopulaatio,
esitetty viitenumerolla 30 ja

4. voimakkaasti kummallakin fluoresenssikanavalla kuvautuvat
mikropartikkelit, esitetty viitenumerolla 31.

Populaatiot 1. ja 3. muodostavat yhdessd niytteen kokonaisbakteeripopulaation.
Ulostenaytteessd taustapopulaatio muodostuu suurimmaksi osaksi
ruoansulatuskanavassa sulamattomista kuituisista materiaaleista. Esimerkissi
selostetaan tarkemmin miten kuvio on saatu aikaan.

KOKEELLINEN OSA

Esimerkki

Keksinndbn  mukaisella menetelmdlld  tutkittiin = ihmisen  ulostendytteitd
hybridisoimalla niitd 16S rRNA-tekniikalla ja DNA-virjdaykselld (kuten on esitetty
julkaisussa Quantative fluorescence in situ hybridization of Bifidobacterium spp.
with genus-specific 16S rRNA-targeted probes and its application in fecal samples;
P. S. Langendijk et al., Applied and Environmental Microbiology, 1995, vol. 61, p.
3069-3075). Koettimena kiytettiin bifidobakteerispesifistd koetinta, joka oli
leimattu punaisen aallonpituusalueen CyS5-leimalla (valmistaja yritys Eurogentec),
jonka absorptiomaksimi on noin 643 nm ja emissiomaksimi noin 667 nm ja joka on
titen  tunnistettavissa FL4-detektorilla. DNA-virind  kiytettiin - oranssin
aallonpituusalueen SYTOX™ Orange —virid (valmistaja yritys Molecular Probes),
jonka absorptiomaksimi on noin 547 nm ja emissiomaksimi noin 570 nm ja joka
tunnistettiin FL2-detektorilla. SYTOX™ Orangen absorptiospektri on riittéivin laaja
virittydkseen 488 nm:n laservalolla. Hybridisoitu ulostendyte oli homogenisoitu
TruCount™-mikropartikkeleita sisidltdvddn koeputkeen (valmistaja yritys Becton
Dickinson). Niytteessd oleva hybridisoitunut bifidobakteeri saapui nestevirtauksen
tuomana 635 nm:n aallonpituuksisen punaisen diodilaserin optisesti fokusoidun
siteen ja hydrodynaamisesti fokusoidun partikkelijonon leikkauspisteeseen.
Bakteeriin hybridisoiduissa koettimissa olevat CyS-fluorokromit absorboivat
energiaa lasersiteestd ja fluoresoivat eli emittoivat absorboimaansa energiaa
viritysaallonpituuttaan pidempiaallonpituisena valona joka tunnistettiin FL4-
valomonistinputkella ja jannitepulssi alkoi syntyd, kuten on esitetty kuviossa 3a.
Bakteerin ollessa vasta osittain ensimmaéisen laserin séteessd vain pieni osa
bakteerissa olevista koettimien fluorokromeista absorboi energiaa ja emittoi valoa,
joten FL4-valomonistinputkella jannitepulssi ei ollut vield huipussaan. Lasersidteen
fluorokromeja virittdvd vaikutus oli maksimissaan partikkelin ollessa siteen
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fokuskohdan leikkauspisteen keskelld, jolloin jannitepulssi saavutti huippuarvonsa
(kuten esitetdan kuviossa 3b). Bakteerin poistuessa laserin sidteestd energiaa
absorboivien ja valoa emittoivien koettimiin liitettyjen fluorokromien méira viheni,
joten jannitepulssi laski (kuvio 3c). Syntynyttd jdnnitepulssia viivistettiin
virtapiirissd 22 + 1 mikrosekuntia. Viivistyksen aikana bakteeri saapui 488 nm:n
aallonpituuksisen argon-ionilaserin sidteen ja partikkelijonon leikkauspisteeseen.
Laserin 488 nm:n aallonpituinen valo viritti bakteerin DNA:han sitoutunutta DNA-
virid, jonka fluoresoima viritysaallonpituuttaan pidempiaallonpituinen valo
tunnistettiin -~ FL2-valomonistinputkella. Nidin syntyi toinen jinnitepulssi.
Menetelmissd Kkiytettiin kahta kynnysarvoa, jotta voitiin varmistua siitd, etti
bakteereiksi laskettavat partikkelit todella olivat bakteereja. SSC-parametrin
kynnysarvo oli otoksen kattavuuden varmistamiseksi asetettu niin matalalle, etti
kaikki bakteerit tulevat tunnistetuksi. Niytteessi oli kuitenkin muitakin
partikkeleita kuin bakteereja, joiden SSC-signaali ylitti kynnysarvon. T#amin
ongelman ratkaisemiseksi kiytettiin toista kynnysarvoa, joka oli asetettu FL2-
kanavalle, eli DNA-virin tunnistavalle kanavalle. SSC-kynnysarvon ylittivien
partikkelien oli ennen mitatuksi tuloaan ylitettivdi myos FL2-kynnysarvo, joten
kahta kynnysarvoa kiyttimélld voitiin bakteerit erottaa luotettavasti nidytteen muista
partikkeleista. Jannitepulssit vahvistettiin logaritmisella vahvistimella, digitoitiin ja
analysoitiin virtaussytometriin liitetylld tietokoneella. Jannitepulssin
maksimikorkeus on verrannollinen bakteerissa olevien fluorokromien fluoresenssin
intensiteettiin. Bakteerin FL2- ja FL4-kanavilla aiheuttamat signaalit kisiteltiin
tietokoneella ja kuvattiin pistekuvaajassa (kuvio 5). Bakteerin ollessa ylld kuvatulla
tavalla hybridisoitunut bifidobakteeri, se kuvautui kohdebakteeripopulaatioon
(viitenumero 30 kuviossa 5) kuuluvana. Mikili bakteeri oli jokin hybridisoitumaton
bakteeri, se kuvautui nidytteen muiden bakteerien populaatioon kuuluvana
(viitenumero 28 kuviossa 5). DNA-virjdytymittomit partikkelit kuvautuivat
taustapopulaatioon (viitenumero 29 kuviossa 5) ja bakteerisolujen tarkan
lukumiéridn laskemiseen kéytetyt fluoresoivat mikropartikkelit muodostivat oman
populaationsa (viitenumero 31 kuviossa 5).

Taulukossa 1 esitetddn viideltdi vapaaehtoiselta koehenkiloltd viikon vilein
keridttyjen kolmen ulostendytteen analyysien tulokset. Ulosteniytteet oli kisitelty
yleisesti ~ tunnetun  kiinnitysmenetelmdn  mukaisesti  ja  hybridisoitu
bifidobakteerispesifiselld koettimella sekd DNA-virjitty (kuten on esitetty
julkaisussa Quantative fluorescence in situ hybridization of Bifidobacterium spp.
with genus-specific 16S rRNA-targeted probes and its application in fecal samples;
P. S. Langendijk et al., Applied and Environmental Microbiology, 1995, vol. 61, p.
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bifidobakteerien miéréd ja prosenttiosuus kaikista ndytteen bakteereista on laskettu
sekd virtaussytometrialla ettd fluoresenssimikroskopialla. Virtaussytometrinen
analyysi tehtiin keksinnon mukaisella menetelmilli ja fluoresenssimikroskooppinen
analyysi Langendijkin julkaisun mukaisesti. Kuten Taulukosta 1 n#hdiin,
menetelmit antavat hyvin samansuuntaiset tulokset niin bifidobakteerien osuuden
kuin kokonaisbakteerien mi#dridn suhteen. Virtaussytometrilld suoritetussa
laskennassa on laskettu noin 20000 bakteeria jokaisesta niytteesti ja yhden niytteen
analyysiaika on noin puoli minuuttia. Fluoresenssimikroskopialla suoritetussa
laskennassa on laskettu noin 2000 bakteeria per niyte ja aikaa yhden niytteen
analysoimiseen on kulunut noin yksi tunti.

Bakteerit (10'%g)  Bifidobakteerien osuus
Aika
Koehenkilo (viikkoa) Mikroskopia ~ Virtaussytometria ~ Mikroskopia  Virtaussytometria

I 0 23 2.1 22% 23%
1 29 22 3.7 % 3.5%

2 3.0 3.1 1.4 % 0.9 %

I 0 1.0 1.1 6.9 % 7.8 %
1 12 1.5 45 % 4.3 %

2 1.8 1.5 4.5 % 39%

I 0 2.0 2.1 0.31 % 0.0 %
1 2.8 22 0.63 % 0.0 %

2 2.7 2.5 0.59 % 0.0%

v 0 2.8 2.7 1.7 % 13%
1 2.0 2.6 35% 3.0%

2 3.2 24 29 % 23%

\Y% 0 23 3.1 6.1 % 59 %
1 33 29 7.4 % 8.0%

2 2.6 2.8 55% 6.0 %

Taulukko 1
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelmd yhden tai useamman bakteerin ja/tai bakteerilajin tunnistamiseksi
ja vihintidn kahden bakteerin ja/tai bakteerilajin osuuden mittaamiseksi
bakteerindytteesti, joka bakteerindyte sisdltda partikkeleita, tunnettu siité, ettd

a) bakteerindytteen vihintdin yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA-
molekyyleihin sitoutetaan koettimia, joihin on liitetty ensimmaistd
fluorokromia, joka absorboi valoa ensimmaiselld aallonpituusalueella,

b) bakteerindytteen vihintdéin yhden bakteerin DNA:han sitoutetaan toista
fluorokromia, joka absorboi valoa toisella aallonpituusalueella,

c) bakteerindyte syotetidn virtaussytometriin,

d) mainittua ensimmaisti fluorokromia viritetddn mainitussa
virtaussytometrissé ensimmadiselld aallonpituusalueella olevalla
monokromaattisella valolla,

e) mainittua toista fluorokromia viritetdin mainitussa virtaussytometrissi
toisella aallonpituusalueella olevalla monokromaattisella valolla,

f) detektoidaan ndytteen partikkeleista siroava valo ja ndytteen partikkeleihin
sitoutuneiden  fluorokromien fluoresenssi, jolloin saadaan joukko
jénnitepulsseja, ja

g) analysoidaan mainittu joukko jdnnitepulsseja,

ja siitd, ettd fluorokromit ja monokromaattisen valon aallonpituusalueet on valittu
siten, ettd bakteerindytteen vihintddn yhden bakteerin ribosomaalisiin RNA-
molekyyleihin sitoutettujen koettimien fluorokromien ja bakteerindytteen vihintidn
yhden bakteerin DNA:han sitoutettujen fluorokromien keskimidriisten
fluoresenssien intensiteettien ero on vahintddn nelinkertainen logaritmisella

asteikolla.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, etti mainitut
koettimet sitoutetaan ribosomaalisiin RNA-molekyyleihin jotka on valittu joukosta,
jossa on 16S-ribosomaaliset RNA-molekyylit ja 23S- ribosomaaliset RNA-
molekyylit. '

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd
vaiheessa d) virtaussytometriin syotettdvdssd bakteerindytteessd on lisdksi
mikropartikkeleita, joiden sirontaominaisuudet ja/tai fluoresenssiominaisuudet
eroavat  bakteerindytteen  partikkeleiden  sirontaominaisuuksista  ja/tai
fluoresenssiominaisuuksista.
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4, Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi, tunnettu siitid, ettd siind

3. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd
ensimmdinen aallonpituusalue on 600-650 nm.

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen menetelma, tunnettu siitd, ettd
toinen aallonpituusalue on 350-600 nm.

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd
mainitut ensimmdiselld ja toisella aallonpituusalueella olevat monokromaattiset
valot tuotetaan yhdelld valonlihteella.

8. Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd
mainitut ensimmadiselld ja toisella aallonpituusalueella olevat monokromaattiset
valot tuotetaan vihintdsin kahdella valonlihteells.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd vihintdin
kaksi mainituista vihintddn kahdesta valonldhteestd ovat etdisyyden piadssd
toisistaan ja ettd menetelmissi kiytetddn signaalinviivéstyslaitteistoa ensimmdiiselld
ja  valinnaisesti  seuraavilla  valonldhteilld syntyneiden jédnnitepulssien
viivastamiseksi.

10.  Jonkin patenttivaatimuksista 1-9 mukainen menetelmi, tunnettu siiti, etti
mainitut valonlihteet on valittu joukosta, jossa on 635 nm:n diodilaser ja 488 nm:n
argon-ionilaser.

11.  Jonkin patenttivaatimuksista 1-10 mukainen menetelmd, tunnettu siiti, ettd
bakteerindyte on nisdkkidn elimistonesteniyte.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd
bakteerindyte on nisdkkidn ruoansulatusjérjestelmisté perdisin oleva néyte.

13.  Jonkin patenttivaatimuksista 1-10 mukainen menetelmé, tunnettu siité, ettd
bakteerinidyte on jatevesiniyte.

14. Jonkin patenttivaatimuksista 1-13 ~mukaisen menetelmin  kdyttd
bakteerikantojen tunnistamiseen ja niiden osuuksien mittaamiseen.

15.  Patenttivaatimuksen 14 mukainen kdytt, tunnettu siitéd, ettd bakteerikanta
on probioottinen bakteerikanta.
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PATENTKRAV

1. Forfarande for identifiering av en eller flera bakterier och/eller bakteriearter och
for mitning av andelen av minst tvd bakterier och/eller bakteriearter i ett
bakterieprov, vilket bakterieprov uppvisar partiklar, kinnetecknat dirav, att

a) till minst en bakteries ribosomaliska RNA-molekyler binds sonder till vilka
forbundits en forsta fluorokrom, vilken absorberar ljus péd ett forsta
véglangdsomrade,

b) till minst en bakteries DNA i bakterieprovet binds en andra fluorokrom,
vilken absorberar ljus pé ett andra vaglingdsomrade,

c) bakterieprovet matas till en flodescytometer,

d) ndmnda forsta fluorokrom exciteras i namnda flodescytometer med ett pa ett
forsta vaglangdsomrade befintligt monokromatiskt ljus,

e) ndmnda andra fluorokrom exciteras i nimnda flodescytometer med ett pa ett
andra vaglingdsomrade befintligt monokromatiskt ljus,

f) ljuset, som sprider sig fran provets partiklar, och fluorescensen av
fluorokromen, som bundit sig till provets partiklar, detekteras, varvid en
méngd spanningspulser erhalls, och

g) ndmnda méngd spdnningspulser analyseras,

och dérav att fluorokromerna och det monokromatiska ljusets vagldngdsomraden dr
valda, sé att skillnaden mellan den genomsnittliga intensiteten av fluorescensen av
sondernas fluorokromer som bundits till bakterieprovets minst en bakteries
ribosomaliska RNA-molekyler och av till bakterieprovets minst en bakteries DNA
bundna fluorokromer dr minst fyrdubbel pé en logaritmisk skala.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kidnnetecknat dirav, att nimnda sonder
binds till ribosomaliska RNA-molekyler, vilka dr valda ur en mingd med 16S-
ribosomaliska RNA-molekyler och 23S-ribosomaliska RNA-molekyler.

3. Forfarande enligt patentkrav 1 eller 2, kiinnetecknat dérav, att i skede d)
finns det i1 bakterieprovet som matas in 1 flédescytometern ytterligare mikropartiklar
vars spridningsegenskaper och/eller fluorescensegenskaper skiljer sig fran
partiklarnas spridningsegenskaper och/eller fluorescensegenskaper 1 bakterieprovet.

4. Forfarande enligt patentkrav 1 eller 2, kidinnetecknat dirav, att i forfarandet
anvinds ytterligare en matningsanordning som portionerar en konstant provméangd.
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5. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 — 4, kidnnetecknat dirav, att forsta
vaglangdsomradet dr 600 — 650 nm.

6. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1 — 4, kinnetecknat dirav, att andra

vaglangdsomrédet dr 350 — 600 nm.

7. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 — 6, kiinnetecknat dérav, att nimnda
pd ett forsta och ett andra vAglingdsomrade befintliga monokromatiska ljus
astadkoms med en ljuskilla.

8. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 — 6, kinnetecknat dérav, att nimnda
pd ett forsta och ett andra vaglingdsomrade befintliga monokromatiska ljus

astadkoms med &tminstone tva ljuskillor.

9. Forfarande enligt patentkrav 8, kinnetecknat dirav, att &tminstone tva av
namnda atminstone tva ljuskillor &r beldgna pa avstand frin varandra och att i
forfarandet anvdnds en  signalfordrojningsanordning for att  fordroja
spanningspulserna som astadkommits med den forsta och valfritt med foljande

ljuskallor.

10. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 — 9, kidnnetecknat dérav, att namnda
ljuskéllor 4r valda ur en miangd med 635 nm diodlaser och 488 nm argon-jonlaser.

11. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 — 10, kidnnetecknat dirav, att
bakterieprovet ar ett ddggdjurs organismvétskeprov.

12. Forfarande enligt patentkrav 11, kinnetecknat dirav, att bakterieprovet ir ett
prov fréan ett ddggdjurs matsmaltningssystem.

13. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 — 10, kinnetecknat dirav, att
bakterieprovet &r ett avfallsvattenprov.

14. Anvindning av forfarandet enligt nagot av patentkraven 1 — 13 for identifiering
av bakteriestammar och for méitande av deras andelar.

15. Anvéndning enligt patentkrav 14, kdnnetecknad dirav, att bakteriestammen 4r

en probiotisk bakteriestam.
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