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THVISTELMA

Latentin tuberkuloosin tutkimiseen kaytettdvaa diagnostista in vitro ELISPOT-testia varten otetun
kokoverindytteen lyhyt sailyvyysaika on ollut esteenda maarityksen laajemmalle kaytolle, silla naytteen
kéasittely tulee aloittaa neljan tunnin sisalla naytteenotosta. T-Cell Xtend -reagenssia markkinoidaan
keinona pidentaa naytteen kuljetusaikaa. Taman tyon tarkoituksena oli selvittda, miten naytteen 24
tunnin sailytys vaikuttaa ELISPOT-menetelm&én perustuvan T-SPOT.TB-testin tarkkuuteen.
Sailytyksen vaikutusta testattiin Vacutainer® CPT™ -putkessa (Cell Preparate Tube) sek& BD
Vacutainer® litiumhepariiniputkessa, johon oli lisétty T-Cell Xtend -liuosta. Tytssa arvioitiin T-Cell
Xtend -liuoksen ja CPT-putken valmistajien antamat suositukset naytteen sailyvyydesta.

Tulokset osoittivat, etté verinaytteen sailytys 24 tuntia vaikutti T-SPOT.TB -méaarityksen tarkkuuteen.
T-Cell Xtend -liuoksen lisaaminen ei selvasti parantanut vuorokauden kuluttua naytteenotosta
analysoitujen naytteiden sailyvyyttd, vaan saadut spottimaarat olivat alhaisempia kuin heti
naytteenoton jalkeen analysoidusta litiumhepariiniputkesta saadut spottimaarat. Naytteen sailytys
CPT-putkessa 24 tuntia aiheutti myds spottimaarien laskua. Naytteen viivastynyt kasittely lisaa riskia,
ettd reaktiivisten solujen frekvenssit ovat alhaisemmat kuin alle neljassa tunnissa kasitellyssa

naytteessa.
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ABSTRACT

To diagnose latent tuberculosis infection (LTBI) new immunodiagnostic tests based on release of
interferon gamma upon ex vivo stimulation with TB specific antigens (IGRA) have been recently
introduced. One of the IGRAs is an ELISPOT- based commercial T-SPOT.TB assay (Oxford
Immunotec). The availability of fresh samples with viable lymphocytes is the major concern to ensure
accurate results. It is recommended that the samples should be analyzed within 4 hours from the
venipuncture. To extend the storage of samples, a commercial reagent T-Cell Xtend was developed
(Oxford Immunotec). The aim of this study was to evaluate T-Cell Xtend for prolonged sample storage

and to compare the results to those obtained within 4 hours.

The tested reagent was added to lithium heparin tubes 24 hours after the blood samples were
preserved in a vertical position at room temperature. For the controls was used the same samples
drawn in the same tube and into the Cell Preparation Tube (CPT) (Becton, Dickinson and Company)
which were analyzed immediately. The stability of lymphocytes was checked from CTP tubes that were
analyzed with a 24-hour delay. The purity of the lymphocyte fraction after centrifugation from each of
the tested tubes was also compared.

The addition of the T-Cell Xtend reagent after 24 hour storage did not preserve the frequencies of
reactive lymphocytes on the same level as the samples that were processed immediately. The T-Cell
Xtend reagent improved the separation of peripheral blood mononuclear cells from the whole blood but
the observed immunological reactivities were lower compared to the samples processed immediately.
We conclude that the delay in the processing of samples will result in suboptimal performance that
cannot be compensated with the addition of the T-Cell Xtend. For the ELISPOT-based assays the
samples should be processed within a 4-hour timeframe. However, if the delay is inevitable the

borderline results should be interpreted with caution.
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1 JOHDANTO

Tuberkuloosi on Mycobacterium tuberculosis -bakteerin aiheuttama infektio ja se luoki-
tellaan yleisvaaralliseksi tartuntataudiksi. Suomi kuuluu tuberkuloosin vahéisen ilmaan-
tuvuuden maihin, uusia tartuntoja ilmaantuu alle 400 vuodessa. Suomessa tuberkuloo-
siin sairastuvat useimmiten ik&antyneet henkil6t, joilla latentti tuberkuloosi aktivoituu.
Myds korkean ilmaantuvuuden maista Suomeen saapuneilla maahanmuuttajilla esiintyy
suhteellisen paljon tuberkuloosia. (Sosiaali- ja terveysministerid 2006: 9.) 90 % tapauk-
sista tuberkuloosi jaa tartunnan saaneella henkil6lla latenttiin muotoon. Tamaé tarkoittaa
sitd, ettd tuberkuloositartunnan saaneella henkil6lla ei esiinny aktiivisen tuberkuloosin
aiheuttamia kliinisi& oireita, eika siihen viittaavia 10ydoksia. Latentti tuberkuloosi voi
kuitenkin kehittyd aktiiviseksi, kun henkildn immuniteetti heikkenee esimerkiksi van-
huuden, jonkin sairauden tai sairauden hoidon myéta. (Viljanen — Liippo — Kokki 2005:
145.)

Tiettyjen sairauksien hoitoihin kaytetyt ld&kkeet saattavat laukaista potilaalla olevan
latentin tuberkuloosin. Yleinen Suomessa esiintyva tallainen sairaus on nivelreuma,
mutta my0s psoriaasi ja Chronin tauti kuuluvat ndihin sairauksiin. Ennen edelld mainit-
tujen sairauksien hoitojen aloittamista, on varmistettava, ettei potilaalla ole latenttia
tuberkuloosia, joka voisi reaktivoitua hoitojen seurauksena. (Salonen — Repo — Leirisa-
lo-Repo 2009.)

Nykyéan latentin tuberkuloosin diagnosoinnissa kédytetddn kahta eri testia, T-SPOT.TB-
ja QuantiFERON®-TB Gold -testid. T-SPOT.TB-testid kaytetadén, jos verindyte voidaan
toimittaa analysoitavaksi neljan tunnin siséalla ndytteenotosta, muussa tapauksessa kay-
tetddn QuantiFERON®-TB Gold -testid. T-SPOT.TB on QuantiFERON®-TB Gold-
testia herkempi, mutta siihen liittyvat preanalyyttiset vaatimukset ovat tdhan asti olleet
esteend sen laajemmalle kaytolle. Kumpikaan ndistd maarityksisté ei erota latenttia tu-
berkuloosia aktiivisesta muodosta, vaan tulokseksi saadaan, onko elimistossa M. tuber-

culosis -bakteerille herkistyneitd lymfosyytteja.

Talla hetkella HUSLAB tekee ELISPOT menetelmdan perustuvaa T-SPOT.TB-testia
ainoastaan maanantaisin ja keskiviikkoisin. Nayte on toimitettava analysoivaan labora-
torioon neljan tunnin sisalla ndytteenotosta. Tdma hankaloittaa ja rajoittaa T-SPOT.TB-



maarityksen laajempaa kayttod, silla kauempana Suomessa sijaitsevilla laboratorioilla ei

ole mahdollisuutta saada néytett toimitettua ajoissa.

ELISPOT-mééritystad varten verindyte otetaan joko Vacutainer® CPT -putkeen (Cell
Preparate Tube) tai litiumhepariiniputkeen. Oxford Immunotec'in valmistaman T-Cell
Xtend -liuoksen on luvattu parantavan hepariiniputkeen otetun kokoverinédytteen erotel-
tavuutta niin, ettd naytteestd saadaan luotettavia tuloksia jopa 32 tuntia naytteenoton
jalkeen. Becton Dickinson lupaa, ettd verindyte sdilyy analysointikelpoisena CPT-
putkessa 24 tuntia, jos nayte erotellaan viimeistddn kaksi tuntia ndytteenoton jalkeen.
Vaitteiden paikkansapitavyytta ei ole kuitenkaan viela HUSLABIssa tutkittu, joten tasta

syysté ohjeistusta ei ole voitu paivittaa.

Tarkoituksena on selvittdd, miten 24 tunnin sdilytysaika vaikuttaa ELISPOT-
menetelmaéan perustuvaan T-SPOT.TB-testin tulokseen. Verinadytteen sailyvyytté testa-
taan litiumhepariiniputkessa, johon on lisatty T-Cell Xtend -liuosta (Oxford Immuno-
tec). Kontrollina toimii CPT-putkeen (Becton Dickinson) otettu verindyte, joka analy-
soidaan heti ja 24 tunnin kuluttua néytteenotosta. Mikali valmistajien antamat saily-
vyysajat toimivat annettujen suositusten mukaisesti, voidaan T-SPOT.TB -maarityksen
kaytto ulottaa myos niihin tapauksiin, missa naytteen toimituksessa menee yli nelja tun-

tia.

Jos testauksessa saadaan tulokseksi, ettd verindyte ei séily tarpeeksi laadukkaana kum-
massakaan putkessa 24 tuntia, ei T-SPOT.TB:n kayttoa voida suositella niissa tapauk-

sissa, joissa ndytteen toimituksessa menee yli neljé tuntia.



2 MYKOBAKTEERIT

Mykobakteereita tunnetaan kymmenid eri lajeja. N&iden joukossa on sekd patogeenisia
ettd terveelle ihmiselle vaarattomia lajeja. Bakteereita, jotka eivat aiheuta ihmiselld in-
fektioita, kutsutaan apatogeenisiksi bakteereiksi. Mykobakteerit voidaan jakaa tuberku-
loottisiin ja nontuberkuloottisiin mykobakteereihin (NTMs). Tuberkuloottisiin myko-
bakteereihin kuuluvat lajit ovat M. tuberculosis, M. bovis ja M. africanum. Kaikki tdh&n
ryhmééan kuuluvat bakteerit pystyvat elaméan ihmisessa ja aiheuttamaan tuberkuloosi-
infektion. Suurin osa tuberkuloosi-infektioista on kuitenkin M. tuberculosis -kannan

aiheuttamia.

Nontuberkuloottisia mykobakteerilajeja el&d& runsaasti ymparistdssé ja jopa ihmisessa ja
niiden patogeenisyys vaihtelee kannoittain. IThmiselle patogeeniset nontuberkuloottiset
kannat pystyvat aiheuttamaan taudin yleensa vain immuunipuutteisille henkildille. My-
kobakteerit voidaan jakaa myds kasvunopeutensa mukaan, nopeasti kasvaviin seké hi-
taasti kasvaviin lajeihin. M. tuberculosis on tyypillinen hitaasti kasvava laji. (Forbes —
Sahm — Weissfeld 1998: 715-718.)

2.1 M. tuberculosis-bakteerin solumorfologia

Mycobacterium tuberculosis on noin 0,4 um levea ja 3-4 um pitka liikkumaton sauva-
bakteeri. Se on obligaatti aerobi, joka tarkoittaa sitg, ettd se pystyy elamaan ainoastaan
hapellisissa oloissa. M. tuberculosis hakeutuu elimistdssa solujen, yleisimmin makrofa-
gien sisdlle, joissa se alkaa lisdantyd. Bakteerin soluseindn hydrofobiset aineet antavat
sille kyvyn kestaa elinympériston epasuotuisia oloja. M. tuberculosis -bakteerin vahva
soluseina koostuu peptidoglykaanista ja erilaisista lipideistd, joista tarkeimpié ovat gly-
kolipidit, mykolihapot ja mykosidit. (Kayser — Bienz — Eckert — Zinkernagel 2005:
263-264; Liippo 2005: 402.)

Erikoisen haponkestévan soluseinansa takia se ei varjaydy Gram-vareilld, vaan varjayk-
sessa kaytetddn esimerkiksi Ziehl-Neelsen-vérjaysté tai fluoresenssivarjaysta. Nopean,
mutta epéherkan Ziehl-Neelsen-varjayksen lisdksi tuberkuloosibakteeria voidaan tutkia

mm. viljelemalla. Viljelyn haittapuolena on kuitenkin tuberkuloosibakteerin hidas kah-



dentumisaika, se jakaantuu vain kerran 12 tunnissa. (Kayser — Bienz — Eckert — Zinker-
nagel 2005: 263-264; Liippo 2005: 402.)

2.2 M. tuberculosis virulenssitekijat

M. tuberculosis -bakteerin soluseindn lipidit ovat tarked virulenssitekija. Soluseinan
erityiset lipidit, mykolihapot, tekevét siitd vahamaisen, tiiviin ja happoja seka alkoholia
kestdvan. Taman ansiosta M. tuberculosis pystyy elamaan makrofagien sisélla inhiboi-
malla fagosomin ja lysosomin fuusiota. Komplementtiresistenssin arvellaan mygs joh-
tuvan soluseinédn lipideistd. M. tuberculosis -bakteeri on hyvin infektiivinen, jo yksi
basilli voi aiheuttaa infektion. (Kayser ym. 2005: 264; Viljanen ym. 2005: 141-142.)

3 TUBERKULOOSI SAIRAUTENA

Tuberkuloosi on Mycobacterium tuberculosis -bakteerin aiheuttama infektio ja se luoki-
tellaan yleisvaaralliseksi tartuntataudiksi. Suomessa tavatuista tuberkuloositapauksista
keuhkotuberkuloosi on yleisin tuberkuloosimuoto. Tuberkuloosi voi esiintyd muissakin
elimissd, kuten luustossa, virtsateissg, aivoissa, imusolmukkeissa tai nivelissé. Tuberku-
loosi tarttuu huonosti, noin 30 % lahipiirissa altistuneista saa tartunnan ja vain noin 10
% tartunnan saaneista tuberkuloosi kehittyy latentista muodosta kliiniseksi taudiksi jos-
sain vaiheessa elamaa. (Asiantuntijaryhmén suositus 2003; Sosiaali- ja terveysministe-
rié 2006.)

3.1 Taudin kulku

Keuhkotuberkuloosi on ihmisestd toiseen tarttuva sairaus, joka leviad, kun tuberkuloosia
sairastava henkil® esimerkiksi yskii tai aivastaa. Tuberkuloosi levida yleensé vain keuh-
kotuberkuloosia sairastavan henkilén valitykselld. Keuhkotuberkuloosi tarttuu, kun al-
tistavan henkilén yskoksessé on tarpeeksi paljon tuberkuloosibakteereita. Tarttumisto-
denndkdisyyteen vaikuttaa moni tekijé, kuten altistumisaika, tartuttavan henkilén yski-
mistavat ja altistumistilan ilmanvaihto. Tuberkuloosia sairastava henkil6 erittaa tuberku-
loosibakteeria pisara-aerosolimuodossa. Nesteen haihtuessa pisaroista muodostuu il-
massa pienid tarttuvia hiukkasia, jotka jadvat leijailemaan ymparistoon. (Liippo 2005:
402.)



Keuhkotuberkuloosin kehittymisessa on useita eri vaiheita. (Ks. kuvio 1.) Tuberkuloo-
sibakteeri kulkeutuu sis@an hengittdvan henkilon keuhkoihin, keuhkorakkuloihin, joissa
bakteerien ympérille syntyy alkeispesakkeita. Alkeispesékkeista tuberkuloosibakteerit
voivat levitd imu- ja veriteitse muualle elimistoon. Tata taudintilaa kutsutaan primaéri-
tuberkuloosiksi (Liippo 2005: 403.)

Tuberkuloosibakteerit joutuvat keuhkorakkuloissa aktivoimattomien makrofagien fago-
sytosoimiksi. Osa bakteereista tuhoutuu, mutta bakteerin tehokkaiden virulenssitekijoi-
den ansiosta, osa voi sdilya hengissé ja alkaa lisaantya makrofageissa. Tuberkuloosibak-
teeri lisdantyy makrofagissa niin pitkéaan, kunnes makrofagi repeytyy ja uudet bakteerit
paasevat leviaméan muualle elimistéon. (Vasankari — Liippo — Ruutu 2007.) Yleensa
elimiston puolustus kuitenkin pystyy voittamaan tuberkuloosibakteerit, jolloin muodos-
tuneissa primaaripesakkeissa alkaa granulooman muodostuminen ja pesakkeen kalkkeu-
tuminen. Pesékkeisiin jadneet bakteerit voivat myéhemmin, jopa kymmenien vuosien
paéasta tartunnasta, aiheuttaa postprimaarisen taudin eli latentin tuberkuloosin reaktivaa-
tion. (Liippo 2005: 403.).

‘ TUBERKULODSIN TAUDINKULKU ‘

Elimistii tuhoaa kaikki Basillt alkavat jakaartua Elimistd eristaa basilit, Elimisti eristad basilit,

M tuberculosis basillit infektion jalkeen mutta &i tuhaa s mutta gi tuhoa niitd
Kliinista tautia gi Kehittyy primaari- il e Tauti aktivaituu ja kehittyy
kekity koskaan tuberkuloosi kehity kaskaan tuberkuloosin reaktivaatio

KUVIO 1. Tuberkuloosin taudinkulku.

I

Noin 10 % sairastuneista latentti tuberkuloosi aktivoituu jossain vaiheessa eldmaég,
yleensa henkilon yleiskunnon ja immuniteetin heikennettyd. Kun immuunipuolustus ei

enéa jaksa pitéa latenssia yll&, tuberkuloosibakteereita siséltavat kuoliot alkavat rikkou-



tua, jonka seurauksena bakteerit alkavat hapensaannin myota taas jakaantumaan. Téassa
vaiheessa henkil0 erittdd yskoksissadan hyvin paljon bakteereita ympéristoonsa. Keuhkot
alkavat vaurioitua, kun nithin syntyy tuberkuloosin seurauksena repeami ja arpikudos-
ta. Vain aktiivisessa vaiheessa olevaa keuhkotuberkuloosia sairastavat potilaat voivat
levittda tautia eteenpédin. (Viljanen ym. 2005: 145.) Muissa elimissé kuin keuhkoissa
oleva tuberkuloosi tarttuu hyvin harvoin. Keuhkotuberkuloosikin tarttuu yleensé vasta
pitkdaikaisen altistumisen jalkeen. (Liippo 2005: 399.)

3.2 Latentti tuberkuloosi

Latentti tuberkuloosi, LTBI, tarkoittaa sité, ettd tuberkuloositartunnan saaneella henki-
I6114 ei esiinny tuberkuloosin aiheuttamia kliinisia oireita eika siihen viittaavia 10ydok-
sid. LTBI ei myoskaan tartu ihmisesté toiseen. Latentin ja aktiivisen tuberkuloosin eroja
on lueteltu alla olevassa taulukossa (ks. taulukko 1). Latentti tuberkuloosi voi kehittya
Kliiniseksi taudiksi, kun henkilon immuniteetti heikkenee esimerkiksi vanhuuden tai
sairauden hoidon myo6ta. Erityisen suuri riski tuberkuloosin aktivoitumiseen on rokot-
tamattomilla lapsilla, joilla elimiston immuunipuolustus ei ole vield taysin kehittynyt.

(Asiantuntijaryhman suositus 2003: 2; Vasankari ym. 2007: 2.)

TAULUKKO 1. Latentin tuberkuloosin ja aktiivisen tuberkuloosin eroja (Mukaillen
Centers for Disease Control and Prevention).

Latentti tuberkuloosi (LTBI) Aktiivinen tuberkuloosi

+ Mahdollisia oireita on mm. yska,
kipu keuhkoissa, jatkuva kuume, yo-

+ Kiiinisten oireiden ja tuberkuloosiin hikoilu, laihtuminen, ruokahalun
viittaavien 16ydosten puuttuminen puutos.

+ Positiivinen ELISPOT- tai Quantife- | *+ Keuhkojen rontgenkuva voi olla epé-
ron-TB Gold -testi normaali

+ Keuhkoista otetssa rontgenkuvassa ei | * Yskosnéytteet voivat olla positiivisia
viitteit taudista viljelyssé tai varjayksessa

+ Positiivinen ELISPOT - tai Quantife-
ron-TB Gold -testi




Tavanomaista reumaldakitystd saavalla nivelreumapotilaalla on arvioitu olevan nelin-
kertainen riski latentin tuberkuloosin aktivoitumiseen. Mikéli perinteinen reumahoito
osoittautuu tehottomaksi, annetaan potilaalle nivelreuman biologista tdsmélaakettd,
tuumorinekroositekijan (TNF) salpaajaa. Tdma edelleen nelinkertaistaa riskin, ettd la-
tentti tuberkuloosi aktivoituu. Tasta syysta latentti tuberkuloosi on ehdottomasti diag-
nosoitava ja hoidettava ennen nivelreumaldakityksen aloittamista. TNF:n salpaajia kay-
tetadn nivelreuman liséksi myos esimerkiksi selkdrankareuman, psoriaasin ja tulehduk-
sellisten suolistosairauksien, kuten Chronin taudin hoidoissa. (Salonen — Repo — Leiri-
salo-Repo 2007.)

Suomessa latenttia tuberkuloosia hoidetaan ainoastaan riskiryhmissg, silla terveilld ja
hyvakuntoisilla ihmisilla latentti tuberkuloosi harvoin aktivoituu. Lisaksi hoitomydnty-
vyys voi hyvékuntoisilla henkil6illd olla puutteellista, sill& hoito on pitkakestoinen, l1&&-
kemé&éra suuri ja hoidossa kaytetyilld 1aakkeilld voi olla haittavaikutuksia. Edellda maini-
tut seikat ja LTBI:n oireettomuus voi aiheuttaa sen, ettd ladkitys jatetadn kesken. Hoi-
don ennenaikainen keskeyttdminen aiheuttaa resistenttien tuberkuloosikantojen syntya.
Riskiryhmiin kuuluvilla henkil6illa aktiiviseen tuberkuloosiin sairastumisriski on suuri,
joten se on hoidettava tuberkuloosin kehittymisen estdmiseksi. (Asiantuntijaryhman
suositus 2003: 2533.)

3.3 Immuunipuolustus tuberkuloosi-infektiossa

Tuberkuloosi-infektion seurauksena elimistdssé kehittyy tuberkuloosibakteeria vastaan
soluvélitteinen immuniteetti. Soluvélitteisesséd eli hankitussa immuniteetissa T-
lymfosyytit tunnistavat spesifisesti elimistolle vieraita rakenteita eli antigeeneja. T-
soluista muodostuu my6s muistisoluja, joiden tehtdvdnd on muistaa ja tunnistaa aikai-

semmin kohdattu antigeeni ja tuhota se tehokkaasti. (Arstila — Hanninen 2005: 707.)

Makrofagien fagosoidessa tuberkuloosibakteereita tartunnan jalkeen, osa bakteereista
séilyy elinkykyisind makrofagien sisalld. Makrofagien pinnoilla, tietyt fagosomista va-
pautuvat antigeenit alkavat ekspressoitua yhdessda HLA-antigeenien kanssa. Elimiston
T-solut, tunnistavat tdman antigeenikompleksin ja aktivoituvat. Aktivoituneet T-solut
kaynnistavat sytokiinituotannon, joka puolestaan aktivoi makrofageja tuhoamaan tuber-

kuloosibakteereita. Aktivoituneet T-solut alkavat myos itse tuhota tuberkuloosibasilleja.



Erds sytokiini, jota T-solut tuottavat, on gammainterferoni (INFy). Aktivoituneet mak-
rofagit pystyvét tunnistamaan ja tuhoamaan tuberkuloosibakteereita. Makrofagien akti-
voinnin lisdksi, sytokiinit aktivoivat granuloomamuodostusta seké tulehdusreaktiota,
joiden avulla elimistd pyrkii estamaan infektion kulkua. (Arstila — Hanninen 2005: 709-
710; Liippo ym. 2005: 404.)

Immuunipuolustuksen aktivoinnin tuloksena makrofagit ympardivéat tuberkuloosibasillit
ja muodostavat nain bakteerille tiiviin etenemisesteen. Granulooman muodostuminen ja
tulehdusreaktio aiheuttavat primééripesédkkeen arpeutumisen. Jos ihmisen immuunipuo-
lustus jostain syysta heikkenee, eiké se jaksa enad pitda bakteereita muodostuneissa pe-
sékkeissd, tauti etenee aktiiviseen muotoonsa. Tuberkuloositartunnan saanut henkil6 voi
sairastua aktiiviseen tuberkuloosiin pian infektoitumisen jalkeen, mutta suurimmalla
osalla tartunnan saaneista, tuberkuloosi pysyy elimistossé latentissa muodossa. (Vilja-
nen ym. 2005: 145.)

4 LATENTIN TUBERKULOOSIN DIAGNOSOINTI

Latentin tuberkuloosin diagnosoinnissa kaytetddn nykyddn mm. ELISPOT-menetelmé&an
perustuvaa T-SPOT.TB-testia sekd QuantiFERON®-TB Gold -méaritysta. Latentin tu-
berkuloosin diagnosoinnin tarkoituksena on l0ytéa oireettomat tuberkuloosin kantajat
tilanteissa, joissa esimerkiksi jonkin hoidon seurauksena latentti tuberkuloosi voisi akti-
voitua ja néin heikentaa potilasta entisestdan. T-SPOT.TB ja QuantiFERON®-TB Gold
-testeill& voidaan osoittaa onko potilas altistunut tuberkuloosibakteerille, mutta niill& ei

voida erottaa aktiivia tuberkuloosia latentista muodosta.

Kliinisten tuberkuloosi-infektioiden tunnistuksessa ensisijaisia menetelmia ovat hapon-
kestdvan sauvan vérjays ja viljely. Viljelyn avulla maaritetddn potilaasta eristetyn kan-
nan ladkeherkkyydet seka selvitetddn kannan epidemiologiaa. Haponkestdvan sauvan
varjays tehdaan potilaan yskoksestd, jonka avulla voidaan diagnosoida mahdollinen
keuhkotuberkuloosi. Jos kyseessa on jokin muu kuin keuhkotuberkuloosi tai potilas ei
kykene tuottamaan yskdstd, voidaan tuberkuloosin diagnosointiin kayttdd histologisia

tutkimuksia ja geenimonistustekniikoita. (Tuuminen ym. 2008: 1.)



ELISPOT-menetelmasta on suoritettua erilaisia tutkimuksia ympéari maailmaa. Yleensé
tutkimukset keskittyvét 1&hinnd ELISPOTin, QuantiFERON®-TB Gold -testin ja ihotes-
tin vertailuun, ELISPOTIn herkkyyteen ja tarkkuuteen, mutta myds néytteen sdilyvyytta
on tutkittu. Sailyvyystutkimukset ovat kuitenkin keskittyneet useimmiten pakastukseen,

ei niinkaan tuorenaytteisiin.

Aikaisemmissa opinnaytetdissa ELISPOT-menetelméé on tutkittu moneen otteeseen.
Vuonna 2001 tutkittiin yleisesti ELISPOT-menetelmdd ja sen toimivuutta ja vuonna
2002 valmistuneen opinnéytetydn tarkoituksena oli ELISPOT-menetelmén pystyttami-
nen immunologian osastolla. ELISPOT-néytteiden pakasteséilytysta tutkittiin vuonna

2008 valmistuneessa opinnaytety0ssa.
4.1 T-SPOT.TB

ELISPOT-menetelmaan perustuvaa T-SPOT.TB-méaéritysta varten potilaan veresta eris-
tetddn mononukleaariset solut eli pydrea- tai ovaalitumaiset valkosolut, joita ovat lym-
fosyytit ja monosyytit . Eristettyja soluja stimuloidaan spesifisill& tuberkuloosiantigee-

neill.

T-SPOT.TB on diagnostinen in vitro testi, jonka avulla voidaan selvittad, onko néayttees-
sé T-soluja, jotka reagoivat M. tuberculosis -bakteerin antigeenistimulaatioon tuottamal-
la interferoni gamma-nimista sytokiinia (INFy). Elimiston infektoituessa M. tubercu-
losis -bakteerilla, T-solut herkistyvét tuberkuloosibakteerin antigeeneille. T-solut voi-
daan erotella verestd ja méaarittadd yksittaisen solun tasolla niiden sytokiinituotantoa. T-
solujen stimuloimiseen k&ytetddn kahta eri antigeenid, ESAT-6- ja CFP10-proteiinia,
jotka ovat M. tuberculosis -spesifisia. (T-SPOT.TB Package Insert 2007.) Menetelman
tarkkuus perustuu ESAT-6- ja CFP10-geenien puuttumiseen BCG-rokotekannasta, joten
BCG-kanta ei pysty myodsk&én tuottamaan Kyseisid antigeenejd. Tastd syysté tuberku-
loosia vastaan rokotetuilla henkil6illa ei ole riskid saada mééarityksessa vaaria positiivi-

sia tuloksia. (Tuuminen ym. 2008: 2.)

Mononukleaariset solut erotellaan kokoverestd sentrifugoimalla, jonka jalkeen solut
pestéan ja lasketaan solulaskijalla. Solujen laskemisella varmistetaan, etta soluja on tar-
peeksi paljon luotettavan analysoinnin suorittamiseen. Kutakin naytettd kohtaan kéyte-
td&n kahdeksan ndytekaivoa: media, paneeli-A, paneeli-B, PPD ja PHA. Néaytekaivot on
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paallystetty hiiren monoklonaalisella INFy-vasta-aineella. Negatiivisena kontrollina
toimii media, jonka avulla tarkastellaan ei-spesifista soluaktivaatiota. Paneeli-A siséaltaa
ESAT-6-antigeenia ja paneeli-B CFP10-antigeenia. Positiivinen kontrolli sisaltdd poly-
klonaalista aktivaattoria, PHA:ta, jonka tarkoituksena on kontrolloida mononukleaa-
risolujen toimivuutta stimuloimalla epaspesifisesti solujen inteferonituotantoa. PPD on
”Purified Protein berirative”-proteiiniseos, jonka antigeeneja on lasnd myds BCG-
rokotekannassa. (Elispot menetelmdohje 2009: HUSLAB; T-SPOT.TB Package Insert
2007.)

Analysointi suoritetaan niin, ettd ensin pestyt ja lasketut mononukleaariset solut inku-
boidaan antigeenien kanssa yon yli ndytekaivoissa. Taman vaiheen tarkoituksena on
stimuloida herkistyneitd T-soluja. Jos tuberkuloosille herkistyneitd T-soluja on tutkitta-
vassa naytteessd, ne tuottavat sytokiinia, joka kiinnittyy erittdvan solun ymparille kaivo-
jen pohjalla oleviin INFy-vasta-aineisiin. Inkubaation jalkeen solut ja muut ylimaaraiset
aineet pestéan kaivoista, jolloin niihin j&& ainoastaan vasta-aineisiin kiinnittyneet syto-
kiinit. Taméan jalkeen kaivoihin lisataan toista, entsyymill& (alkalinen fosfataasi) leimat-
tua monoklonaalista INFy-vasta-ainetta, joka sitoutuu sytokiineihin. Ylimadrdinen, si-
toutumaton aine pestddn kaivoista, jonka jalkeen kaivoihin lisatddn substraattia
(BCIP/NBT). Entsyymi saostaa lisatyn substraatin, jolloin kuopan pohjalle muodostuu
varillisia taplia ("spotteja™), joiden maéra mitataan automaattisella AID EliSpot reader
system-lukijalaitteella. (Elispot menetelméohje 2009: HUSLAB; T-SPOT.TB Package
Insert 2007.)

Oxford Immunotec:in ohjeistuksen mukaan, verindyte on otettava CPT-putkeen tai
vaihtoehtoisesti litiumhepariiniputkeen. EDTA-putkea ei suositella, sillda EDTA saattaa
héiritd maaritystad. Verindytettd on séilytettdva huoneenldammossa ja ndyte pitdd analy-
soida kahdeksan tunnin sisélla ndytteenotosta, jotta mononukleaarisolujen laatu ja méé-

ra pysyisivat tarpeeksi korkealla. (T-SPOT.TB Package Insert 2007.)
4.2 Muita menetelmia

Ennen nykyisten verindytteista tehtdvien tuberkuloosimaaritysten kéayttéonottoa, latent-
tia tuberkuloosia diagnosoitiin yleisimmin Mantoux'n tuberkuliinikokeella, jossa tuber-
kuloosiantigeenia ruiskutetaann ihon pintakerrokseen. Tuberkuliinikokeen huonoja

puolia ovat mm. sen antamat véarat negatiiviset tulokset etenkin nuorilla lapsilla ja im-
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muunipuutospotilailla — ryhmilld, joilla latentin tuberkuloosin I6ytdminen on erittdin
tarkedd. Toisin kuin nykyaan kaytettavat Quantiferon- ja ELSPOT-testit, ihotesti antaa
usein myo0s véaria positiivisia tuloksia etenkin niill& potilailla, jotka on rokotettu BCG-
kannalla tai jotka ovat altistuneet jollekin muulle mykobakteerille. (Brink — Rooyen
2007.)

Talla hetkella HUSLAB kayttdd QuantiFERON®-TB Gold -maaritysta tapauksissa,
joissa verindytettd ei ole mahdollista toimittaa laboratorioon neljan tunnin sisalla. Esika-
sittelyn ja inkubaation jalkeen on kolme vuorokautta aikaa toimittaa ndyte tutkivaan
laboratorioon. QuantiFERON®-TB Gold -maaritys on myds lapsiystavéllinen, silla
maadritykseen tarvittava verimééra on pieni. Haittapuolena voidaan pitéa sitd, etta solu-
jen stimulaatio tapahtuu néyteputkessa, jolloin ei voida olla varmoja kokoveren laadus-
ta, siind voi olla liian vahan soluja tai maaritysta haittaavia tekijoitd. (Tuuminen ym.
2008: 2.) ELISPOT-maarityksen etuja QuantiFERON®-TB Gold -méaaritykseen verrat-
tuna ovat sen parempi herkkyys ja tarkkuus. ELISPOT'illa saadaan véhemman epévar-
moja tuloksia ja se on QuantiFERON®-TB Gold -mé&aritysta herkempi. (Brink — Rooy-
en 2007.)

QuantiFERON®-TB Gold -maéaritys eroaa ELISPOT-maarityksestd myos siind mieles-
s4, ettd siind mitataan T-lymfosyyttien tuottaman interferoni gamman (IFNy) maaraa
naytteessd. T-lymfosyyttien tuottama IFNy-mé&ard on verrannollinen herkistyneiden
lymfosyyttien méaréén. ELISPOT'issa taas tulokseksi saadaan INFy tuottavien mono-
nukleaarisolujen maaré: jokainen "spotti" edustaa solua, joka tuottaa INFy:aa. Quanti-
FERON®-TB Gold -maéarityksessa IFNy:n mittaaminen tapahtuu suoraan putkesta, eika
preanalyyttisia kasittelyja tarvita toisin kuin ELISPOT-méarityksessé. (B —TbIFNg.)

5 VERINAYTTEEN SAILYVYYS ANALYSOINTIKELPOISENA

T-SPOT.TB-madrityksessa verindyte otetaan CPT-putkeen tai litiumhepariiniputkeen.
Néytteestd erotellaan sentrifugoinnin avulla mononukleaarisolut, joiden toimintaa maa-
rityksessa tutkitaan. Jotta saadut tulokset olisivat luotettavia, on mononukleaarisolujen
maaré oltava riittavéa, eika niiden elinkyky tai reagointi antigeenistimulaatioon saa olla

heikentynyt. Mononukleaarisolujen maaré ja ominaisuudet laskevat mitd kauemmin
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naytettd sailytetddn. Myds naytteiden séilytysldmpdtila vaikuttaa mononukleaarisolui-
hin.

Mita pidempéan naytetta silytetadén sita vaikeampaa mononukleaaristen solujen erottelu
muista soluista on. Tdma johtuu lahinna siitd, ettd ndytteen granulosyytit alkavat ajan
kuluessa menettda tiheyttaan, joten ne eivét sentrifugoitaessa endé jaa erottelumedian
alapuolelle. Granulosyyttikontaminaatio alentaa T-solujen toimivuutta, jonka seurauk-
sena tuloksista tulee epaluotettavia. (McKenna — Beatty — Vicetti — Bilonick 2009: 1.)

51 BD CPT-putki

BD Vacutainer® CPT™ -putken avulla voidaan kokoveresta erotella mononukleaariset
solut. CPT-putki siséltdd 0.1 M natriumsitraattia, joka toimii antikoagulanttia sek& FI-
COLL™ Hypaque™ -erottelumediaa. Lisaksi CPT-putkessa on polyesterista koostuva
geeli, joka erottaa natriumsitraatin ja erottelumedian. Ficoll-erottelumedian toiminta
perustuu mononukleaaristen solujen alhaiseen tiheyteen, jonka ansiosta ne voidaan ero-
tella sentrifugoinnin avulla kokoverestd. Solut laskeutuvat putkessa eri solutyyppien
tiheyserojen mukaisesti. Sentrifugoinnin jalkeen polyesterigeelin paalle ja& plasma seka
mononukleaariset solut ja geelin alle jadvat tiheydeltddn suurempiarvoiset solut, kuten

punasolut ja granulosyytit.

Mononukleaarisolut ja plasma kaadetaan varovasti steriiliin falcon-putkeen. Jos néytetté
ei voida heti prosessoida, putkea k&d&nnelld&n varovasti niin, ettd mononukleaariset solut
sekoittuvat plasmaan. Plasmassa mononukleaariset solut sailyvat pidempaan elinkykyi-
sing, silla se sisaltaa soluille tarvittavat ravinteet. BD:n mukaan sentrifugoidut ja plas-
maan sekoitetut mononukleaarisolut séilyvat analysointikelpoisina 24 tuntia. (Elispot
menetelmédohje 2009: HUSLAB; Vacutainer® CPT™ tube Product Data Sheet 2009.)

Mononukleaarisolujen erottelu tulee suorittaa viimeistaan kaksi tuntia ndytteenoton jal-
keen, jotta valtyttéisiin punasolukontaminaatiolta. Mit4 pidemp&an naytettd sailytetaan
kokoverend sitd huonompaan erottelutulokseen paastaan. Jos ndytettd ei sentrifugoida
kahden tunnin sisélld tai sentrifugoitua néytettad sailytetddn yli 24 tuntia, alkaa pu-
nasolukontaminaation lisaksi mononukleaarisolujen maaré laskea erottelun jéalkeen. Li-

séksi niiden toimintakyky heikkenee ja erottelu muista valkosoluista vaiketutuu. Esi-
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merkiksi granulosyyttikontaminaation riski nousee ajan kuluessa. (Vacutainer® CPT™
tube Product Data Sheet 2009.)

5.2  Litiumhepariiniputki

Tyossa kaytettiin kahdeksan millilitran litiumhepariiniputkia, joissa verta antikoagu-
loiva aine on litiumhepariini. Hepariiniputkiin otettuihin kokoverinaytteisiin lisattiin T-
Cell Xtend -liuosta juuri ennen solujen erottelua Leucosep-putkissa. llman T-Cell Xtend
-liuosta, ELISPOT-madritysta varten hepariiniputkeen otettu verindyte sailyy analysoin-
tikelpoisena noin kahdeksan tuntia. Liian pitka séilytysaika aiheuttaa mononukleaa-

risolujen maarén ja toimintakyvyn alenemisen.
5.2.1 Leucosep®-erotteluputket

Tyossé kaytettiin Greiner Bio-One -valmistajan Leucosep®-erotteluputkia, joiden avul-
la eroteltiin hepariiniputkiin otetuista kokoverinaytteista perifeerisen veren mononukle-
aarisolut. Leucosep-putket sisaltavat huokoisen, aineita lapipadstavan esteen seké erotte-
lumedian. Ficoll Paque™ PLUS -median erottelukyky perustuu eri solupopulaatioiden
tiheyseroihin. Putkessa sijaitsevan esteen avulla verindyte voidaan lisatd erotteluputkeen
ilman pelkoa, ettd ndyte ja esteen alapuolella oleva Ficoll Paque™ PLUS -media sekoit-
tuisivat keskendan. Tama nopeuttaa ja helpottaa néytteen erottelua. Sentrifugoinnin ai-
kana mononukleaariset solut jadvat erottelumedian ylapuolelle ja punasolut seka granu-
losyytit erottelumedian alapuolelle. (Leucosep Instruction Manual 2003.)

Putkia kaytetdan, kun litiumhepariiniputkiin otetuista kokoverinéytteistd halutaan ero-
tella mononukleaariset solut. Kokoveri kaadetaan Leucosep-putkeen, jonka jalkeen put-
ki sentrifugoidaan ilman jarrua (10 minuuttia 1000 g). Sentrifugoinnin jélkeen erottelu-
median ylapuolelle tulee plasma, mononukleaariset solut ja alapuolelle punasolut sek&
granulosyytit. Mononukleaariset solut pipetoidaan varovasti pipetilld plasmakerroksen
alapuolelta, juuri ennen erottelumediaa ja siirretddn puhtaaseen, tyhjaan falcon-putkeen.
(Leucosep Instruction Manual 2003.) Tarkka ty6ohje on esitetty tarkemmin liitteessa 3.
Jotta Leucosep-putkissa eritellyt ndytteet olisivat vertailukelpoisia muiden ndytteiden

kanssa, solujen pesu suoritetaan samoilla liuoksilla kuin muidenkin naytteiden pesu.
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Leucosep®-putket helpottavat ja nopeuttavat mononukleaarisolujen erottelua, silla niité
kaytettéessa ei tarvitse varoa naytteen ja erottelumedian sekoittumista keskendén. Mo-
nonukleaarisolujen elinkyky ja riittdvda maara on hyvin tarkeéd tutkittaessa T-solujen
toimintaa. Tarkalla ja luotettavalla erottelutekniikalla taataan mononukleaarisolujen
toimivuus ja elinkyky sekd minimaalinen punasolu- ja trombosyyttikontaminaatio.
(Nilsson — Aboud — Karlén — Hejdeman — Urassa — Biberfeld 2008.)

5.2.2 T-Cell Xtend-liuos

T-Cell Xtend on Oxford Immunotec'in valmistama reagenssi, jonka avulla mononukle-
aarisolut voidaan erotella laadukkaasti kokoveresté jopa 32 tuntia ndytteenoton jalkeen.
ELISPOT-méérityksissd on normaalisti litiumhepariiniputkeen otettu verindyte ana-
lysoitava viimeistadn kahdeksan tuntia néytteenoton jalkeen. T-Cell Xtend -liuoksen
avulla voidaan ELISPOT-madrityksen kayttoa laajentaa, silla néytteen sailyvyyden pi-
dentdminen antaa laboratorioille mahdollisuuden analysoida myods kauempaa tulevia

naytteitd, joiden kuljetuksessa kestaa yli kahdeksan tuntia.

T-Cell Xtend -liuos sitoo hdiritsevat, ei-halutut solut punasoluihin vasta-
ainekompleksien avulla ja ndin lisaa niiden tiheyttd. Kun tdman jalkeen nayte sentrifu-
goidaan Ficoll™-erottelumedian avulla, punasoluihin sidotut héiritsevét solut saadaan
eroteltua putken pohjalle. Oxford Immunotec, joka valmistaa T-Cell Xtend -liuosta,
lupaa, ettd mononukleaarisoluja, jotka on eroteltu T-Cell Xtend -liuoksen avulla, voi-
daan kayttdd ELISPOT-menetelméssd 32 tunnin séilytyksenkin jalkeen. (T-Cell Xtend
Package Insert 2008.)

Kéaytettdessd T-Cell Xtend -liuosta, on huomioitava, ettd verindytettd ei saa ottaa
CPT™-putkeen tai EDTA-putkeen, silld ne hairitsevat Xtend-liuoksen toimivuutta. T-
Cell Xtend-liuoksen kayttoon soveltuu ainoastaan litiumhepariiniputki. Erottelumene-

telmé&nd mm. Leucosep®-putket ovat yhteensopivia T-Cell Xtend -liuoksen kanssa.

Verindyte otetaan litiumhepariiniputkeen, jonka jalkeen sitd voidaan séilyttdd 10-25
ldmp0asteessa jopa 32 tuntia. Naytteen kuljetuksessa tulee siis ottaa huomioon kuljetus-
ldmpotila, jotta ndytteessd olevat mononukleaarisolut eivét vahingoittuisi. Verindyte
ldhetetdén tutkivaan laboratorioon, jossa siihen lisgtédan juuri ennen naytteen prosessoin-

tia 25 pl T-Cell Xtend -liuosta 1 ml kokoverta kohti. Naytettd sekoitetaan kdantelemalla



15

sitd varovasti noin kymmenen kertaa. Sekoittamisen jalkeen néytettd inkuboidaan 20
minuuttia huoneenlammaossa. Tamén jalkeen mononukleaarisolut voidaan erotella esi-

merkiksi Leucosep®-erotteluputkella. (T-Cell Xtend Package Insert 2008.)

Oxford Immunotec'in suorittamassa tutkimuksessa 46 potilaalta otettiin kaksi putkea
verta litiumhepariiniputkiin. Toinen putki analysoitiin kahdeksan tunnin kuluttua manu-
aalisesti Ficoll-menetelméllé erotellusta naytteesta ja toinen Leucosep®-putkella erotel-
lusta naytteestd 29-32 tunnin kuluttua. Jalkimmaisen ndytteen prosessoinnissa kéaytettiin
T-Cell Xtend -liuosta. Molemmissa tapauksissa erotellut mononukleaarisolut olivat sai-
lyneet toimivina ja ELISPOT-maéarityksesta saatiin tutkimuksen mukaan luotettavia

tuloksia. (Leucosep tubes Package insert 2009.)

Oxford Immunotec’in suorittamaan tutkimuseen tulee kuitenkin suhtautua kriittisesti,
silla tutkimuksen suorittajana on toiminut T-Cell Xtend -reagenssin valmistaja, eika

tarkkaa tyon toteutusta ja tulosten tulkintaa ole selvitetty.

6 TYON TARKOITUS

Tyon tarkoituksena on selvittdd, miten ndytteen 24 tunnin séilytys vaikuttaa ELISPOT-
menetelmaéan perustuvan T-SPOT.TB-testin tarkkuuteen. Sailytyksen vaikutusta testa-
taan Vacutainer® CPT™ -putkessa (Cell Preparate Tube) sekd BD Vacutainer® litium-
hepariiniputkessa, johon on lisdtty T-Cell Xtend -liuosta. Ty6ssa arvioidaan T-Cell
Xtend -liuoksen ja CPT-putken valmistajien antamat suositukset naytteen sdilyvyydesta.

Ty0On tavoitteena on saada vastaus seuraaviin kysymyksiin:

1. Miten néytteen séilytys CPT-putkessa 24 tuntia vaikuttaa T-SPOT.TB-testin tulosten
tarkkuuteen?

2. Miten T-Cell Xtend -reagenssin lisdys vaikuttaa litiumhepariiniputkiin otettujen T-
SPOT.TB-néaytteiden tuloksiin 24 tunnin séilytyksen jalkeen? Tuoko T-Cell Xtend-

reagenssi selvad parannusta naytteen sailyvyyteen?
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7 TYON TOTEUTTAMINEN

Opinndytetyo suoritetaan HUSLABIn mikrobiologian vastuualueen immunologian osas-
tolle. Tyon ohjaajina toimivat Tamara Tuuminen sekd Milja Korpinen. Tydssa kéyte-
tddn Oxford Immunotec:in T-SPOT.TB 8 -kittid, joka siséltdd 12 kahdeksan kuopan
mikrotitterstrippiéd seké tarvittavat antigeenit (panel A, panel B), positiivisen kontrollin
(PHA) ja reagenssit (Conjugate reagent, Substrate solution). T-SPOT.TB-kitti on jo
valmiina immunologian osastolla ja tarvittavat Leucosep-putket sekd T-Cell Xtend -
livos tilattiin joulukuussa 2009. Tammikuussa 2010 harjoittelin viikon ajan ELISPOT-
menetelmad immunologian harjoittelujaksolla. Viikon aikana ehdin analysoimaan kaksi

potilasnéytesarjaa.

Analysointeja tehdesséni aion seurata hyvin tarkkaan menetelméohjeita ja kysya tarvit-
taessa neuvoja ohjaajaltani. Pipetoinnit aion suorittaa tarkkaan ja mahdollisimman rau-
hallisesti. Tarkoituksenani on Kirjata kaikki tyovaiheet ja niiden onnistumisen mahdolli-
simman tarkkaan yl0s ja pitéa tyopaivakirjaa, jossa kuvaan tyGvaiheiden aikaiset tapah-
tumat. Naytteiden saapumisajat laboratorioon on tarkemmin esitelty liitteessa 1.

7.1 Testauksen aineisto ja eettinen pohdinta

Tyossa kaytetyt potilasnaytteet keratddn kuudelta taysi-ikdiselta potilaalta, joilla on ai-
kaisemmin todettu matalat Elispot-vasteet. (Ks. kuvio 2.) Matala Elispot-vaste tarkoittaa
sité, ettd positiivinen Elispot-tulos on lahelld negatiivisen ja positiivisen rajaa. N&in ol-
len pienikin spottimdaran alenema nakyy tuloksen muuttumisena negatiiviseksi ja hel-

pottaa néin tulosten tulkintaa.

Verindytteet otetaan kahteen BD Vacutainer CPT kahdeksan ml:n putkeen seka kahteen
kahdeksan ml muoviseen litiumhepariiniputkeen. Yksi litiumhepariiniputki ja yksi CPT-
putki analysoidaan heti (alle nelja tuntia ndytteenotosta). Kokoverestd, joka on otettu
litiumhepariiniputkeen, erotellaan mononukleaarisolut (Peripheral Blood Mononuclear
Cell, PBMC) Leucosep®-putkessa.

Vuorokauden kuluttua (24h) néaytteenotosta analysoidaan toinen litiumhepariini- ja toi-
nen CPT-putki. Becton Dickinson on luvannut CPT-putken sdilyvyydeksi 24 tuntia, jos

nayte sentrifugoidaan viimeistddn kahden tunnin sisalla naytteenotosta. Litiumhepa-
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riiniputkeen lisatdan T-Cell Xtend -liuos (25ul/1ml kokoverta) juuri ennen analysointia.
Kaikista putkista lasketaan valkosolujen saanto sek& lymfosyyttien puhtausaste ana-
lysointivaiheessa, jolla varmistetaan, ettd ndyte on tarpeeksi laadukas analysoitavaksi.
Laadukkaan tuloksen saamiseksi yhdessa naytekuopassa tulisi olla 250 000 solua. (T-
SPOT.TB Package Insert 2007).

- elispot positiivinen (matala vaste)

- potilaita yhteensa kuusi

POTILAS

- jokaiselta potilaalta nelja naytetts
(2 % 9 ml litiumhepariini ja 2 x CPT 8 ml)

CPT-putki

- sentrifugointi heti
naytteenoton jalkeen

Litiumhepariiniputk

- analysointi heti (<4 h n_otosta)

- mononukleaarisolujen erottelu
Leucosep-putkessa

- analysointi heti (<4 h n_otosta)

Litiumhepariiniputki

- valkosolusaannon ja
lymfosyyttien puhtausasteen
maarittdminen

- valkosolusaannon ja lymfosyyttien
puhtausasteen maarttaminen - naytteen sailytys

litiumhepariiniputkessa 24 h
- sentrifuqainti heti - T-Cell ¥tend-liuoksen

naytteenoton jalkeen
vt ! lisdd@minen juuri ennen néytteen
- analysointi 24 h kasittelya

kuluttua naytteenotosta - mononukleaarisolujen erottelu
-valkosolusaannon ja Leucosep-putkessa

lymfosyyttien puhtausasteen - valkosolusaannon ja

maarittaminen lymfosyyttien puhtausasteen

maarittaminen

TULOKSET

Ag A spottimaara
Ag B spottimaara

PPD spottimaara
PHA spottimaara
median spottimaara

KUVIO 2. Naytteiden késittelykaavio ja saadut tulokset.

Kirjallisen tutkimusluvan tyolle myodnsi HULABIN toimitusjohtaja Martti Syrjéla. Kos-
ka testauksessa kaytettiin ndytemateriaalina potilasnaytteitd, jotka otettiin ainoastaan
tatd tyoté varten, oli tyolle haettava tutkimuslupa myos eettiseltd toimikunnalta. HUSin

Sisétautien eettinen toimikunta myonsi tyolle luvan syksylla 2009.

Dosentti Heikki Repo etsi sopivat potilaat ja varmisti kirjallisesti heidan suostumuksen-
sa testaukseen osallistumisesta. Potilaille kerrottiin tyon tarkoitus seké sisélto ja heilla
oli mahdollisuus Kieltaytya osallistumasta. Testauksesta tai sen tuloksista ei aiheudu

haittaa potilaan terveydelle, eik& potilaan henkil6llisyys tule esille saaduista tuloksista.
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Tyossa kaytetyt potilasndytteet nimetddn numerotunnuksilla, jotta potilaan henkil6lli-

Syys pysyisi salassa.
7.2 Tyon toteutusaikataulu

Potilasnaytteiden prosessointi immunologian osastolla suoritetaan helmikuussa 2010
viikoilla viisi ja kuusi. Potilaille on varattu naytteenottoajat HUSIn Kirurgisen sairaalan
reumapoliklinikalla, josta nédytteet toimitetaan mahdollisimman nopeasti HUSLABIn
immunologian laboratorioon. Tulokset analysoidaan viikolla seitseman ja artikkeli pyri-
tddn saamaan valmiiksi maalis-huhtikuussa. Opinndytetyo tulee olla valmiina 12.4. Ar-
tikkeli pyritadn julkaisemaan elokuussa 2010 ilmestyvéssa Kliinlab-lehdessd. Taysin
valmis artikkeli tulee lahettad lehden paatoimittajalle viimeistaan kaksi kuukautta ennen

lehden ilmestymisté, jotta se ehtisi haluttuun numeroon.

8 TULOKSET

Kuopissa olevat spottiméérat lasketaan automaattisella AID EliSpot reader system -
lukijalaitteella. Naytteistd saadut tulokset kerdtdan Excel-taulukkoon ja niiden analy-
sointi aloitetaan viikolla seitseman. Myos viikko kahdeksan on varattu tulosten ana-
lysointiin. Analysointi suoritetaan Excel-ohjelman avulla laskemalla eri putkista saatu-
jen spottimadrien prosentuaalisia eroja. Tulokseksi saadaan kaikista ndytteista antigeeni
A:n, antigeeni B:n, PHA:n, PPD:n ja median spottimd&rat. Tulokset analysoidaan las-
kemalla putkien véliset prosentuaaliset erot niin, ettd jokaista putkea verrataan siihen

CPT-putkeen, joka analysoitiin heti ndytteenoton jalkeen.

Koska testauksessa analysoidaan vain kuuden potilaan néytteitd, ei siitd saada tilastolli-
sesti merkittdvid tuloksia. Saadut tulokset ovat suuntaa antavia ja niiden tarkoituksena
on arvioida Oxford Immunotec’in antamia suosituksia HUSLABIn immunologian labo-
ratoriossa. Tuloksien perusteella ndhd&én, miten nédytteen analysointi vuorokauden ku-
luttua néytteenotosta vaikuttaa T-SPOT.TB-madrityksen tuloksiin, ja tuoko T-Cell
Xtend -reagenssi selvad parannusta naytteen sailyvyyteen. Tyossa selvidd myos miten

naytteen séilytys vuorokauden ajan CPT-putkessa vaikuttaa tuloksiin.
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Testauksesta on tavoitteena saada julkaisu Kliinlab-lehteen. Tuloksista laaditaan lehden
ohjeiden mukainen artikkeli, jossa esitelld&n johdanto, tyont avoitteet, tyossa kaytetyt
materiaalit ja menetelmét, naytteiden keruu, saadut tulokset, pohdinta seka johtopéatok-

set.

9 TIEDONHAKU

Hain tyOtd varten tietoa internetistd, kirjalahteistd, artikkeleista sekd HUSLABIn Elis-
pot-menetelmé&ohjeista. Kaytin apuna myos aikaisempia aiheesta tehtyja opinnéytetoita,
joista sain ideoita tyoni sisaltoon. Suuren osan kayttamistani Kirjoista seké osan artikke-
leista lainasin eri kirjastoista. Tiedonhaku jatkui koko opinnaytetyéprosessin ajan, joten

hakukoneita ja hakusanoja kertyi lukematon méaara.

Hain Nelli-hakukoneen avulla artikkeleja hakusanoilla T-Cell Xtend, elispot ja T-
SPOT.TB. Nailla hakusanoilla en I6ytanyt yhtdan sopivaa artikkelia. Terveyskirjaston
hakukoneesta 10ytyi monta hyvédd artikkelia hakusanoilla “latentti tuberkuloosi” ja
“elispot”. Teoriatietoa etsiesséini kiytin hyvikseni Metropolian “Tietokannat A-O”-
sivustoa, josta péasi eri hakukoneiden sivuille. Yksi eniten kayttdmani hakukone oli
PubMed. My6s Googlen kautta 16ysin monia eri sivustoja, josta 10ytyi tyéhoni sopivia

artikkeleja.
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T-Cell Xtend -reagenssin testaus pitkittyneessa T-SPOT.TB-naytekuljetuksessa

Kristel Kookmaa, llkka Seppéla ja Tamara Tuuminen

Yhteenveto

Latentin tuberkuloosin tutkimiseen kaytettavaa diagnostista in vitro ELISPOT-testia varten otetun
kokoverinaytteen lyhyt sailyvyysaika on ollut esteena maarityksen laajemmalle kaytolle, silla naytteen
kasittely tulee aloittaa neljan tunnin sisalla naytteenotosta. T-Cell Xtend -reagenssia (Oxford
Immunotec) markkinoidaan keinona pidentaa naytteen kuljetusaikaa. Taméan tyon tarkoituksena oli
selvittaa, miten naytteen 24 tunnin sailytys vaikuttaa ELISPOT-menetelmaan perustuvan T-SPOT.TB-
testin (Oxford Immunotec) tarkkuuteen. Sailytyksen vaikutusta testattiin CPT-putkessa (Cell Preparate
Tube) seka litiumhepariiniputkessa (Becton, Dickinson and Company), johon oli lisétty T-Cell Xtend -
liuosta. Tydssa arvioitiin T-Cell Xtend -liuoksen ja CPT-putken valmistajien antamat suositukset

naytteen sailyvyydesta.

Tulokset osoittivat, etta verindytteen sailytys 24 tuntia vaikutti T-SPOT.TB -maarityksen tarkkuuteen.
T-Cell Xtend -liuoksen lisaaminen ei selvasti parantanut vuorokauden kuluttua naytteenotosta
analysoitujen naytteiden sailyvyytta, vaan saadut spottimaarat olivat alhaisempia kuin heti
naytteenoton jalkeen analysoidusta naytteista saadut spottimaarét. Vaikka T-Cell Xtend paransi
mononukleaarisolujen eroteltavuutta kokoverestd, solujen immunologinen reaktiivisuus oli
alhaisempaa kuin heti analysoiduissa naytteissa. Naytteen séilytys CPT-putkessa 24 tuntia aiheultti
my0s spottimadrien laskua. Naytteen viivastynyt kasittely lisaa riskia, etta reaktiivisten solujen

esiintymistiheys on alhaisempaa kuin alle neljassa tunnissa kasitellyssa naytteessa.

English summary

To diagnose latent tuberculosis infection (LTBI) new immunodiagnostic tests based on release of
interferon gamma upon ex vivo stimulation with TB specific antigens (IGRA) have been recently
introduced. One of the IGRAs is an ELISPOT- based commercial T-SPOT.TB assay (Oxford
Immunotec). The availability of fresh samples with viable lymphocytes is the major concern to ensure
accurate results. It is recommended that the samples should be analyzed within 4 hours from the
venipuncture. To extend the storage of samples, a commercial reagent T-Cell Xtend was developed
(Oxford Immunotec). The aim of this study was to evaluate T-Cell Xtend for prolonged sample storage

and to compare the results to those obtained within 4 hours.



The tested reagent was added to lithium heparin tubes 24 hours after the blood samples were
preserved in a vertical position at room temperature. For the controls was used the same samples
drawn in the same tube and into the Cell Preparation Tube (CPT) (Becton, Dickinson and Company)
which were analyzed immediately. The stability of lymphocytes was checked from CTP tubes that
were analyzed with a 24-hour delay. The purity of the lymphocyte fraction after centrifugation from
each of the tested tubes was also compared.

The addition of the T-Cell Xtend reagent after 24 hour storage did not preserve the frequencies of
reactive lymphocytes on the same level as the samples that were processed immediately. The T-Cell
Xtend reagent improved the separation of peripheral blood mononuclear cells from the whole blood
but the observed immunological reactivities were lower compared to the samples processed
immediately. We conclude that the delay in the processing of samples will result in suboptimal
performance that cannot be compensated with the addition of the T-Cell Xtend. For the ELISPOT-
based assays the samples should be processed within a 4-hour timeframe. However, if the delay is

inevitable the borderline results should be interpreted with caution.

Johdanto

Tuberkuloosi on Mycobacterium tuberculosis -bakteerin aiheuttama infektio. Suomi kuuluu
tuberkuloosin vahaisen ilmaantuvuuden maihin, uusia tartuntoja esiintyy alle 400 tapausta vuodessa
(2). 90 %:ssa tapauksista tuberkuloosi jaa tartunnan saaneella henkil6lla latenttiin muotoon (1).
Latentti tuberkuloosi voi kuitenkin aktivoitua kliiniseksi taudiksi, jos henkilon immuniteetti heikkenee
esimerkiksi vanhuuden, jonkin sairauden tai sairauden hoidon myo6ta. Etenkin nivelreuman hoidossa
kaytetyt aggressiiviset hoitokéaytannot ja uudet biologiset ladkkeet lisdavat latentin tuberkuloosin
aktivoitumisriskia. Tasta syysta, ennen hoitojen aloittamista on varmistettava, ettei potilaalla ole

latenttia tuberkuloosia, joka voisi reaktivoitua hoitojen seurauksena (2).

Latentin tuberkuloosi-infektion diagnostiikassa kaytetddn mm. ELISPOT-menetelmaan perustuvaa T-
SPOT.TB-testia (Oxford Immunotec) ja QuantiFERON®-TB Gold -testia (Cellestis). T-SPOT.TB-testia
voidaan kayttaa, jos verindyte pystytaan toimittamaan analysoitavaksi neljan tunnin sisalla
naytteenotosta, muussa tapauksessa kaytetaan QuantiFERON®-TB Gold -testid. T-SPOT.TB on
QuantiFERON®-TB Goldia herkempi testi (3, 4), mutta siihen liittyvat preanalyyttiset vaatimukset ovat
tédhén asti olleet esteené sen laajemmalle kaytolle. Kumpikaan naistéa méaarityksisté ei erota latenttia
tuberkuloosia aktiivisesta taudista, vaan tulokset osoittavat pelkastaan henkilon altistuksen

tuberkuloosibakteerille. Verinayte on toimitettava T-SPOT.TB-tutkimusta varten analysoivaan



laboratorioon neljan tunnin sisdlla naytteenotosta. Taméa hankaloittaa ja rajoittaa méaarityksen
laajempaa kayttoa, silla kauempana Suomessa sijaitsevilla laboratorioilla ei ole mahdollisuutta saada
naytetta toimitettua maaraajassa.

Naytteen pitkittynyt sailytys aiheuttaa mononukleaarisolujen kontaminoitumisen granulosyyteilla,
joiden on todettu inhiboivan T-solujen toimintaa. T-solujen toiminnan estyminen aiheuttaa laskua T-
SPOT.TB-tuloksissa (5). Valmistajan mukaan mononukleaarisoluja, jotka on eroteltu T-Cell Xtend -
liuoksen avulla, voidaan kayttdd ELISPOT-menetelmassa 32 tunnin sailytyksen jalkeen. T-Cell Xtend -
liuos sitoo naytteen granulosyytit punasoluihin kaksoisspesifisyyttd omaavien vasta-aineiden avulla.
Kun granulosyytit on sidottu komplekseihin, verinayte sentrifugoidaan, jolloin saadaan puhdas
mononukleaarisolufraktio (6). Askettain julkaistussa tutkimuksessa 24 tunnin sailytys ei aiheuttanut

spottimaaran laskua ELISPOT-tutkimuksessa, kun naytteeseen liséttiin T-Cell Xtend -liuosta (7).

Tarkoituksena oli selvittdd, miten 24 tunnin sailytysaika vaikuttaa ELISPOT-testin tulokseen.
Verinaytteen sailyvyytta testattiin litiumhepariiniputkessa, johon on lisatty T-Cell Xtend -liuosta (Oxford
Immunotec). Kontrollina toimi CPT-putkeen (Becton Dickinson) otettu verinayte, joka oli analysoitu heti
ja 24 tunnin kuluttua naytteenotosta. Mikali valmistajien antamat sailyvyysajat toimivat annettujen
suositusten mukaisesti, voidaan T-SPOT.TB-maarityksen kayttd ulottaa myos niihin tapauksiin, joissa

naytteen toimituksessa menee yli nelja tuntia.

Materiaalit ja menetelmat

Vertailussa kaytettiin kahdeksan millilitran Vacutainer® CPT™ -putkia (Becton Dickinson). Valmistajan
mukaan viimeistadn kaksi tuntia naytteenoton jalkeen sentrifugoidut ja plasmaan sekoitetut
mononukleaarisolut sailyvat analysointikelpoisina 24 tuntia (8). Lisaksi testauksessa kaytettiin Becton
Dickinsonin yhdeksan millilitran litiumhepariiniputkia, joihin lisattiin T-Cell Xtend -liuosta juuri ennen
solujen erottelua. Litiumhepariiniputkiin otetuista kokoverinaytteista eroteltiin mononukleaarisolut

Leucosep® (Greiner Bio-One) -erotteluputkien avulla.

Tyb6ssa kaytettiin Oxford Immunotec:in T-SPOT.TB-kittid. T-SPOT.TB on diagnostinen in vitro testi,
jonka avulla voidaan selvittda, onko naytteessa herkistyneita T-soluja, jotka reagoivat M. tuberculosis -
bakteerin antigeenistimulaatioon tuottamalla interferoni gamma (INFy) nimisté sytokiinia. T-SPOT.TB-
maaritysta varten potilaan veresta eristetddn mononukleaarisolut ja niita stimuloidaan spesifisilla
antigeeneilla. Herkistyneiden T-solujen frekvenssit lasketaan niiden erittaman INFy:n perusteella.

Tuotettu INFy toimii reaktiivisten solujen "sormenjalkena” muodostamalla spotteja. Muodostuneiden



spottien maara on suoraan verrannollinen naytteessa olevien herkistyneiden T-solujen maaraan (9).

Vertailussa kaytettiin ndytemateriaalina potilasnaytteitd, jotka otettiin ainoastaan tata tyota varten,
joten tydlle haettiin tutkimuslupa HUS-piirin Sis&tautien eettiseltéa toimikunnalta. Tutkimuslupa (Nro:
214/13/03/01/09) myodnnettiin syksylla 2009. Kaikilta potilailta pyydettiin kirjallinen suostumus

tutkimukseen osallistumisesta.

TyOn toteutus

Ty0 tehtiin opinnaytetydna HUSLABIn mikrobiologian vastuualueen immunologian osastolle kevaalla
2010. Testauksessa kaytetyt potilasnaytteet keréttiin HUSin Kirurgisen sairaalan reumapoliklinikalta.
Tyo6hon valittiin kuusi taysi-ikaista potilasta, joilla oli aikaisemmin todettu raja-arvoiset ELISPOT-
vasteet. Matalavasteisessa ELISPOT-naytteessa on suurempi riski kuin korkeavasteisessa
naytteessa, ettd kuljetuksen aikana tapahtuva pienikin responssin pudotus aiheuttaa vaaran kliinisen

tulkinnan.

Jokaiselta potilaalta otettiin verindytteet kahteen kahdeksan millilitran BD Vacutainer CPT -putkeen
seké kahteen yhdeksan millilitran muoviseen litiumhepariiniputkeen (kuva 1). Naytteet kuljetettiin
kahden tunnin sisalla naytteenotosta analysoivaan laboratorioon. Kuljetus tapahtui pystyasennossa ja
huoneenlammossa. Kaikki CPT-putket sentrifugoitiin viimeistaan kaksi tuntia naytteenoton jalkeen.
Jokaiselta potilaalta analysoitiin yksi litiumhepariiniputki ja yksi CPT-putki heti ndytteenoton jalkeen
(alle nelja tuntia naytteenotosta). Litiumhepariiniputkiin otettujen naytteiden mononukleaarisolut
eristettiin Leucosep-putkissa Greiner Bio-Onen antamien ohjeiden mukaisesti. Solut pestiin kaytdssa
olevan pesuohjelman mukaisesti. Valkosolusaanto ja lymfosyyttien puhtausaste mitattiin ADVIA 60 -
analysaattorilla (Bayer Corporation). Solumaarat laskettiin niin, etta jokaiseen analysoitavaan
kuoppaan pipetoitiin 250 000 mononukleaarisolua. ELISPOT-maaritys suoritettiin valmistajan
antamien ohjeiden mukaisesti ja saadut spottimaaréat laskettiin automaattisella AID EliSpot reader

system -lukijalaitteella (AID Autoimmun Diagnostika GmbH).

Vuorokauden kuluttua (24 h) naytteenotosta analysoitavia naytteita sailytettiin pystyasennossa
huoneenlammaossa. 24 tuntia sailytettyyn litiumhepariiniputkeen lisattiin valmistajan ohjeiden
mukaisesti T-Cell Xtend -liuosta ja sen annettiin inkuboitua 20 minuuttia ennen solujen erottelua
Leucosep-putkessa. Eritellyt mononukleaarisolut pestiin kaytdssa olevan pesuohjelman mukaisesti.

Solujen laskeminen ja ndytteen analysointi suoritettiin loppuun samalla tavalla kuin on edella kuvattu.



Tulokset

Kaikista naytteista saatiin frekvenssit reaktiivisista soluista, jotka tunnistivat kitin antigeeni A:n,
antigeeni B:n, PHA:n (fytohemagglutiniini) ja PPD:n (purified protein derivative). Kustakin putkesta
saatuja spottimaaria verrattiin heti analysoidusta CPT-putkesta saatuihin spottim&ariin.

CPT (0 h) vs. CPT (24 h)

Naytteen sailyttaminen vuorokauden ajan CPT-putkessa aiheutti spottimaaran laskua 3/6:ssa
potilaiden naytteista (kuva 2). Lymfosyyttifraktion puhtausaste ei laskenut yhdenk&an potilaan
naytteissa 24 tunnin sailytyksen aikana (kuva 3). Tasté voidaan paatelld, etta 24 tunnin sailytysaika
heikensi naiden kolmen potilaan lymfosyyttien reaktiivisuutta antigeenistimulaatioon. Granulosyyttien
on arveltu estavan T-solutoimintaa ja nain alentavan spottien maaraa. 24 tunnin sailytys ei kuitenkaan
aiheuttanut selvaa granulosyyttien osuuden nousua CPT-putkissa eritellyissa

mononukleaarisolufraktioissa.

Litiumhepariini (0 h) vs. litiumhepariini (T-Cell Xtend) (24 h)

Vuorokauden sailytyksen jalkeen analysoitujen naytteiden spottimaarissa tapahtui 2/6 potilaalla laskua
verrattuna heti litiumhepariiniputkista analysoituihin naytteisiin. Molemmissa tapauksissa lymfosyyttien
puhtausaste oli heti analysoidussa naytteessa matalampi kuin vuorokauden ajan sdilytetyssa
naytteessa. Tastd voidaan paatella, etté vaikka 24 tuntia sailytetyn naytteen lymfosyyttien puhtausaste

oli korkeampi, niiden reaktiivisuus antigeenistimulaatioon oli sailytyksen aikana heikentynyt.

Tuloksia vertailtaessa huomattiin, ettéa vaikka T-Cell Xtend -liuos paransi selvasti lymfosyyttifraktion
puhtausastetta, lymfosyyttien reaktiivisuus antigeenistimulaatioon kuitenkin heikentyi. Spottimaéaran
lasku ei johtunut suoraan granulosyyttikontaminaatiosta, silla T-Cell Xtend -liuos auttoi vdhentdmaan

granulosyyttien maaréa mononukleaarisolufraktiossa.

CPT (0 h) vs. litiumhepariini (T-Cell Xtend) (24 h)

Litiumhepariiniputkissa 24 tuntia séilytettyjen naytteiden spottimaarat olivat 4/6:ssa tapauksista
selvasti alhaisempia kuin heti analysoiduissa CPT-putkiin otetuissa naytteissa. Lymfosyyttien
prosentuaalinen maaré oli 24 tuntia sailytetyissa litiumhepariiniputkissa korkeampi kuin CPT-putkissa,
joten spottimaaran lasku johtui mononukleaarisolujen alentuneesta reaktiivisuudesta

antigeenistimulaatioon.



Pohdinta

Tybssa huomattiin, etté pidentynyt naytteen kuljetus heikentaa tuloksien luotettavuutta varsinkin, jos
naytteessa on niukasti reaktiivisia soluja. T-Cell Xtend -reagenssin lisdys ei tatéd ongelmaa poistanut.
Jotta T-Cell Xtend -reagenssista olisi merkittadvaa apua laboratoriodiagnostiikassa, pitaisi
mononukleaarisolujen reaktiivisuus antigeenistimulaatioon olla sailytetysta naytteestakin selkeasti
samantasoista kuin heti analysoidussa CPT-putkessa.

Luotettavien tulosten saamiseksi laboratorioanalytiikan on oltava toimivaa ja tulosten pitda olla
toistettavia. T-Cell Xtend -liuoksen kaytto lisdsi tydvaiheita ja pidensi kohtalaisen pitkékestoisen ja
monivaiheisen analyysin kestoa. Naytteen kasittelyn lisdys saattaa aiheuttaa mononukleaarisolujen
maaran laskua seka heikentaa niiden elinkykya ja reaktiivisuutta antigeenistimulaatioon. Tydssa
kéaytetyn aineiston pienen koon takia, tuloksista ei voitu tehda tilastollisia arvioita. Tydn tarkoituksena
ei ollut yleistaa saatuja tuloksia, vaan testata T-Cell Xtend -reagenssin toimivuus HUSLABIn

immunologian osastolla.

Uusi T-Cell Xtend -reagenssi ei tuonut selvaa parannusta naytteen sailyvyyteen. Testauksen
perusteella CPT-putkien kayttdéa voidaan suositella jatkossakin ensisijaisena nayteputkena T-
SPOT.TB-maarityksessa. Nayte pyritddn analysoimaan neljan tunnin sisélla naytteenotosta. Mikali
aika ylittyy, on naytteeseen tehtava merkinta, ja pitkittynyt naytteen kuljetus on otettava huomioon
tulosten tulkinnassa. Jos naytteen kuljetukseen arvioidaan menevan yli nelja tuntia, QuantiFERON®-
TB Gold -testin kayttd on suositeltavaa.

Kiitokset

Kiitan HUSLABIn immunologian osastoa ty6ta varten saamastani materiaalista. Suuri kiitos myds
potilaille, jotka osallistuivat testaukseen. Liséksi kiitan professori Marjatta Leirisalo-Repoa ja dosentti
Heikki Repoa potilaiden rekrytoinnista seka laboratoriohoitajaa Milja Korpista hdnen avustaan tyon

toteutuksessa ja tuloksien analysoinnissa.
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POTILAS

1.

CPT-putki

- sentrifugointi heti
naytteenoton jalkeen

3.

Litiumhepariiniputki ‘
4.

- analysointi heti (<4 h n_otosta)

- mononukleaarisolujen erottelu Litiumhepariiniputki
Leucosep-putkessa

- analysointi heti (<4 h n.otosta)

- valkosolusaannon ja

lymfosyyttien puhtausasteen CPT-putki - valkosolusaannon ja lymfasyyttien
maarittaminen puhtausasteen maarittaminen - ndytteen sailytys
litiumhepariiniputkessa 24 h
- sentrifuqointi heti - T-Cell XtendHiuoksen

naytteenoton jalkeen e A ,
W ] lisdaminen juur ennen naytteen

- analysointi 24 h kasittelya
kuluttua naytteenotosta - mononukleaarisolujen erottelu
-valkosolusaannon ja Leucosep-putkessa
lymfosyyttien puhtausasteen - valkosolusaannon ja
maarittaminen lymfosyyttien puhtausasteen

madrittaminen

Kuva 1. Testauksen kulkukaavio. Testausta varten kerattiin verinaytteet kuudelta potilaalta
kahteen CPT-putkeen (& 8ml) ja kahteen litiumhepariiniputkeen (a 9ml). Yksi CPT-putki ja
litiumhepariiniputki analysoitiin heti ja toinen CPT-putki ja litiumhepariiniputki 24 tuntia
naytteenoton jalkeen. 24 tuntia sailytettyyn litiumhepariiniputkeen lisattiin T-Cell Xtend -

reagenssi juuri ennen naytteen kasittelya.
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Kuva 2. Testauksessa analysoitujen kuuden potilaan antigeeni-A ja antigeeni-B spottimaarat
per miljoona lymfosyyttid CPT-putkissa ja litiumhepariiniputkissa. Tummanvihreéat palkit
edustavat spottimaéria heti analysoiduissa naytteissé ja vaaleanvihreét palkit spottimaaria 24

tuntia sailytetyissé naytteissa. T-Cell Xtend -reagenssi liséttiin 24 tuntia litiumhepariiniputkissa
sdilytettyihin naytteisiin.
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Kuva 3. Testauksessa analysoitujen kuuden potilaan lymfosyyttiprosentit

mononukleaarisolufraktioista heti analysoiduissa ja 24 tunnin sailytyksen jalkeen

analysoiduissa naytteissa. Siniset palkit edustavat CPT-putkeen otettuja naytteita ja vihreat
palkit litiumhepariiniputkiin otettuja naytteita. T-Cell Xtend -reagenssi lisattiin 24 tuntia
litiumhepariiniputkissa séailytettyihin naytteisiin.




POHDINTAA TYON TOTEUTUKSESTA

Tein opinnédytetyoni lopputuotoksen artikkelimuodossa. Kaytanndssa tdma tarkoittaa
sité, ettd opinndytetydn suunnitelmavaiheessa olin jo perehtynyt tyon viitekehykseen ja
Kirjoittanut teoriaa aiheestani. Suunnitelmavaiheessa oli tarkoitus, etta hallitsen opin-
naytetyoni aiheen keskeisimmat asiat. Teoriaosuudessa etsin tietoa mm. tuberkuloosista,
latentista tuberkuloosista, T-Cell Xtend -reagenssista sekd ELISPOT-ndytteen sailyvyy-
destd. Suunnitelmavaiheessa laadin myds mahdollisimman tarkan tyGsuunnitelman,
jotta tyon toteutus laboratoriossa sujuisi mahdollisimman hyvin. Suunnitelmavaiheessa
hain tydlle tarvittavat luvat, kuten eettisen luvan seka tutkimusluvan. Liséaksi tein vakio-

sopimuksen HUSLABIN kanssa.

Suunnitelmavaiheen jalkeen suoritin tyoni kdytdnnon osan immunologian laboratorios-
sa. Kaikkien potilasnéytteiden analysoinnissa minulla meni kaksi viikkoa. Kaytannon
jakso sujui suunnitelmien mukaisesti. Seuraavaksi oli luvassa tulosten taulukointi ja
analysointi. Tulosten analysoinnissa minua olivat auttamassa laboratorionhoitaja Milja

Korpinen sekd mikrobiologian erikoisladkari Tamara Tuuminen.

Tulosten analysoinnin jélkeen aloin laatimaan tyosténi artikkelia. Aikaisemmin teke-
masténi tyon suunnitelmasta oli tdssa vaiheessa paljon hyotyd, silla minulla oli jo val-
miina joitain osia tulevaan artikkeliin. Esimerkiksi johdanto, materiaalit ja menetelmét
seké tyon toteutus osiot olivat jo valmiina. Artikkelin laadinnassa haastavinta oli saada
tiivistettyd tyo tarpeeksi lyhyeen muotoon. Taman lisaksi koin haastavana tieteellisen
kielen Kirjoittamisen. Koin tarkedn& sen, ettd minulla oli ohjaajina henkiloita, joilla oli
paljon kokemusta tieteellisten artikkelien kirjoittamisesta. Sain heiltd paljon rakentavaa
palautetta, jonka pohjalta pystyin muokkaamaan tekstidni, samalla sailyttden sen kui-

tenkin omana tuotoksenani.

Opinndytetyon tekeminen artikkelimuodossa oli mielestani opettava kokemus. Olin tii-
viisti tekemisissé tydeldmén kanssa ja sain paljon rakentavaa palautetta. Tydssa haasta-
vimmalta tuntui se, ettei artikkelin Kirjoittamisesta opinndytetyona ollut aikaisempaa
kokemusta. Mielesténi sain tyoni kuitenkin tehtyéd hyvin, eik& suurempia ongelmia tyon
toteutuksessa esiintynyt. Toivon, ettd tyostani olisi hy6tya tulevaisuudessa niille, jotka
haluavat tehdd opinnéytetyon artikkelimuodossa.



	kansi_valmis.pdf
	suomi_tiivistelmä_valmis
	enkku_tiivistelmä_valmis
	Saateosa_valmis
	OPINNÄYTETYÖN SISÄLTÖ

	Opari_sisällys_valmis
	Opari_suunnitelmaosa_VALMIS
	lähteet1
	lähteet2 (2)
	Artikkeli_VALMIS
	Ajatuksia_0805

