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PCR-analytiikka kliinisen mikrobiologian
laboratoriossa

DNA-pohjainen testaus yleistynyt hitaasti, kuten
immunomaaritykset aikanaan

— Suuria vaatimuksia tiloille (puhdastilat), kayttgjille (tuloksentulkinta)
ja toimintatavoille (kontaminaatiot)

Teknologian kehittyessa naihin kehitetty ratkaisuja

— homogeenisuus, automaattinen tulostentulkinta, umpinaiset
reaktioastiat

Jaljelle jaaneet haasteet kohdistuvat
— naytteenkasittelyyn (inhibiittorit, DNA-eristys)
— kapasiteettiin (robotiikka vs. yksittaistestit)

— hintaan (reagenssit, monimutkaiset maarityskasetit,
naytteenkasittely)

CT/NG analytiikka suunnannayttaja
— CT:n kasvatus hankalaa; suurivolyyminen analyytti — tarve
— robotiikka kuitenkin vain suurimpien laboratorioiden saavutettavissa

Mita mahdollista tehda pienen/keskisuuren laboratorion
rutiinissa?



Kayttokohteiden valinta testinkehittgjan
nakdkulmasta
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Yksittaistestit, kuivakemia ja homogeeninen mittaus parantaneet
kaytettavyytta huimasti

PCR-analytiikka kuitenkin kallista valmistaa

— reagenssit (oligonukleotidit, entsyymit, leimat), puhtausvaatimukset,
yksittaistestit, IP ja lisenssit

Kaytettavyyden ja hinnan lisaksi kayttoasteeseen vaikuttaa
— halvempien menetelmien olemassaolo ja toimivuus

« — kansalliset suositukset (milloin tehdaan geneettinen varmistus)

- — testin kiireellisyys/saavutettava ajansaasto

» potilaan eristyksessa?

- » potilas vakavasti sairas?

www.abacusdiagnostica.com



Millaisia testeja (lahi)tulevaisuuden
mikrobiologisessa laboratoriossa?
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« Uusien menetelmien ja toimintatapojen kayttoonotto hidasta
silloin, kun paatos vaikuttaa koko ketjuun
— mikrobin metsastys suoraan kokoveresta (ikuinen tavoite)
— suorat testit erikseen keratysta naytteesta (esim. MRSA-seulonta)
» ketka valitaan kohderyhmaan ja missa tilanteessa
« miten erillisen naytteen ottaminen jarjestetaan
« milloin testin tulos kaytossa (laboratorio auki vain paivisin?)

« Suoraan laboratorion rutiiniin sopivat testit helpompi ottaa
kayttéon
— laboratorion sisainen paatos
— ei erillista naytteenottoa tai uutta naytteenottovalinetta
— ei potilasryhmien erittelya
— tavoitteena nopeampi vastaus, ei aivan uudenlaista informaatiota

+ PCR-testeilla kuitenkin kiistattomat edut
— herkkyys!
— spesifisyys!




PCR veriviljelyanalytiikassa:
vaikutus diagnoosiaikaan?
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* Veriviljelytulos aina kiireellinen
— nopea tulos
* parantaa potilaan ennustetta
« vahentaa laajakirjoisten antibioottien turhaa kayttoa

« vahentaa antibiooteille resistenttien kantojen syntya ja
leviamista

* lyhentaa sairaalassaoloaikaa

Veriviljely + gram-vari | puhdasviljely identifikaatio + resistenttisyys

12-48 h + 1 paiva + 1 paiva




PCR veriviljelyanalytiikassa:
vaikutus diagnoosiaikaan?
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* Veriviljelytulos aina kiireellinen

— nopea tulos

* parantaa potilaan ennustetta

« vahentaa laajakirjoisten antibioottien turhaa kayttoa

« vahentaa antibiooteille resistenttien kantojen syntya ja
leviamista

* lyhentaa sairaalassaoloaikaa

Veriviljely + gram-vari | puhdasviljely identifikaatio + resistenttisyys
I
12-48 h + 1 paiva + 1 paiva
\ fPCR-testi 1h

PNA-FISH 1,5-3h
MALDI-TOF (1-2 krt/pv?)

\

PCR tarjoaa parhaiten tietoa resistenssistal

~
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PCR veriviljelyanalytiikassa:
eksperttiosaaminen vs. rutiinikaytto

Diagnostica Positiivinen nayte

[} e

Inhibiittorien poisto/ DNA eristys , Osaaminen ;
. o e r Tilat .

- uutto, kaupalliset kitit, laitteistot ! Lisakustannukset :
- poistetaan hiili, hemoglobiini, eyras L :
v . . i Yksittain vai erina '

plasmaproteiinit, antikoagulantit, U N !
L + Aika ja tyo |
kasvatusmediumi jne. | Kontaminaatiot !

- konsentroidaan DNA S :

l _ Osaaminen
PCR-reaktioiden valmistelu Tilat

- reagenssien kasittely ja jakaminen Henkiloresurssit
- puhdastilat Yksittain vai erin
- molekyylibiologian asiantuntemus Reaktioiden havitys :

- PCR-laitteiston kayttod Kontaminaatiot

________________________________

(Heterogeeniset analysointivaiheet) (Nykyisin homogeeninen)

Tuloksen tulkinta ' Osaaminen! |
- monistuskayraanalyysi/tarkistus | Asiantuntemus! !
- molekyylibiologian asiantuntemus | Riskit |

|

Tulos/Diagnoosi
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PCR veriviljelyanalytiikassa:
eksperttiosaaminen vs. rutiinikaytto

Positiivinen nayte -—

Inhibiittorien poisto/ DNA eristys
uutto, kaupalliset Kitit, laitteistot
poistetaan hiili, hemoglobiini,
plasmaproteiinit, antikoagulantit,
kasvatusmediumi jne.
konsentroidaan DNA

Pudota pisara puskuriin

PCR-reaktioiden valmistelu Pipetoi PCR-lastuun
reagenssien kasittely ja jakaminen Laita ajo paalle
puhdastilat

molekyylibiologian asiantuntemus
PCR-laitteiston kayttd

(Heterogeeniset analysointivaiheet)

Tulkinta
- monistuskayraanalyysi/tarkistus
- molekyylibiologian asiantuntemus

Tulos/Diagnoosi



Positiivisen veriviljelynaytteen kasittely
GenomEra MRSA/SA Blood Culture
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Laita naytepuskuriin 1 pisara (20 L)
positiivista veriviljelynaytetta

Pipetoi PCR-lastuun (35 L)

Laita lastut laitteeseen ja paina
'Run’- nappia

... protokollaa ei kehitetty pajalla vaan Vaasan keskussairaalan kliinisen

- 50 min - mikrobiologian laboratoriossa (Jari Hirvonen) aidon kliinisen tarpeen hetkella!

~ 14 naytetta - Ennakkoluulottomuus ja vuorovaikutus testikehityksessa aarimmaisen
tarkeaa, jotta testit vastaavat oikeisiin kysymyksiin

/ \
I
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GENOMERA MRSA/SA TUOTEPERHE

L» MRSA / SA Diagnose

* 100% accuracy of MRSA detection,
diagnostic test
+ Sample prep: dilution of a colony

— MRSA / SA Multi Swab
*  100% sensitivity for MRSA
« Sample prep: 2 x centrifugation step,
2 x vortex step of nasal swab (< 10 min)

— MRSA / SA Nasal Swab
*  100% sensitivity for MRSA
« Sample prep: 2 x centrifugation step,
2 x vortex step of pooled swabs (< 10 min)

MRSA / SA Blood culture

v

Detection of SA or MRSA
» Sample prep: dilution of blood culture

+ 100% sensitivity and 99.8% specificity for
SA and MRSA

Kaikista tulokset tunnissa

11



SITE 1 (BD BACTEC), n =470 Routine methods

B C eval U aati OtU IO kSet All positive cultures analyzed MRSA + SA + (mecA-) Negative
* B D BACTEC GenomEra MRSA/SA MRSR™ - . v

B T/AI Blood Culture Assay SA + (mecA -) ) 57 )

* aC e rt Negative - - 410
MRSA SA Unresolved rate** PCR-inhibition rate
Sensitivity: N/A Sensitivity: 57/57 = 100% 2/470 = 0.43% 4/470 = 0.85%***
Specificity: 467/468 = 99.8% Specificity: 411/411 = 100%

* False-positive result due to Serratia marcescens and **two borderline results due to S. marcescens and Streptococcus
pyogenes. The extracellular DNA nucleases of S. marcescens and S. pyogenes are able cleave the oligonucleotide
probes during PCR and cause interference in the assay.

*** Resolved by re-analysis

SITE 2 (bioMérieux BacT/ALERT), n =102 Routine methods
Pre-selection performed using Gram stain MRSA + SA + (mecA -) Negative
MRSA + 9 - -
GenomEra MRSA/SA
Blood Culture Assay SA + (mecA -) ) 42 )
Negative - - 51
MRSA SA Unresolved rate PCR-inhibition rate
Sensitivity: 9/9 = 100% Sensitivity: 42/42 = 100% 0% 0%
Specificity: 93/93 = 100% Specificity: 60/60 = 100%
SITE 3 (bioMérieux BacT/ALERT), n = 84 Routine methods
Pre-selection performed using Gram stain MRSA + SA + (mecA -) Negative
MRSA + 2 - -
GenomEra MRSA/SA
Blood Culture Assay SA + (mecA -) ) 28 )
Negative - - 54
MRSA SA Unresolved rate PCR-inhibition rate
Sensitivity: 2/2 = 100% Sensitivity: 28/28 = 100% 0% 0%
Specificity: 82/82 = 100% Specificity: 56/56 = 100%
TOTAL, n = 656 Routine methods
MRSA + SA + (mecA -) Negative
MRSA + 11 - 1
GenomEra MRSA/SA
Blood Culture Assay SA + (mecA -) ) 127 )
Negative - - 515
MRSA SA Unresolved rate PCR-inhibition rate
Sensitivity: 11/11 = 100% Sensitivity: 127/127 = 100% 2/656 = 0.3% 4/656 = 0.6%

Specificity: 642/643 = 99.8% Specificity: 527/527 = 100% (resolved by re-analysis) 1 2
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TEKNOLOGIA YKSINKERTAISUUDEN
TAKANA?

« KUIVAKEMIA — eireagenssien kasittelyd/puhdastiloja

« NOPEUS — Iaitteen ja testilastun design

« HOMOGEENISUUS — koetinkemia, ei putkien avaamista

« AIKAEROTTEISET LEIMAT — ei taustafluoresenssia

« TULOKSENTULKINTA — ei monistuskayraanalyysia rutiiniin!

e SULJETUT ASTIAT — ei kontaminaatioita

13



GENOMERA™ TESTILASTUT

Kuivakemia (kaikki PCR-reagenssit)
Ei vaadi DNA-eristysta

Turvallinen kasitella ja havittaa
Vahainen jatemaara
Helppokayttoinen litistetty “putki”

Ajaa 4 naytetta 50 minuutissa

Sinetoi testilastut pysyvasti umpeen
Homogeeninen mittaus

Selkea automaattinen tuloksentulkinta

14
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KUIVAKEMIA

« PCR-monistus ilman erillisid puhdastiloja
ja molekyylibiologian koulutusta

- nestemaisten reagenssien kanssa
puljaaminen ei sovi kaikkialle

« GenomkEra-testeisséa patentoitu
2-pisarainen kuivakemia

- entsyymi ja muut reagenssit eri pisaroissa
- sailyvyys 11 kk (reaaliaikaiset kokeet)

— Ei lainkaan reagenssien kasittelya
— Ei myoskaan nesteen siirtelya lastun sisalla

15
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. I
N /
. -~
- 50min -
/ N\

NOPEUS

Hitaat peltier-perusteiset lamposyklerit jAdmassa
tutkimuskayttoon

Uudet designit reaktioastioissa ja laitteissa

— GenomEra-laitteessa
» eri lampadisia blokkeja stabiileissa lampotiloissa
» aarilampdtilablokkeja (kuuma, kylma)
* lastut liikkuvat, ei lampotila

...vauhdikas
kuumennus- ja
jaahdytysprofiili

— Litteat reaktioastiat joissa alumiininen taus
* suuri pinta-alan ja tilavuuden suhde

&
%
./@y _
. P i \ ... ja nopea
::'_/'/ o » *%@} lammaonsiirto
-//.’~ - metallia pitkin

B reaktiokammioon
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HOMOGEENINEN MITTAUS

Koettimiin perustuva mittauskemia

— Reaktioastioita ei avata missaan vaiheessa
— Mittaus samassa laitteessa kuin syklaus

— Mittaus suoraan reaktiokammiosta ilman
erotteluvaiheita

Tehostettu kilpaileva hybridisaatio

— Herkka myds hyvin pienilla maarilla kohde-
DNA:ta

Tml
3 5

5 LI.LLLI.LLLLLLLLLIg.LLLL’ 3 Quencher probe

Label probe

Target oligonucleotide
3
5

5
3

1. Denaturate
2. Hybridize

\l/

Tm2 > Tl -
3 5’

S LLLidp vt rprrrprrrr v evrrrrr I

Tm3 > Tml
S ITTTTT I I I T T I T I T T I T I T I T T I T I rrrrrrrnm
3 5

5vLLL|.LLLLLLLLLLLLCZ)9.LLLLv 3
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KILPAILEVA HYBRIDISAATIO (yleisesti)

Leimakoetin and vaimentajakoetin (komplementaariset sekvenssit)

v Q

Jos kohde-DNA:ta ei ole lasna, hybridisoituvat toistensa kanssa, jolloin
leimakoettimen fluoresenssi vaimenee (vaimentaja absorboi sen tuottaman
valon)

W

S
©

Jos kohde-DNA:ta on lasnd, se kilpailee hybridisoitumisesta koettimien
kanssa -> pienempi osuus leimakoetinta vaimenee -> signaali kasvaa

N 7

*_

)

Mita enemman kohde-DNA:ta lasna, sita isompi osuus leimakoetinta
sitoutuu siihen -> sita enemman fluoresenssia voidaan mitata

18



TEHOSTETTU KILPAILEVA HYBRIDISAATIO

«  Aiemmin jo huomattiin, etta pidentamall& leimakoetinta
vaimentajakoettimeen nahden saadaan isompi osuus leimakoettimesta

Diagnostica o o ) ) . : : .
kiinnittymaan kohde-DNA:han (energiataloudellisesti suositumpi reaktio)
]

«  GenomEra méaarityksissd SEKA leima- ETTA vaimentajakoettimiin on
lisatty ylimaaraisia nukleotideja -> molemmat mieluummin kiinnittyvat
kohde-DNA:han kuin toisiinsa

Tml
3 5’

5 LLLLLLLLLLLI.LLI.Ig_LLLL’ 3 Quencher probe

Label probe

Target oligonucleotide
3
5

5
3

1. Denaturate
2. Hybridize

N\l

Tm2 > Tl -
3 5'

SLLLi bR RLIRIIIIILIINNY

T3 > T 1
S FTTTITT T I I T I I T I I T AT AT T I T T I I rrrrran
3 5

www.abacusdiagnostica.com 5"-'-'-'-'-'-'-'-'-'-'-'-'-'-'-'57'-'-'-'-'-’ 3

19



« Taman menetelman etu on se, etta myds vaimentajakoetin voidaan “vetaa pois”
reaktiosta kilpailemasta leimakoettimesta! (Kohde-DNAssahan on kaksi nauhaa!)

* Nain ollen kohde-DNA voittaa AINA kilpailun leimakoettimesta jos sita on lasna
vahaisiakin maaria -> signaali lahtee nousuu normaalia nopeammin

* Huomattava vaikutus testin analyyttiseen herkkyyteen:

7,0 7

Signal-to-noise (S/N)

0,0 T T T T

1E-11  1E-10 1E-9 1E-8 1E-7

Dilution of sample

SIGNAL-TO-NOISE —suhteen vertailu eri solumaarillla

1E-6

1E-5

1E-4

Fluorescence (counts)

120 000 - JG) JG)
100000 1 _4—1.100 ——1:100 e
—e—1:1000 —0—1:1000 %
—=—1:10 000 —0—1:10 000 3 ~F
80000 4 —4—1:100000 ——1:100 000 O
—%—1:1E+6 —<—1:1E+6 % !
p—¢} --=-0
60 000 A 1%
40 000 - .
20 000 - 4 g
R D ‘:"u: ‘2"";‘-6_“ =
O ) ) ) ) ) ) ) ) 1

5 10 15 20

Sama reaaliaikaisella mitt

25 30 35 40 45
PCR cycle

auksella havainnollistettuna

20



PCR Base Line Subtracted CF RFL

Diagnostica

DZ/

10 12 14 16 16 20 22 24 26 28 30 32
Cydle

-4001
ING6 36 40 42

TULOSTEN TULKINTA

Result value

Tulosten tulkinnan taytyy soveltua rutiinikayttdon

— Hyva teknolgia menee hukkaan jos
tuloksesta ei ota selvaa

— Monistuskayrien tulkinta ei sovellu rutiiniin
kaikkialla, vaatii kokemusta ja koulutusta

+ Etenkin viimeisten syklien nousut ja
epatyypilliset kayrien muodot viheliaisia tulkita

» Softa-algoritmit eivat ole tassa sen viisaampia

Rutiinikayttd6n omat leimat ja mittaustavat,
tutkimus- ja asiantuntijakayttoon toiset

— Kvalitatiivinen tulkinta riittava kliinisen
mikrobiologian analyyteille

— Monistuskayraanalyysin voi jattaa
tutkimushankkeille ja molekyylibiologeille

mech

B L e b b b o S S S e L S AL B SR S R L e s s o o o ST

samplar
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MITA MONISTUSKAYRAANALYYSIN TILALLE?

*  Modernit end-point mittaustavat mahdollistavat selkean tulostentulkinnan
— Mittaus tehdaan viimeisena vaiheena monistusreaktion jalkeen

— Tassa vaiheessa naytteen varinmuutokset, plasmaproteiinien sakkautuminen ja
muut muutokset jo tapahtuneet

*« Myo6s sameampi ja varikkddmpi nayte kelpaa!
* Ei seurata ndytteen ominaisuuksien (varin/sameuden) muutosta vaan
PCR-monistuksen tehokkuutta

Diagnostica

«  Seka taustasignaali (N) etta spesifinen signaali (S) mitataan silti samasta

reaktiosta:
MITTAUSPERIAATE
1. Mitataan tausta (N) 2. Hybridisoidaan 3. Mitataan spesifinen
kun koettimet (madaltamalla signaali (S)
ovat kokonaan lampotilaa) (koettimet
denaturoituneet hybridisoituneet
(korkea lampdtila) toisiinsa TAI
R : kohteeseensa)
Huomaa ettad tassa (N) onkin
saatavissa oleva maksimisignaali!
o N 7/
R L -
*_ 7\
VRN
Q .

|

\
www.abacusdiagnostica.com
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Kun verrataan spesifista signaalia (S)
Kyseisesta reaktiosta mitattavissa olevaan
maksimisignaaliin (N), saadaan yksinkertainen
kaava: montako % koettimesta fluoresoi eli on
sitoutunut kohteeseen!

AINA NAYTEKOHTAINEN TULOS
SAMA INFORMAATIO KUIN

REAALIAIKAISESSA PCR:SSA mutta
ilman naytteen tuomaa vaihtelua

Helppo maarittaa yleispatevat cut-off arvot jotka patevat kaikkiin
naytteisiin!

Esim. N =120 000 S =90 000 SIN = 75%
N =60000 S =45000 S/N = samat 75%

Jos negatiivisissa naytteissa S/N = 5%, cut-off voidaan laskea
esim. keskiarvo + 3 STDEV

Yksinkertaisuus parantaa luotettavuutta!

23



LEIMAKEMIA

Tavalliset fluoroforit hairioherkkia, sopivat
parhaiten heterogeenisiin maarityksiin
(naytematriisit pestaan pois)

Aikaerotteiset fluoroforit
— Tuttuja esim. DELFIA-kemiasta

— Suoraan fluoresoivat, stabiilit TRF-kelaatit
kuin tehtyja homogeeniseen PCR:aan

— Eitaustasignaalia, ei hairidta naytteen
proteiineista, hemoglobiinista tai varista

— Erittain herkkia mitata myos tummista
naytteista

— Leimojen signaalit eivat sekaannu
keskenaan, mahdollista multipleksata

— Tuovat huomattavaa luotettavuutta
mittaukseen

.‘; Emnission
Intensity .
I Te3+ pyd®  gydt gm3t
Large Stoke's shift

Excitation | | | | | I

L L h"
; | | | 1 1 1
www.abacusdiagnostica.com 350 400 450 500 550 600 850

Wavalenath (nm}




PROMPTILEIMAT

AIKAEROTTEINEN MITTAUS

Mitataan samalla veren, proteiinien,

varien, reagenssien ja muovin

fluoresenssil!

EXxcitation pulse

AIKAEROTTEISET LEIMAT

— Odotellaan etta taustafluoresenssi

katoaa
/ — Ei tule mitattua naytetta eika muuta

taustafluoresenssia

— Varilliset naytteet ja biologiset
komponentit ok!

— Yksi tarkea syy miksei puhdistus-
vaiheita tarvita

Fluorescence

N

Decay time

't — Counting time — .

New cycle

400

800 1000

Time (|




Mita seuraavaksi?

Diagnostica

« Teknologia valmiina monistettavaksi, mutta mitka ovat oikeat
kysymykset joihin vastata?

« Gram-varin jalkeiset kysymykset voivat olla jo hyvinkin tarkkoja,
kun indikaatio mahdollisesta mikrobista jo on

— broad-range analytiikka ei kustannustehokasta enaa tassa
vaiheessa

« alussa valtava maara mikrobivaihtoehtoja

« vaativat kokoelman reagensseja, mm. kalliita leimakoettimia
— morfologialtaan samankaltaisten bakteerien erottelu
— resistenssin maarittaminen

« Polttavimmat, diagnoosia hidastavat kysymykset taman
hetkisessa veriviljelyanalyytikassa?

— kommentit ja ehdotukset erittain lampimasti tervetulleita

piia.vonlode@abacusdiagnostica.com

* Kiinnostusta kokeilla BC testia?

antti.valanne@triolab .fi
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Vaihtoehtoja muun muassa

S.aureus + mecA (existing)

S. epidermidis/S. haemolyticus
Listeria monocytogenes
Salmonella spp.

E. coli

E. coli + CTX-M

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas spp/Enterobacter spp.

Pseudomonas spp/Acinetobacter spp.

Enterococcus spp

Enterococcus spp/Streptococcus spp.

E. faecalis/E. faecium
Streptococcus pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella spp

CTX-M

CTX-M + SHV
Klebsiella spp + CTX-M
KPC

VRE

C. albicans/C. tropicalis
C. crusei/C. glabrata

C. albicans/C. crusei

C. albicans/C.glabrata

27



A 3 A C U S Diagnostica

Piia von Lode
piia.vonlode@abacusdiagnostica.com

V/ATRIOLAB P>

Diagnostica

Antti Valanne
antti.valanne@triolab .fi

www.abacusdiagnostica.com
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