MIKROBIOLOGIA
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udet sekvensointimenetelmat tuo-
vat uusia mahdollisuuksia mikro-
biologisen diagnostiikan kehit-
tamiseen. Bakteerien, virusten ja

muiden mikrobien samanaikainen
tunnistaminen tulee mahdolliseksi. Haastei-
na on jatkuvasti uudistuva teknologia, valta-
van tietomdaréan hallinta ja tulosten jarkeva
hyoédyntaminen. Suuri potentiaali tuo muka-
naan myos eettisia kysymyksia: miten suhtau-
tua kliinisesti merkittaviin yllatysloydoksiin

ja toisaalta satunnaisléydoksiin, joiden mer-
kitysta ei (vield) ymmarreta; miten kasitella
mahdollisesti kertyvdad humaanisekvenssi-
tietoa. My0s Kkliinisen laboratorio-osaamisen
vaatimukset laajenevat: bioinformatiikasta tu-
lee valttdmaton ja keskeinen osa diagnostii-
kan asiantuntemusta.

Mita NGS tai massiiviparalleeli-
sekvensointi tarkoittaa

Sekvensoinnissa hyédynnetddn kullekin
eliélle ominaista DNA- tai (joidenkin virus-
ten) RNA-genomia. Genomien sekvensoin-
ti alkoi jo vuonna 1977, jolloin ensimmainen
kokonainen bakteriofagin genomi sekven-
soitiin silloin upouudella Sangerin sekven-
sointitekniikalla. Myéhemmin Sanger-sek-
vensoinnista kehittyi automatisoinnin myo-
ta hyvin tehokas menetelma4, jolla selvitettiin
ensimmaisten bakteerien genomeja ja myoés
ihmisen genomi 2000-luvun alussa. Mene-
telmd perustuu joko pieniin kloonattuihin
DNA-fragmentteihin tai PCR-monistuksella
tuotettuihin fragmentteihin. Sanger-sekven-
sointi oli vallitseva menetelma aina vuoteen
20085 asti, jolloin niin sanotut next generation
sequencing (NGS) -menetelmét muuttivat ti-
lannetta dramaattisesti.

Uusien sekvensointimenetelmien suosi-
teltava yhteisnimitys on massiiviparalleeli-

sekvensointi. Termi kuvaa hyvin menetelmien
yhteista periaatetta: satoja miljoonia tai jopa
miljardi sekvensointireaktiota voidaan teh-
da yhdestd naytteestd yhdellad kertaa. Suo-
siteltava lyhenne on kuitenkin NGS. Termi
syvédsekvensointi viittaa etupddssad sekven-
soinnin syvyyteen (kattavuus, peitto, covera-
ge), eli kuinka moneen kertaan haluttu alue
sekvensoidaan. NGS pitda kuitenkin sisal-
144n paitsi syvada, myos leveda sekvensointia,
eli mahdollisimman kattavan sekvenssitie-
don hankkimista yhdestd naytteestd yhdella
kertaa. Ensimmainen kaupallinen NGS-laite
oli vuonna 2005 julkaistu Rochen 454 GS20,
jollainen hankittiin Helsingin Yliopiston Bio-
tekniikan instituuttiin jo vuonna 2006. Suo-
men ensimmaisissd NGS-analyyseissa sek-
vensoitiin bakteerien genomeita.

Menetelmien keskeiset erot

NGS-menetelmissa on joitakin keskeisia ero-
ja Sanger-sekvensointiin verrattuna. Kuvassa
NGS:n kulku mikrobiologisessa diagnostii-
kassa esitetddn pdadpiirteissddn. Kliinisissa
néytteissa olevia mikrobeja rikastetaan mah-
dollisesti viljelemalla tai PCR-monistuksella
ja naytteesta eristetddn nukleiinihapot. Sek-
vensointikirjaston valmistuksen yhteydessa
haluttuja kohteita yleensa monistetaan edel-
leen ja sekvensoinnin vaatimia alukesek-
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Potilasndytteen kulku NGS-analytiikassa. OC tarkoittaa sek-
vensointilaitteesta tulevaa raokadataa, joka on joukko saatua
sekvenssid ja emdskohtaisia laatuarvoja edustavia kirjaimia ja
numeroita. Datasta poistetaan vddrdn pituiset ja laadultaan
huonot sekvenssit, ja vain testikohtaiset laadukkaat sekvens-
sit analysoidaan edelleen.

vensseja lisdtdan. Sekvensointi tapahtuu tay-
sin automaattisesti lasin pinnalla ilman koe-
putkia ja kasity6tad vaativia vaiheita. Hyvin-
kin niukoista niytteista pystytdan analysoi-
maan lahes kaikki mikrobit, jos vain budjet-
ti sen sallii.

Sanger-sekvensoinnilla analysoidaan ai-
na suuri, joskus heterogeeninen joukko mo-
lekyyleja, eika silla voida tunnistaa vdhem-
man edustettuja sekvenssivariantteja, vaan
padasiassa vallitsevaa sekvenssia (Taulukko
1). NGS-analytiikassa taas monistetaan aluk-
si yksittaisia molekyylej, joita kutakin sek-
vensoidaan useaan kertaan. NGS:114 voidaan
analysoida yksittdisestd naytteesta tuhan-
sia tai miljoonia yksittdisid molekyyleja, ja
riippuen halutusta syvyydesta saadaan tark-
ka kuva nédytteen sisdltdmistd sekvensseis-
ta. Toistuva saman alueen syvasekvensoin-
ti mahdollistaa vahaistenkin varianttien 16y-
tdmisen ja toisaalta tarjoaa mahdollisuuden
sekvensoinnin laadunvarmistukseen. San-
ger-sekvensoinnilla voidaan yleensa erot-
taa sekvenssimuunnokset, joiden osuus sek-
vensoitavasta kohteesta on vahintdaan 10 %,
kun taas NGS:n erottelukyky on parhaimmil-
laan 1 % tai parempi (Taulukko 1). Jos koh-
teesta sekvensoidaan esimerkiksi miljoona
molekyylid, mikd NGS:ssa usein tulee kysee-
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NGS JA MIKROBIOMI

Altistumme ymparistdomme mikrobeille ensimmaisesta hengenvedostamme viimeiseen. Altis-
tuksen lahteita voivat olla vesi, ilma, poly, maaperd, ravinto, ihmiskontaktit ja eldinkontaktit.
Vain pieni osa ndista mikrobeista on patogeenisia.

Erds NGS:n tarkea sovellus on metagenomiikka eli mikrobiologian alalla mikrobiomin tai sen
osien (bakteriomin, viromin) monimuotoisuuden selvittaminen ja karakterisointi. Mikrobiomil-
la tarkoitetaan jonkin anatomisen alueen tai ekologisen lokeron (niche), esimerkiksi suoliston,
kaikkia mikrobeja, joihin luetaan bakteerit, arkit, virukset mukaan lukien bakteriofagit seka sie-
net (joskus my6s muut yksisoluiset eukaryootit). Bakteriomin tutkimiseen hyodynnetaan kaikil-
la bakteereilla esiintyvaa ja osin homologista ribosomaalisen RNA:n 165-geenid, joka mahdollis-
taa myos bakteerien tyypityksen. Bakteriomi voi sisaltda my6s patogeenisia bakteereita, jotka
aiheuttavat taudin vain silloin, kun koko bakteriomin tasapaino jarkkyy. Bakteriomin yhteys mm.
suolen terveyteen, allergioihin ja lihavuuteen tunnetaan.

Viromia ja sen merkitysta tunnetaan huonommin - ei vahiten siksi, etta viruksilla ei ole vastaa-
vaa homologista geenialuetta. Elimistossa persistoi monia patogeenisia viruksia, jotka aiheut-
tavat taudin esimerkiksi immunologisen tilanteen heikentyessa. Mahdollisuutta kayttaa viro-
min koostumusta esimerkiksi immunologisen tilanteen mittarina elinsiirron jdlkeen on tutkittu,
mutta toistaiseksi ilman lapimurtoja. On luultavaa, ettd terveen henkildn viromi jatkuvasti sti-
muloi immuunijarjestelmaa, mika nostaa elimistén immunologista valmiutta.

Terveen ja sairaan henkilon mikrobiomit ovat erilaiset, mutta vaihtelu sairaiden henkil6iden va-
lilld on suurempi kuin terveiden. Leo Tolstoin romaanin kuuluisan aloituslauseen ideaa voidaan
soveltaa myos tassa: Anna Karenina -periaate mikrobiologiassa kuvaa sitd, etta mikrobikoostu-
muksessa dysbioottisten yksildiden (joilla mikrobikoostumus on epatasapainossa eli epéterve)
valilla on paljon enemman vaihtelua kuin eubioottisten yksildiden (joilla mikrobikoostumus on

tasapainossa) valilla.

Harvinainen metagenomiikan sovellus mikrobidiagnostiikassa voisi
tulevaisuudessa loytya C. difficile -antibioottiripulin hoitoon tehtavis-
ta ulosteensiirroista, joissa potilaan suoleen siirrettdvin ulosteen Iaji-

koostumus selvitetdin terveen mikrobiomin karakterisoimiseksi ja

myds patogeenien poissulkemiseksi.

seen, saadaan syvallinen kuva eri sekvenssi-
varianttien esiintyvyydesta tutkitussa nayt-
teessd monistumisen ollessa tasainen. Kyse
on siis hyvin demokraattisesta ldhestymista-
vasta.

Heti NGS-menetelmien tullessa markki-
noille oli ilmeistd, ettd niitd voidaan sovel-
taa myo6s diagnostiikassa. Mahdollisuus tun-
nistaa mika tahansa agenssi ilman esitie-
toa taudinaiheuttajasta avaa uusia ndkymia
haastavien nédytteiden diagnostiikkaan ja
tuntemattomien tai muuntuneiden organis-
mien tunnistamiseen. NGS on geneerinen
lahestymistapa, joka mahdollistaa minka ta-
hansa DNA- tai RNA-genomin omaavan eli-
on tunnistamisen. NGS:n avulla selvitettiin
esimerkiksi Saksan vuoden 2011 ravinnoksi
kaytetyista iduista aiheutuneen E. coli -epi-
demian aiheuttaja seka Haitin vuoden 2011
maanjaristyksen jalkeisen koleraepidemian
aiheuttaja. Viimeisimman, vuosien 2014-
2016 suuren Ebola-epidemian aikana kokeil-

tiin menestykselld pientd MinlON-NGS -lai-
tetta, jolla selvitettiin Ebola-kantojen epi-
demiologiaa kenttdolosuhteissa epidemian
edetessa.

NGS-alustoja

Vuonna 2005 Biotekniikan instituuttiin han-
kittu Rochen 454-laite on nyky&dan Helsin-
gin yliopiston museossa, ja useat myéhem-
matkin laitesukupolvet ovat jo poistuneet
kaytostd. Mikrobiologiseen diagnostiikkaan
soveltuvat Illumina Inc.:n laitteistot (esim.
MiSeq, NextSeq 500) ja Thermo Fisher Scien-
tificin laitteet (mm. Ion Torrent), joista Illu-
minan laitteet ovat tavallisemmin kaytetty-
ja. Sekvensointi tapahtuu pienen pienissa,
yhdestd nukleiinihappomolekyylistd mo-
nistetuissa klustereissa lasin pinnalla. Nail-
14 laitteilla saadaan kymmenistd miljoonista
satoihin miljooniin sekvenssijaksoa, eli
readia, analyysid kohden, mutta saatujen



Osuus alkuperdisessd Osuus Osuus NGS-readeistd
ndytteessa Sanger-readeista

---------- AA-----mm- 80 %
---------- e 2%
---------- o 4%
---------- L 2%
---------- o 1%
---------- TA---=-mmen 1%

Pddosa 80 %

Pieni signaali 12%

= noin 4 %
= noin 2 %
= noin 1%

- noin 1%

Taulukko 1. Sekvenssivarianttien erottelukyky Sanger- ja NGS-sekvensoinnilla. Saatuja
sekvenssiosuuksia kuvaavat luvut ovat viitteellisid ja vaihtelevat Idhestymistavasta riippuen.

sekvenssien pituudet ovat varsin lyhyitd, noin
150-300 emasta. Luotettavaan diagnostiik-
kaan vaaditaan tavallisesti suuri maara sek-
vensseja.

Edelld mainituilla laitteilla voidaan tehda
kohdennettua sekvensointia, kuten 16S rR-
NA-geeniin perustuvaa bakteeritunnistus-
ta tai virusgenomin tietyn osan sekvensoin-
tia genotyypitystd varten. Laitteet sopivat
my6s metagenomiikan shotgun-sovelluk-
siin, joissa tarvitaan suuria maaria sekvens-
sejd. Uudemmilla PacBio RSII -laitteella (Pa-
cific Biosciences of California Inc.) ja Mi-
nION-laitteella (Oxford Nanopore Techno-
logies) analysoidaan yksittdisia DNA-mole-
kyyleja ilman klusterointia. Saavutetut luku-
pituudet ovat kymmenista tuhansista jopa sa-
toihin tuhansiin eméksiin. Klustereita kaytta-
vissa tekniikoissa eméskohtainen virheen to-
denndkoisyys on < 1 %, kun taas yksittdisia
molekyyleja sekvensoivissa tekniikoissa raa-
kadatan virheprosentti on 13-15 %. Kun esi-
merkiksi PacBio-laitteella samaa sekvenssi-
jaksoa sekvensoidaan tuhansia kertoja, saa-
tavan konsensussekvenssin tarkkuus on erit-
tdin korkea. Laskennallisesti noin 20 lukuker-
ran jalkeen PacBion eméaskohtainen tarkkuus
on parempi kuin Illuminan.

Kaikilla NGS-laitteilla on omat kaytto-
alueensa. On tarkeda valita NGS-menetel-
ma diagnostisen kysymyksenasettelun ja
halutun datan luonteen mukaan. NGS-lait-
teiden kehitysvauhti on ollut poikkeuksel-
linen. Viimeisten kymmenen vuoden aika-
na DNA-sekvensoinnin nopeus on kasvanut
enemmadn kuin tietokoneiden laskentakapa-
siteetti on lisdantynyt, mutta kustannukset
ovat laskeneet. Uusien NGS-laiteversioiden
ja uusien laitteiden julkistamistahti vie alaa
eteenpdin, mutta haittapuolena on menetel-
mien standardisoinnin vaikeus diagnostiik-
kaa varten.

Sekvensoinnin Iahestymistapoja

Diagnostisissa sekvensoinneissa on kaksi
padasiallista lahestymistapaa. Sekvensoin-
tia voidaan tehdad kohdennetusti, jos tiede-
tdadn mitd halutaan etsia ja sekvenssitietoa on

kaytettdvissa. Talloin kohdetta tavallisesti ri-
kastetaan ensin PCR-monistuksella spesifeil-
14 alukkeilla tai viljelemalla. Kohdennetussa
sekvensoinnissa sekvenssidata on vahem-
man kompleksista ja haluttu sekvenssi on ri-
kastuneena. Sekvenssidatan bioinformaatti-
nen kasittely on helpompaa ja automaattisia
tulkinta-algoritmeja on mahdollista kehittaa.
Esimerkkeja kohdennetusta sekvensoinnista
on bakteerien osoittaminen ja tyypittdminen
16S rRNA-geenin avulla tai antibioottiresis-
tenssigeenien méarittdminen.

Virologiassa kohdennettua sekvensointia
kaytetdan virusten tyypitykseen, lddkeaine-
resistenssien méarittdmiseen tai resistent-
tien kantojen varhaiseen toteamiseen no-
peasti muuntuvilla viruksilla. Kohdennettu
sekvensointi voi olla my6s hyvin laajaa. Koko
viromin analyysissd Briese ym. syntetisoivat
kaksi miljoonaa oligonukleotidikoetinta, jot-
ka kattoivat kaikki tunnetut selkdrankaisten
virukset yhteensd 207 taksonomisesta ryh-
mastd (1). Koettimilla pyydystettiin eriste-
tyistd naytteistd virusten nukleiinihapot, ja
ne monistettiin ja sekvensoitiin. Talla 1ahes-
tymistavalla voitiin 16yta4 uusia viruksia erit-
tdin kompleksisista ndytemateriaaleista ja
herkistdd tavanomaisen NGS:n herkkyytta
vield 100-10 000 -kertaiseksi.

Shotgun-sekvensointi tulee kyseeseen sil-
loin, kun sekvensoinnin kohde ei ole tiedos-
sa, kun halutaan sekvensoida mahdollisim-
man kattavasti, tai kun sekvenssitietoa ei ole
saatavilla. Shotgun-sekvensointia voidaan
kayttaad mikrobipopulaatioiden karakterisoi-
miseen, uusien patogeenien hakemiseen tai
etiologisen tekijdn tunnistamiseen silloin,
kun sita ei tavanomaisilla menetelmilla 16y-
detd. Harvinaisten vaikeiden tautitapaus-
ten etiologian selvittelyssa shotgun-sekven-
sointi voi tulla kyseeseen, esimerkiksi hen-
ked uhkaavissa enkefalopatioissa, joissa tau-
dinaiheuttajaa ei 16ydeta tavanomaisin diag-
nostisin menetelmin. Shotgun-sekvensoinnin
erityisia haasteita on sivutuotteena kertyvan,
kysymyksenasettelun kannalta tarpeettoman
sekvenssitiedon suuri maara. Naytteesta ja
lahestymistavasta riippuen jopa 99 % shot-
gun-sekvensoinnilla saatavasta sekvenssida-

tasta voi edustaa humaanisekvensseja. Spe-
sifin sekvenssitiedon suodattaminen ja ana-
lysointi vaatii suurta tietokonekapasiteettia
ja laajaa bioinformaattista osaamista, ja on
vaikeasti automatisoitavissa.

NGS:n sovellusalueita
mikrobiologisessa diagnostiikassa

On selvéa, ettd valtaosa uusista mikrobiolo-
gisen diagnostiikan sovelluksista keskittyy
nukleiinihappojen osoittamiseen. TAméan het-
ken kehitystydssd voidaan erottaa konventio-
naalisten PCR-menetelmien ohella kaksi me-
gatrendid: toisaalta mahdollisimman nopeat
ja varsin suppeat vieri- ja muut pikatestit, ja
toisaalta haluttaessa hyvin laajan mittakaa-
van NGS, joka viela paljolti hakee kaytannon
diagnostisia sovelluksia. Tietojemme mukaan
Suomen Kkliinisissa laboratorioissa ei toistai-
seksi kaytetda NGS-menetelmid mikrobiolo-
gisessa potilasdiagnostiikassa. Taulukossa 2
esitetdan niitd NGS-sovelluksia, joita on kay-
tossd joissakin Euroopan maissa, joita suun-
nitellaan kayttoon, tai jotka teknisesti olisivat
lahitulevaisuudessa toteutettavissa diagnos-
tiikassa.

EnsimmaAisind kayttoon ovat tulleet tai tu-
lossa sellaiset diagnostiset sovellukset, jois-
sa jo kaytetadn Sanger-sekvensointia. 16S
rRNA-geeniin perustuva bakteerien tyypi-
tys tehddan jo NGS:114 useissa laboratoriois-
sa Pohjoismaissa. Kokogenomisekvensointia
kaytetddn tai kokeillaan uusien MRSA-kan-
tojen, invasiivisten meningokokkien ja go-
nokokkien tyypitykseen seka antibioottire-
sistenssimaarityksiin. Bakteeripatogeene-
ja ja useita resistenssigeeneja on onnistut-
tu sekvensoimaan virtsanaytteista jopa il-
man bakteerien rikastamista viljelylla (2).
NGS:4a kaytetddn myos silloin, kun halu-
taan varmistaa harvinainen bakteeriléydoés,
tai ndyte on jaanyt bakteeriviljelyssa nega-
tiiviseksi, mutta on vahva epailys bakteerie-
tiologiasta. Bakteerien patogeenisten deter-
minanttien, kuten virulenssi- ja toksiinigee-
nien osoittaminen on yksi NGS:n sovellus.

Harvinainen metagenomiikan sovellus
mikrobidiagnostiikassa voisi tulevaisuu-
dessa 16ytya C. difficile -antibioottiripulin
hoitoon tehtavista ulosteensiirroista, joissa
potilaan suoleen siirrettdvan ulosteen laji-
koostumus selvitetd&n terveen mikrobiomin
karakterisoimiseksi ja myds patogeenien
poissulkemiseksi.

Sienipatogeenien tunnistamisessa San-
ger-sekvensoinnin avulla hyédynnetdan ho-
mologisia 185/28S sRNA-geeneja. NGS-sek-
vensoinnissa kaytetdan lyhyempid ja tarkan
tunnistamisen mahdollistavia ITS (internal
transcribed spacer) -alueita. NGS:n kaytos-
ta sienidiagnostiikassa on vield varsin va-
han kokemusta.

Jatkuu seuraavalla sivulla

4/2017 Moodi 29



Bakteerityypitys

Bakteerien antibioottiresistenssien tunnistami-
nen

Uusien MRSA-kantojen tyypitys

Invasiivisten meningokokkien tyypitys

Gonokokkien tyypitys

Viljelynegatiivisten bakteerindytteiden jatkotut-
kimus

Harvinaisten bakteerildyddsten varmistus

Hepatiitti B -viruksen genotyypitys ja ladkeaine-
resistenssien madrittdminen
Hepatiitti C -viruksen genotyypitys ja lddkeaine-
resistenssien madrittaminen

HIV-tyypitys ja ladkeaineresistenssien maaritta-
minen

16S rRNA -geeni Kaytossa
Kokogenomi- Kaytossa
sekvensointi
Kokogenomi- Kaytossa
sekvensointi
Kokogenomi- Kaytossa

sekvensointi

Kokogenomi-
sekvensointi

Tulossa kayttéon

16S / Kokogenomi- Kokeiltavana

sekvensointi

16S / Kokogenomi- Kokeiltavana

sekvensointi

Polymeraasi, HBsAg  Kokeiltavana

NS5B, 5'UTR, core;
NSS5A, NS5B, NS3

Kokeiltavana /
Kaytdssa

Integraasi, RT Kokeiltavana

Taulukko 1. Sekvenssivarianttien erottelukyky Sanger- ja NGS-sekvensoinnilla. Saatuja sekvens-
siosuuksia kuvaavat luvut ovat viitteellisid ja vaihtelevat IGhestymistavasta riippuen.

Tavallisimpia jo kadytdssa tai kokeiltavi-
na olevia virologisia sovelluksia on hepatiitti
B- ja C-virusten ja HIV:n tyypitys seka l1aa-
keaineresistenssien madarittdminen. NGS:n
avulla voidaan 16ytda harvinaisia mutatoitu-
ja HIV-kantoja, jotka ovat kliinisesti merkitta-
vid mutta niin vahdisia, ettd Sanger-sekven-
soinnilla ne jaisivat havaitsematta. Myos her-
pes simplex (HSV)- ja muiden herpesvirus-
ten resistenssimaarityksissa ollaan siirtymas-
sa fenotyyppisistd maarityksista NGS:11a teh-
taviin genotyyppisiin maarityksiin.

Tarkea virologinen NGS-sovellusalue
voi 16ytyad enkefalopatioista, joissa epail-
ladn virusetiologiaa, mutta ei voida tavan-
omaisilla menetelmilld osoittaa mitddn vi-
rusta. Naccache ym. ovat julkaisseet ta-
pauksen, jossa likvorista ja muista klii-
nisistd ndytteistd etsittiin kymmenia pa-
togeeneja spesifeillda PCR-testeilld, mut-
ta mitddn tautia selittdvaa tekijaa ei loy-
detty. Lopulta likvornaytteestd tehtiin shot-
gun-sekvensointi monistamalla néaytet-
td aluksi random heksameereilla. Saaduis-
ta sekvenssijaksoista eli readeistd 0,0012 %
edusti astrovirusvarianttia, jota ei voitu osoit-
taa suolistoinfektioita varten tarkoitetulla ast-
rovirus-PCR-testilld. Diagnoosiksi varmistui
neuroinvasiivinen astrovirusinfektio, johon
potilas menehtyi joitakin kuukausia NGS:11a
saadun diagnoosin jalkeen (3).

Mikrobin patogeeniset kannat tai resis-
tentit muodot saattavat edustaa hyvin pienta
osaa naytteessa olevista mikrobeista, mutta
ne voivat siitd huolimatta olla kliinisesti mer-
kittavia. Jos muuntuneen mikrobin sekvenssid
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ei tunneta, NGS on ainoa menetelmi muuntu-
neiden mikrobikantojen osoittamiseen.

Epidemiologisia ja muita sovelluksia

NGS soveltuu epidemiaseurantaan, taudin-
aiheuttajan tai variantin nopeaan tunnista-
miseen puhkeavissa epidemioissa, epide-
mioiden ennakointiin ja tartunnan ldhteen
selvittelyyn. NGS:44 on kaytetty esimerkik-
si muuntuneiden influenssa A -kantojen var-
haiseen osoittamiseen (4). Jo aiemmin mai-
nitun Ebola-epidemian aikana viruskantojen
muuntumista seurattiin NGS:n avulla ldhes
reaaliaikaisesti. Ebola-epidemian jdlkeen
ryhdyttiin mm. Bill ja Melinda Gatesin sda-
tién rahoituksella maailmanlaajuiseen epide-
mioiden ennaltaehkaisyyn. Reservoaareiksi
tunnetuista eldinlajeista etsitddn NGS:114 vaa-
rallisia bakteereita ja viruksia. Loyddsten pe-
rusteella ennakoidaan diag-
nostiikan, rokotetuotannon
ja rokotekehityksen tarpeita
sekd mm. alueellisia eristys-
tarpeita. Airiesimerkki on
bioterrorismi (pernarutto)
ja biologiset aseet, joiden
diagnostiikkaan ja karakte-
risointiin NGS on omiaan.

Vahaisetkin
mikrobisekvenssit,
kuten lddkeaine-
resistentit kannat,
saattavat olla

suurempi diversiteetti suojaa allergialta (5).
Toinen askettdin julkaistu tutkimuksemme
osoitti, ettd erdaat aknen hoidossa tehokkaat
ladkkeet muuttivat ihon mikrobiomin koos-
tumusta (6). Parkinsonin tautia sairastavien
ja terveiden henkildéiden valilla osoitimme
eroja suoliston ja suun mikrobiomeissa (7,
8).

Virologiassa olemme kayttaneet PacBio-
sekvensointia JC-polyoomaviruspopulaati-
oiden karakterisoimiseen neurologisten po-
tilaiden likvornaytteissa ja munuaisensiirto-
potilaiden virtsoissa (9, 10). Onnistuimme
sekvensoimaan kokonaisia virusgenomei-
ta ja osoittamaan neurologisten PML-poti-
laiden likvorista useita erilaisia ns. neurot-
rooppisia JC-viruskantoja. Ainoastaan Pac-
Bio-menetelmdlld paastdan karakterisoi-
maan kokonaisten viruskantojen ominai-
suuksia, kun sekvenssid ei koota lyhyista
fragmenteista. Kaikki omissa tutkimuksis-
samme tuotettu sekvenssidata on lahetetty
julkisiin tietokantoihin.

Kaupallisia NGS-analytiikassa
kaytettdvia testejd

Joitakin kaupallisia reagensseja ja tietoko-
neohjelmistoja on saatavilla mikrobiologi-
seen NGS-sekvensointiin ja data-analyysiin.
Ensimmaisid kaupallisia virologisia NGS-so-
velluksia ovat hepatiitti B- ja C-virusten
genotyypitys ja ladkeaineresistenssimaari-
tykset. Myos HIV-genotyypitykseen ja tar-
tunnanjaljitykseen seka HIV:n ja HSV:n laa-
keaineresistenssimaarityksiin on kaupallisia
reagensseja. Monissa kaupallisissa testeis-
si tarjotaan PCR- ja sekvensointialukkeet
sekd analyysiohjelmisto sekvenssitiedon
tulkitsemiseen. Itse sekvensointi tapahtuu
yleisilla NGS-alustoilla. Analyysiohjelmistot
perustuvat tulosten vertailuun olemassa ole-
vien tietokantojen kanssa.

Hyotyjd ja haasteita

NGS on herkkd menetelma, jolla voidaan
osoittaa pienid ma&&arid kohdetta hyvin
kompleksisesta naytteesta.
NGS:n avulla voidaan 16y-
taa sellaisia uusia mikrobe-
ja, joita ei voida viljella labo-
ratoriossa. Se on myds spe-
sifi menetelmd, mutta lyhyita
nukleiinihappofragmentteja
sekvensoitaessa on vaaran
tulkinnan vaara, jos laheisil-

HH H td sukulaismikrobeilta 16y-
Omia sovelluksia kI"nISEStI tyy homologinen sekvenssi.
merkittavia. NGS-menetelmén etuja ovat

Olemme kayttdneet NGS-
menetelmid bakteeriyhtei-
sb6jen karakterisoimiseen useissa sairauk-
sissa. Osoitimme, ettd ihon mikrobiomin

myo6s geneerisyys ja mah-
dollisuus 10ytaa seka tunnet-
tuja ettd tuntemattomia kohteita. Kdyttdjan
haasteena on tunnistaa ne vaikeat diagnos-



tiset ongelmat, joissa NGS:44 voidaan hyo-
dyntaa.

Kliinisessd kaytossa pitda ratkaista,
mikd on ladketieteellisesti merkitseva
10ydos, mika taas merkitykseton, ja mika
voi tulla merkitsevaksi myéhemmin. Vahai-
setkin mikrobisekvenssit, kuten ladkeaine-
resistentit kannat, saattavat olla kliinisesti
merkittavid. Karttuvan tutkimustiedon avul-
la merkitykseton tieto voi osoittautua mer-
kitykselliseksi myéhemmin, esimerkiksi
uuden tautiassosiaation tai uuden hoidon
ansiosta, jolloin kaiken sekvensointitie-
don tallentamiselle on perusteita. Mikrobi-
en sekvensoinnissa kertyvan humaanisek-
venssitiedon poistaminen paitsi tulkinnalli-
sista, my0s eettisistd syistd lienee valttama-
tontd. Humaanisekvenssien poistamisen me-
netelmista ja laatukriteereista tulisi olla yh-
teinen sopimus.

Massiiviparalleelisekvensoinnin etu ja
haaste on sen kaikkien osa-alueiden nopea
kehitys: naytteenkasittely, sekvensoitavien
kirjastojen valmistus, sekvensointi ja erityi-
sesti tulosten analysointi
bioinformatiikan ja tilas-
totieteen keinoin kehitty-
vét valtavaa vauhtia. Pul-
lonkaulana on tulosten
tulkinta ja sen hitaus sil-
loin, kun valmiita tulkin-
ta-algoritmeja ei ole ole-
massa. Diagnostisen la-
boratorion kannalta uu-
si vaatimus on bioinfor-
matiikan osaaminen, jota
Suomessa on aivan liian
vahdn. Osaamisen kehit-
taminen on aikaavievaa ja
vaatii matemaattista ymmarrysta — ja mikro-
biologisista sekvensoinneista puhuttaessa
mikrobiologian alan taustakoulutusta. Uusia
diagnostisia menetelmia kayttoon otettaes-
sa ensimmadinen ilmeinen kysymys on hinta.
NGS on kalliimpaa kuin Sanger-sekvensoin-
ti, mutta hinnat ovat laskusuunnassa.

Laadunarvioinnin nakékulmia

Laadunarvioinnin ja laboratorioiden vali-
sen tulosvertailun kannalta NGS:n jatkuvas-
ti uudistuvat laboratoriomenetelmat, sek-
vensointialustat, tulkinta-algoritmit ja muut
tekniset ratkaisut ovat ddarimmadisen haasta-
via. Menetelmien v4lilla tulee aina olemaan
suuria eroja, jotka kasvavat sitd mukaan, mi-
ta yksityiskohtaisempaa tietoa tarkastellaan.
Hyvin kuratoituja tietokantoja mikrobiléy-
dosten vertailuun on vasta vahén saatavilla.
Jokaisen sekvensointituloksen tulkinta pe-
rustuu julkisiin tietokantoihin, jotka karttu-
vat ja paranevat ainoastaan sinne lahetetta-
vien sekvenssien avulla. Siksi on darimmai-
sen tarkedd, ettd kaikki mikrobisekvenssit
lahetetdan julkisiin tietokantoihin kaikkien
kaytettavaksi.

Massiiviparalleeli-
sekvensointi
mahdollistaa laajan,
oireisiin perustuvan
laboratoriodiagnostiikan
jopa yksittdisista
ndytteista.

Diagnostisessa kaytossa tarkeintd on pys-
tya erottamaan ladketieteellisesti merkitseva
16ydos ja tulkitsemaan sen merkitys. Lopulli-
sen loydoksen lisaksi NGS-prosessin laatua
voidaan tarkastella osina: naytekasittelya,
halutun kohteen tai sekvenssin rikastamista,
sekvensointia ja bioinformaattista datan ka-
sittelyd kutakin erikseen. Esimerkiksi sek-
vensoinnin tuottamaa dataa voidaan kayttaa
ulkoisen laadunarvioinnin "néytteend”, joka
laboratorion tulee kyeta analysoimaan.

Eettiset kysymykset

Sekvensointitiedon kertyminen tuo muka-
naan eettisia kysymyksid mikrobiologiassa
samaan tapaan kuin genetiikassa. Sekvens-
sitiedon joukossa voi olla satunnaisloydok-
sid, jotka eivat liity potilaan sairauteen ja
joita ei ole osattu epailld: esimerkiksi haet-
taessa ulostepatogeeneja metagenomii-
kan lahestymistavoilla on mahdollista 16y-
taa HIV-sekvensseja potilaalta, jota ei ole
tiedetty HIV-positiiviseksi. Satunnainenkin
16ydoés voi olla potilaan
terveyden kannalta mer-
kityksellinen.

On tarkeda sopia etu-
kdteen menettelytavois-
ta, jotta satunnaisloydok-
set eivét vaikeuta tulos-
ten tulkintaa liialti. Bioin-
formatiikan keinoin epa-
toivottua sekvenssidataa
voidaan suodattaa pois
ennen raportin laatimista.
Satunnaisléoydokset eivét
ole yksinomaan NGS:n si-
vutuote. Esimerkiksi MRI-
ja CT-kuvauksissa voidaan todeta sydpa
muussa tarkoituksessa tehdyn tutkimuksen
sivutuotteena. Genetiikassa ihmisen eksomi-
tai kokogenomisekvensoinnin yhteydessa
voidaan 10ytéda lukuisia loss-of-function -mu-
taatioita, joista osa voi liittya tunnettuihin pe-
rinnollisiin tauteihin. Seka potilaan etta hoi-
tavan ladkarin tulee olla tietoinen tallaisesta
mahdollisuudesta.

Mikrobisekvenssitiedon tallentamista voi-
daan perustella silld, etta talla hetkelld mer-
kitykseton sekvenssitieto saattaa tulla tar-
kedksi, jos 10ydetdan uusia tautiassosiaatioi-
ta tai kehitetdan uusia ladkkeité tai rokottei-
ta. Erityisesti shotgun-sekvensoinnissa ker-
tyvan humaanisekvenssitiedon osalta tilan-
ne on toinen. Kysymys humaanitiedon kasit-
telysta ja tallentamisesta silloin, kun se ei ole
ollut tutkimuksen kohteena, edellyttda labo-
ratoriodiagnostiikan, ladketieteen, muiden
terveydenalan toimijoiden ja etiikan asian-
tuntijoiden valistd keskustelua.

Lopuksi

Massiiviparalleelisekvensointi mahdollis-
taa laajan, oireisiin perustuvan laboratorio-

diagnostiikan jopa yksittaisistd naytteista.
Tarkeitd diagnostisia sovellusalueita ovat
esimerkiksi ladkeaineresistenssien totea-
minen ja vaikeiden, harvinaisten tautita-
pausten diagnostiikka. Metagenomiikan
lahestymistavat helpottavat uusien tauti-
assosiaatioiden ja kokonaan uusien pato-
geenien 10ytamistd. Mikrobiomin merkityk-
sen selvittdmiseen NGS on ainutlaatuinen
tyokalu. Loydoksia voidaan hyodyntaa ladk-
keiden, rokotteiden ja mikrobien kasvatus-
menetelmien kehittdmisessd. NGS:11a saa-
daan valtavasti tietoa, jonka tulkinta on haas-
teellista, mutta joka tuo mukanaan myds uu-
sia diagnostisia mahdollisuuksia. =
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