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Ohjaajat

Opinnaytety6 tehtiin Helsingin yliopiston mikrobiologian osastolla kokeellisen evo-
luution tutkimusryhméssa. Opinnaytetydn tarkoituksena oli optimoida menetelma,
jossa PCR suoritetaan bakteeripesakkeille ilman DNA-eristysta (pesake-PCR).
Optimointi suoritettiin selvittamalla soluliuoksen kolmessa lyysauspuskurissa keit-
tamisen, sentrifugoinnin ja kahden polymeraasientsyymin vaikutus PCR:n tilastolli-
sesti mallinnettuun onnistumistodennakoisyyteen.

Tutkimuksen naytemateriaalina oli kahdeksan bakteerikantaa Helsingin yliopiston
HAMBI-kantakokoelmasta. Naytteet valittiin kiinnittdmalla huomiota bakteerien Kkilii-
niseen merkitykseen. Kaikki tutkimukseen valitut kannat ovat gramnegatiivisia, op-
portunistisia sauvabakteereja.

Tutkimuksesta kavi ilmi, ettd PCR-tulokseen vaikutti voimakkaimmin naytteen esi-
kasittely: Positiivista PCR-tulosta ennusti parhaiten 20 mM NaOH:n kayttdminen
lyysauspuskurina. Naytteen sentrifugoinnilla ei ollut tilastollisesti merkitsevaa vaiku-
tusta, mutta sentrifugointi johti suurempaan tuotemaaraan. PCR-ohjelma, jossa oli
kaytossa DreamTag-polymeraasientsyymi, tuotti Phusion-polymeraasientsyymiin
verrattuna enemman positiivisia PCR-tuloksia, mutta tuotti myds enemman virheita.
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1 Johdanto

Opinnaytetyon aihe syntyi tydelaméssa tehtyjen havaintojen perusteella syksylla 2017.
Tuolloin  Helsingin  yliopiston  mikrobiologian  osastolla  tekemieni  pesa-
ke-PCR-tutkimusten yhteydessa havaitsin, ettei peséke-PCR:lle ole yleisesti toimivaa
protokollaa. Kyseisessa tutkimuksessa 22:lle kantakokoelman bakteerikannalle tehtiin
pesdke-PCR, jotta kantaidentiteetti voitaisiin varmistaa sekvensoimalla. Laboratoriossa
kaytdssa ollut menetelma ei aina tuottanut toivottavaa monistumista. Jatkotoimenpitei-
siin ei ollut saatavilla selkeda suositusta, vaan tyota jatkettin oman osaamisen mukai-
sesti tai hakemalla neuvoa muilta osaston asiantuntijoilta. Epaonnistuneen PCR:n jal-
keen tyd suoritettiin uudestaan muuttamalla parametreja, joiden voitiin katsoa vaikutta-
neen bakteerin monistumisen epaonnistumiseen, mutta joiden vaikutuksesta ei ollut

varmuutta.

Pesdke-PCR-menetelmdad on tyypillisesti kaytetty kloonauksen onnistumisen tutkimi-
seen Escherichia coli -bakteerilla. E. coli -bakteerille toimivat protokollat eivat kuiten-
kaan valttamatta tuota samaa PCR:n onnistumistodennékoisyytta muille gramnegatiivi-
sille bakteerilajeille, joilla on vaihteleva solurakenne ja -fysiologia. TAma saattaa selit-
taa, miksi laboratoriossa kaytossa ollut menetelma tuotti vaihtelevia tuloksia eri baktee-
rikannoille. Tassa tydssad PCR:n onnistumistodennékdisyytta tutkittin PCR-menetelman
optimoinnilla. Optimoinnin tarkoituksena oli tarkastella erilaisten menetelmien toiminta-
varmuutta seka etsia optimaalinen vaihtoehto kaytossa olevan menetelman tilalle. Op-
timoinnissa keskityttiin lyysauspuskurin, sentrifugoinnin sekd polymeraasientsyymin

vaikutukseen.

Menetelmavertailuun otettiin mukaan myos kaksi muuta esikasittelymenetelmaa. Yksi
kokeellinen menetelma keskittyi jo lyysattujen bakteerisolujen jatkokasittelyyn suoda-
tinpaperin avulla. Toisessa kokeellisessa menetelmdssa soluille ei kaytetty erillista
lyysauspuskuria, vaan solut siirrettiin kasittelemattomalle selluloosapohjaiselle suoda-
tinpaperille, joka puhdistettiin pesupuskurilla. Molemmissa menetelmissd suodatinpa-

peri siirrettin PCR-reaktioseokseen pesun jalkeen.

Tehty tutkimus antoi selkean tuloksen, jonka pohjalta opinnaytetydssa tehtiin pesake-

PCR-menetelmalle ohjeistus, joka on toimitettu laboratorion kayttéon. Ohjeistus lisaa



tydskentelyn toimintavarmuutta, kustannustehokkuutta ja helppoutta, vdhent&en turhien

uusintatutkimusten maaraa.

2 DNA:n monistaminen polymeraasiketjureaktiolla

DNA:ta voidaan monistaa joko liittamalla DNA-jakso elavaan soluun (kloonaaminen),
joka monistaa sitd solujakautumisen yhteydessa, tai keinotekoisilla (in vitro) menetel-
milla. Vaikka menetelméat eroavat toisistaan, voidaan molempien avulla monistaa yksit-
taisia kiinnostuksen kohteena olevia DNA-jaksoja (yleensa geeneja). (Brown 2016:6—
11.)

Polymeraasiketjureaktio (polymerase chain reaction, PCR) on yksinkertainen entsy-
maattinen menetelma, joka mahdollistaa tietyn DNA-jakson monistamisen (Garibyan —
Avashia 2014). PCR:&an verrattuna geenien kloonaus on hidasta, silla laboratorio-
oloissa geenien kloonaaminen voi vieda viikkoja tai kuukausia, kun taas PCR monistaa
DNA:n muutamassa tunnissa. Geenien kloonaaminen on silti edelleen kaytossa, silla
PCR:n toimiminen edellyttdd alukkeiden suunnittelemista ja sitoutumista haluttuun
paikkaan. Liséksi PCR edellyttaa sekvenssien tuntemusta, silla mikali sekvenssia ei
tunneta, ei sopivia alukkeita voida tehda. Tastd johtuen PCR ei sovellu kaytettavaksi
sellaisten geenien eristdmiseen, joita ei ole tutkittu ennen, jolloin tutkimus on tehtava
kloonaamalla. Lisaksi PCR toimii vain rajallisten pituisten DNA-sekvenssien monista-
misessa: PCR:lla voidaan monistaa 5-40 kb:n mittaisia DNA-molekyyleja. (Brown
2016:6-11))

PCR-menetelma suoritetaan aina keinotekoisessa ymparistossa kayttden hyodyksi
reagensseja ja lampdtilavaihteluita. Perinteisessa PCR:ssa reaktio kaynnistyy, kun
reaktioseos kuumennetaan ldhelle veden kiehumispistettéa (esim. 94 °C). Kuumennus
saa kaksijuosteisen DNA:n vetysidokset katkeamaan, jolloin kaksijuosteisesta DNA:sta
tulee yksijuosteista (denaturaatio). Denaturaation jalkeen lampdétilaa lasketaan (esim.
50-60 °C), joka mahdollistaa reaktioseoksessa olevien alukkeiden kiinnittymisen yksi-
juosteiseen DNA:han. Tdma annealing- eli kiinnittymisl&mpdtila riippuu kaytetysta po-
lymeraasista seka alukkeiden pituudesta ja GC-pitoisuudesta. Mikali reaktioseoksessa

ei ole alukkeita tai alukkeet eivat sovi naytemateriaaliin, DNA-juosteet kiinnittyvat jal-



leen toisiinsa, eika toivottua monistumista tapahdu. Kiinnittymisvaiheen jalkeen |[Ampo-
tila nostetaan lampdotilaan (esim. 74 °C DreamTag-polymeraasientsyymia kaytettaes-
sd), joka mahdollistaa DNA-polymeraasientsyymin toiminnan. Tassé vaiheessa DNA-
polymeraasi tuottaa komplementaarista DNA:ta kohde-DNA:han (templaatti) n&hden
tehden yksijuosteisesta DNA:sta kaksijuosteista: tapahtuu loppupidennys. Loppupiden-
nysvaiheen jalkeen lampdtila nostetaan takaisin 94 °C:seen, jolloin kaksijuosteinen
DNA denaturoituu ja monistumissykli alkaa uudelleen. Syklid toistetaan useita kertoja,
jolloin muodostuu runsaasti (esim. 30 syklia: n. 130 miljoonaa) kaksijuosteisia DNA-
molekyylejd, joista jokainen on kopio alkuperdisesta DNA-molekyylista. (Brown
2016:6-11, 157-159.)

2.1. Alukkeet

Alukkeet ovat avain onnistuneeseen DNA:n monistumiseen. Alukkeet tulee suunnitella
oikein, jotta ne sitoutuvat oikeaan kohtaan DNA-jaksossa. Véaarin suunnitellut alukkeet
voivat aiheuttaa DNA:n monistumisen estymisen siksi, ettd alukkeet kiinnittyvéat vaa-
rddn DNA-jaksoon, useampaan kuin yhteen jaksoon tai toisiinsa. (Brown 2016:159—
160.)

Alukkeiden toimivuuteen vaikuttaa myds PCR-ohjelman kiinnittymislampétila, silla
DNA-DNA-hybridisaatio on lampétilariippuvainen menetelma: jos lampétila on liian kor-
kea, hybridisaatiota ei tapahdu ja alukkeet seka templaatti-DNA pysyvéat muuttumatto-
mina. Jos taas lampdtila jaa liian alhaiseksi, muodostuu vakaita epasopivia hybrideja.
Ihanteellisen kiinnityslampdétilan tulee olla riittavan alhainen DNA-DNA-hybridisaatiolle,
mutta tarpeeksi korkea estaméan epasopivien hybridien muodostuminen. (Brown
2016:161.)

Sopivan Kkiinnityslampdétilan voi laskea huomioimalla alukkeen sulamislampétilan el
Tm-lampétilan (T = melting temperature) (Brown 2016:163). Tm-lAmpétilalla tarkoite-
taan lampdtilaa, jossa 50 % alukkeesta pysyy yksijuosteisena ja 50 % kykenee kiinnit-
tymaan templaattiin. Lampotila, joka on 1-2 °C Tn-lAmpdtilaa alhaisempi, on yleensa
riittdvan alhainen oikeiden aluke-tempaatti-hybridien muodostumiseksi seka riittavan

korkea epasopivien hybridien muodostumisen estamiseksi (Brown 2016:163).

DNA:n emaksistd guaniini (G) ja sytosiini (C) nostavat Ty-lAmpdtilaa verrattuna ade-

niiniin (A) ja tyminiiniin (T). Tm-l&mpotilan voi yksinkertaisimmillaan laskea kaavalla: T



= (4 x [G+C]) +(2 x [A+T]) °C, jossa [G+C] on G ja C emasten lukum&éard alukkeen
sekvenssissé ja [A+T] on A- ja T-emasten lukumaara alukkeen sekvenssissa (Brown
2016:163-164) tai kayttamalla alukkeita tai reagensseja tuottavien yritysten laskureita,
kuten Thermo Fisherin tarjoamaa ilmaista Tm Calculator ohjelmaa. Liséksi alukkeiden
suunnittelussa tulee huomioida, etta kaytettavien alukkeiden Tn-lampdtilat ovat riittévan
lahella toisiaan, jotta kiinnittymislampdétila ei ole liian korkea tai matala yhdelle alukkeis-
ta (Brown 2016:164).

2.2. Polymeraasit

PCR-reaktiossa DNA-polymeraasi toimii kemiallisen reaktion katalysaattorina, ja sen
paaasiallinen tehtdva on DNA-synteesin suorittaminen. Polymeraasientsyymi toimii
aina sekvenssin uudelleen luomisessa 5'—3'-suunnassa. Useimmat polymeraasient-
syymit ovat [Ampdstabiileja eli ne pysyvat aktiivisina lampaotiloissa, joissa normaalit ent-
syymit eivat kykene toimimaan. (Brown 2012:194, 198.)

Kaikki DNA-polymeraasit kykenevét jatkamaan DNA-jakson monistamista alukkeista,
jotka ovat kiinnittyneet yksijuosteiseen DNA-jaksoon, mutta kaikki polymeraasit eivat
sovellu DNA:n sekvensointiin, silla useimmat DNA-polymeraasit kykenevat sekéa hajot-
tamaan etta syntetisoimaan DNA:ta entsymaattisella aktiivisuudellaan. Hajoamista voi
tapahtua seka 5'-3' ettd 3'=>5' suuntaan, joista jalkimmainen on erityisen haitallinen
ketjuterminaatiosekvensoinnille (Sanger-sekvensointi), silla 3'—5' -aktiivisuus estaa
ketjun lopettamisen poistamalla dideoksinukleotidin valittdmasti sen jalkeen, kun se on
lisatty 3'-paahan. Tyypillisimmin kaytdssa on Tag-pohjainen DNA polymeraasientsyymi
(alun perin Thermus aquatiqus -bakteerista eristetty lampdstabiili polymeraasi), silla se
ei sisdlla eksonukleaasiaktiivisuutta ja mahdollistaa 750 emasparin mittaisten sekvens-
sien monistamisen yhdessa kokeessa. (Brown 2016: 178-179.) Eksonukleaasiaktiivi-
suudella tarkoitetaan polymeraasin kykya poistaa tuotteeseen virheellisesti lisatty emas
(Khare — Eckert 2002).

Kaikki polymeraasit ovat virhealttiita ja voivat toisinaan lis&td vaarid nukleotideja kas-
vavaan DNA-juosteeseen. Useimmat polymeraasit kykenevat kuitenkin korjaamaan
nama virheet syntetisoimalla uudelleen oikean sekvenssin. Tatd ominaisuutta kutsu-
taan oikolukemistoiminnoksi, ja se on riippuvainen polymeraasin

3'-5'-eksonukleaasiaktiivisuudesta. Tag-polymeraasientsyymilla ei ole oikolukemistoi-



mintoa, jonka vuoksi se ei kykene korjaamaan Vvirheitd. TA&astd johtuen
Tag-polymeraasientsyymi ei aina kopioi tarkasti templaattimolekyylia.
Tag-polymeraasientsyymin kohdalla virhetta voidaan pitdd kuitenkin l[&hes merkitykset-
tomana, silla virhetaajuus on yksi 9000 syntetisoitua nukleotidia kohden. Akkumulaa-
tiovaikutuksen vuoksi virhe esiintyy PCR-tuotteessa keskimaéarin 300 emasparin valein,
kun PCR-ajoa on suoritettu 30 syklia. (Brown 2016:167.)

Useimmissa sovellutuksissa Tag-polymeraasientsyymin korkea virhetaajuus ei ole on-
gelma, vaan oikea sekvenssi saadaan luotua kopiointivirheista huolimatta. Tama johtuu
siitd, ettéd Tag-polymeraasientsyymin tekemat virheet ovat satunnaisia ja satunnaisvir-
heiden ymparilla on oikein muodostunutta juostetta. Polymeraasin aiheuttamat virheet
ovat merkittavia erityisesti silloin, jos virhe on tullut monistuksen alkuvaiheessa. (Brown
2016:168.)

Tag-polymeraasientsyymin lisaksi PCR-menetelméssa on yleisesti kaytbssd Phusi-
on-polymeraarientsyymi, joka on 52 kertaa Tag-polymeraasientsyymia tarkempi. Phu-
sion-polymeraasientsyymin kestavyytta on parannettu niin, etta reaktiohairidt ovat va-
haisia ja optimointi minimaalista. Phusion-polymeraasientsyymissa on otettu huomioon
alukkeiden hajoaminen ja epaspesifisten hybridien muodostuminen kehittdamalla tuot-
teeseen ainutlaatuinen kuumakaynnistysteknologia. Phusion-polymeraasientsyymilla
on lisdksi erittdin alhainen virhetaajuus, ja se kykenee sdilyttamaén tarkan DNA-
sekvenssin Tag-polymeraasientsyymia paremmin. (Phusion DNA Polymerases. 2017.)

2.3. Peséake-PCR

Pesdke-PCR:ssa monistuva DNA tulee vapauttaa pesakkeessa olevista soluista ennen
PCR-reaktion suorittamista. Bakteerisolun lyysauksessa on oleellista huomioida, etta
bakteerin soluelimia suojaa aina sytoplasminen membraani eli solukalvo. Soluseinan
paakomponenttina on peptidoglykaani, joka vaikuttaa bakteerin muotoon ja antaa bak-
teerille mekaanisen resistenssin osmoottiselle paineelle estden solujen tuhoutumisen.
Soluseind koostuu hydrofobisesta fosfolipidikaksoiskerroksesta, johon on kiinnittynee-
na proteiineja. TAma rakenne toimii puolilapaisevané kalvona, joka estda hydrofiilisten
aineiden vuotamisen sytoplasmasta, suojaten solua ulkopuolisilta tekij6iltd. (Cataldo
ym. 2013.)



Useimmilla bakteereilla on myds solua jaykistava soluseiné ja joillakin kapselirakenne.
Liséksi useilla bakteereilla on solujen pintaan tarttumisen mahdollistavia elimig,
fimbrioita eli tarttumakarvoja, jotka ovat vahvasti yhteydessa bakteerin taudinaiheutta-
misominaisuuteen. Bakteerit liikkuvat ympéaristossaan usein liikkumasiiman eli flagellan
avulla, joka on korkkiruuvinmuotoinen rakenne, jonka pyorimislikkeen avulla bakteeri-
solu liikkuu pois epaedullisista oloista kohti parempia kasvuolosuhteita. Flagellattomat
bakteerit liikkuvat liukumalla. Bakteerisolu siséltda DNA:ta, RNA:ta, proteiineja, lipideja
ja hiilihydraatteja seka ribosomeja, jotka vastaavat solun toiminnasta. (Vaara — Skurnik
— Sarvas 2010.)

Solurakenteiden rikkomiseksi ja DNA:n vapauttamiseksi voidaan kayttad useita mene-
telmia riippuen siitd, onko kyseessa gramnegatiivinen vai grampositiivinen bakteeri
(Jordens 1998). Grampositiivisten bakteereiden soluseind on paksumpi kuin gram-
negatiivisten bakteerien soluseina. Lisdksi grampositiivisilla bakteereilla peptidoglykaa-
nikerros sisaltaa pitkid anionisia polymeereja ja teikohappoja, jotka osallistuvat solun
toimintaan. Gramnegatiivisilla bakteereilla on ohuempi peptidoglykaanikerros, joka on
kovalenttisesti sitoutuneena ulompaan kahdesta solukalvosta. Gramnegatiivisten bak-
teerien ulompi solukalvo on epasymmetrinen lipidikerros, joka sisaltéda fosfolipideja ja
lipopolysakkarideja. Taméa ulkoinen solukalvo toimii gramnegatiivisten bakteerien suo-
jakaiteena, sdadellen liukoisten aineiden virtausta. (Cataldo ym. 2013.)

Bakteerin soluseindn tuhoaminen ja solunsisaisten komponenttien vapauttaminen vaa-
tivat soluseinan lujuutta tuottavien komponenttien tuhoamisen. Gramnegatiivisten bak-
teerien kohdalla lyysaus vaatii peptidoglykaanin hajottamisen. Soluseindn tuhoaminen
voidaan tehda joko mekaanisilla keinoilla tai ei-mekaanisilla keinoilla (fysikaaliset, ke-
mialliset ja entsymaattiset), mitkéd ovat tarkempia ja lempeampid. Mekaanisissa mene-
telmissa solut altistetaan solustressille, kuten korkealle paineelle, hankaukselle tai ult-

raganelle. (Geciova et al. 2002.)

Fysikaalisia menetelmia ovat esimerkiksi dekompressio, jossa solujen hajotus tapahtuu
johtamalla solun sisaan kyllastetty kaasua, osmoottinen shokki, jossa suspensio on
laimentamisen jalkeen altistettu korkealle osmoottiselle paineelle, ja lampdkasittely.
Menetelmat ovat herkkid ja mahdollistavat mm. proteiinien ja entsyymien erottelun.
(Geicova et al. 2002:546-547.) Pesake-PCR-menetelmassa solut lyysataan tyypillisesti
lampokasittelylla. Lisdksi fysikaalisen menetelméan tueksi voidaan lisatd kemiallisia

komponentteja soluseindman tuhoamiseksi.



Kemiallisissa menetelmissa ulompi solukalvo hajotetaan kayttdmalla bakteerilajille so-
pivaa hajotusmenetelmaa. Kemiallinen hajotus voidaan tehda kayttamalla esimerkiksi
antibiootteja, kelatoivia aineita (EDTA), kaotrooppeja, detergentteja, liuottimia, hydrok-
sideja ja hypokloriitteja. Kemiallinen hajottaminen liuottimilla ja detergenteilla ei kuiten-
kaan johda solun sisdisten entsyymien vapautumiseen. (Geicova et al. 2002:547.)

Esimerkiksi Nybo (2012:345-347) esittelee kemiallisena menetelmana NaOH-
protokollan, jossa pesake-PCR-menetelmasséa bakeerisolujen lyysaus tehdéén 20 mM
NaOH-liuoksella. Menetelm& onnistuu hanen tutkimustensa mukaan esimerkiksi Sac-
charomyces cerevisiae -hiivalla. Lisaksi Jordens (1998) ja Nybo (2012) esittelevat ar-
tikkeleissaan gramnegatiivisten bakteerien hajottamista TE-puskurilla. TE-puskuri on
kemiallinen puskuri, jossa EDTA toimii Mg?* ja Ca?"* -ioneja sitovana partikkelina, mika
johtaa lipopolysakkaridimolekyylien vapautumiseen aiheuttaen peptidoglykaanikerrok-
sen altistumisen lyysaukselle (Geicova et al. 2002:547). TE-puskuri sisaltdd EDTA:n
liséksi Tris-HCL-liuosta (0,1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)) (TE Buffer 2018).

Entsymaattisessa hajotuksessa solut on mahdollista lyysata hyédyntamalla autolyysia
tai kayttamalla solunulkoista entsyymia. Autolyysi on mahdollista esimerkiksi Eshe-
richia coli -bakteerikannalle. E. coli -bakteerikannan autolyysia on tutkittu antibiootin
avulla. Antibiootti hairitsee solun peptidoglykaanisynteesia ja peptidoglykaanikerroksen
hajotessa bakteerin soluseinamén huokoisuus lisaantyy, mika voi aiheuttaa solun ha-
joamisen. Ulkoisena entsyymina kaytetddn usein proteaasia ja glukanaasia, jotka hajot-
tavat soluvalin mannoproteiinikompleksin tuhoten solurakenteen. Lysotsyymeja voi-
daan kayttaa grampositiivisten bakteerien hajottamisessa, silla lysotsyymit katalysoivat
b-1,4-glykosidisen hydrolyysia, tuhoten peptidoglykaania. Gramnegatiiviset bakteerit
ovat vahemman alttiita lysotsyymeille, silla gramnegatiivisten bakteerien ulkoinen poly-
sakkaridikerros suojaa bakteerin peptidoglykaania entsyymilta. (Geicova et al.
2002:547-548.)

Lyysauksen liséksi pesédke-PCR-menetelméssd hyodynnetddn usein sentrifugointia.
Sentrifugoinnissa keskipakoisvoiman avulla erotellaan suspensiossa olevat eripainoiset
komponentit toisestaan. Sentrifugoinnilla pyritdadn poistamaan naytesuspensiosta PCR-
reaktiota inhibioivia tekijoita, kuten proteiineja, proteinaaseja ja polysakkarideja (Schra-
der — Schielke — Ellerbroek — Johne 2012). Esimerkiksi sek& Jordens ettd Nybo mainit-

sevat kemiallisen lyysauksen lisasi sentrifugoinnin osana bakteeri-DNA:n kasittelya.



Kirjallisuudessa esiintyy myds menetelmid, joissa pesake kasitelladan ainoastaan me-
kaanisella menetelmalld. Kyseisissa menetelmissd pesake siirrostetaan suoraan
PCR-reaktioseokseen hieromalla siirrostussilmukkaa PCR-putken laitaan. Esimerkiksi
E. coli -bakteerin ja joidenkin hiivojen kohdalla erillinen lyysaus ei valttamatta ole tar-
peen, vaan pieni maard pesaketta voidaan siirrostaa suoraan reaktioseokseen esimer-
kiksi pipetin karjella (Gutherie — Bergkessel 2013:299-309).

Liséksi uusi tutkimus esittelee menetelmad, jossa kasvien, eldinten ja mikrobien nukle-
iinihappopuhdistus voidaan suorittaa nopeasti hyodyntamalla suodatinpaperia ja pesu-
puskuria. Menetelméassa bakteerit lyysataan uuttopuskurilla kasitteleméattoman sellu-
loosapohjaisen suodatinpaperin lapi ja huuhdellaan pesupuskurilla ennen suodatinpa-

perin siirtamistad PCR-reaktioseokseen. (Zou et al. 2017.)

Yleensd PCR-menetelmassa kaytetaan puhdasta eristettya DNA:ta. DNA:n eristys voi-
daan tehda erilaisilla menetelmill&, kuten fenolikloroformiuutolla tai eristamalla DNA
kaupallisella kitilla. Kun DNA:n eristaminen suoritetaan esimerkiksi DNA:n eristyskiteil-
14, voidaan DNA-pitoisuus méaarittad, jolloin PCR-reaktioseokseen lisattdva naytemaara
voidaan optimoida naytteen DNA-pitoisuuden mukaan. Pesdke-PCR-menetelmassa
DNA:n eristamista ei tehdd, vaan menetelmassa DNA vapautetaan reaktioseoksen
kayttoon muutamalla lyhytkestoisella kasittelylla, kuten keittamalla bakteerisoluja soluja
vedessa tai puskuriliuoksessa. Pesdke-PCR-menetelma kayttdd puhdistetun DNA:n
sijasta puhdistamatonta lysaattia, joka sisdltaa templaatti-DNA:ta.

2.4. Agaroosigeelielektroforeesi

DNA:n monistumisen onnistumisen tarkastamiseen voidaan kayttda esimerkiksi aga-
roosigeelielektroforeesia, jossa agaroosigeelille pipetoidaan PCR-tuotetta. Geelilld na-
kyva vyohyke kertoo monistuneesta DNA:sta. Mikéli odotettua vydhykettd ei muodostu
tai jos geelilla nakyy lisdksi muita vyohykkeitd, PCR on epdonnistunut ja se tulee uusia.
Agaroosigeelia ei kaytetd ainoastaan todentamaan PCR:n onnistumista, vaan sen avul-
la voidaan myds arvioida PCR-tuotteen koko ja DNA-pitoisuus. (Brown 2016:164.) Jot-
ta PCR-tuotteen kokoa ja DNA-pitoisuutta on mahdollista arvioida agaroosigeelilta,

tulee geelille pipetoida naytteiden lisdksi positiivinen kontrolli ja DNA-kokostandardi.



Agaroosigeelielektroforeesin toiminta perustuu nukleiinihappojen koon vaihteluihin ja
niiden negatiiviseen varaukseen. Negatiivisesti varautuneet nukleiinihappokompleksit
likkuvat pituutensa mukaan agaroosigeelilla negatiivisesta varauksesta kohti positiivis-
ta varausta. Pienet nukleiinihapot kulkevat geelilla nopeammin kuin pitk&t, mista johtu-
en nukleiinihapot erottuvat geelilla ajon my6td koon mukaan. Jos naytteiden variaine
on fluoresoiva (esim. etidiumbromidi), tulee geelia tarkastella UV-valon avulla. (Koontz
2013:35-45.)

2.5. Sanger-sekvensointi

Onnistuneen PCR-monistuksen jalkeen PCR-tuote voidaan sekvensoida bakteerin tak-
sonomista tunnistusta varten. Yleensd PCR-tuotteiden sekvensoinnissa kaytetaan

Sanger-sekvensointimenetelmaa.

Sanger-sekvensointi on Fred Sangerin 1970-luvulla kehittdma ketjuterminaatiomene-
telma, joka edellyttdd DNA:n monistamista polymeraasireaktion avulla. Jotta sekven-
sointi olisi mahdollista, tulee lyhyita oligonukleotidiketjuja olla kiinnittyneina templaatti-
DNA:han. Nama templaatti-DNA:han kiinnittyneet oligonukleotidiketjut toimivat mydo-
hemmin synteesissa alukkeina, joiden tehtdvanad on muodostaa uutta DNA-juostetta,
joka on vastakkainen templaattiin ndhden. Nykyisin kaytettdvassa ketjuterminaatiome-
netelmén versiossa pieni maara neljad dideoksynukleotidia (ddNTP: ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP) on lisétty reaktioseokseen, ja ne on jokainen merkitty erivarisella fluo-
resoivalla markkerilla. (Brown 2012:175-177.)

Reaktiossa oleva polymeraasientsyymi ei kykene erottelemaan deoksi- ja dideoksi-
nukleotideja. Deoksi- ja dideoksinukleotideilla on omat tehtdvansd polymeraasireak-
tiossa sekvensoinnin nakokulmasta: DNA-ketjun synteesi jatkuu niin kauan, kun
nukleotidien valille sitoutuu deoksinukleotidi. Kun yksijuosteiseen DNA-ketjuun on liitet-
ty pidennysvaiheessa dideoksinukleotidi, silla ei ole enaa 3'-hydroksyyliryhmaa, eika se
taten kykene endd muodostamaan yhteyttd seuraavaan nukleotidiin, jolloin reak-
tioseokseen muodostuu joukko eripituisia DNA-jaksoja. Jokainen DNA molekyyli lop-

puu templaatti-DNA:n mukaiseen emékseen: A, C, G tai T. (Brown 2016:177.)

Molekyylit ajetaan nykyaan yleensa kapillaarin 1&pi, missé jokaisen ketjun viimeinen
nukleotidi (A, C, G, T) tunnistetaan emaskohtaisen fluoresenssisignaalin perusteella.

Tama tuottaa kromatogrammin, missa on emadaskohtaisia piikkeja emasjéarjestyksen
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mukaisesti, mistd voidaan péaatella templaatin emésjarjestys suurella tarkkuudella.
(Brown 2016:177.)

Kun tuntemattoman bakteerikannan 16S rRNA -geeni on sekvensoitu, saatua gee-
nisekvenssia verrataan yleiseen tietokantaan, joka siséaltaa tiedon kaikista tunnetuista
16S rRNA -geenisekvensseista. Geenisekvenssin vertailu mahdollistaa myos bakteerin
sijoittamisen fylogeneettiseen puuhun. Lajipuusto auttaa my0s sellaisten bakteerien
tunnistamisessa, joiden DNA:ta esiintyy ymparistdssa, mutta joita ei pystyta viljeleméaan
ja joiden fysiologiasta ei ole viela tarkkaa tietoa. (Lindholm — Eerola 2010.) Saman bak-
teerisuvun jasenillda 16S rRNA -geenisekvenssi on yleensa yli 95 % samanlainen ja
saman lajin jasenilla yli 99 % samanlainen. Sekvensointi ei kuitenkaan ole taysin varma
menetelma, ja tiettyjen lajien kohdalla homologisten geenien sekvenssissa on merkitta-

vid eroja. (Rossi-Tamisier — Benamar — Raoult — Fournier 2015.)

3 Optimointi

Optimoinnilla tarkoitetaan prosessia, jossa toimintaa pyritddn kehittamaéan jatkuvasti
tyonkulkua pysayttamaéttd. Optimointi on toiminnan tehostamisen tytékalu, jonka avulla
arvioidaan eri ratkaisuvaihtoehtoja. Optimoinnin tavoitteena voi olla esimerkiksi kulujen
pienentédminen tai maksimaalisen tehon/vaikutuksen saavuttaminen. Optimoinnin tuke-
na kaytetaan erilaisia tydkaluja riippuen optimoinnin kohteesta. Optimoinnin tytkalujen
tavoitteena on auttaa maarittamaan optimoinnin kohdetta sekéa ohjata optimoinnissa.
Tallaisia tydkaluja ovat esimerkiksi miellekartat, asioiden listaaminen, asioiden valisten
suhteiden tarkastelu suhdelukujen avulla seka erilaisten toiminta- ja havainnekaavioi-

den rakentaminen. (Process optimization methods. 2015.)

4 Regressioanalyysi

Regressioanalyysissa tutkitaan yhden tai useamman selittdvan muuttujan eli selittdjan
vaikutusta selitettdvddn muuttujaan eli vastemuuttujaan. Regressioanalyysin hyvana
puolena on, etta silla voidaan tutkia yhta aikaa monen selittdjan vaikutusta vastemuut-

tujaan. Menetelmaé on kaytetty perinteisesti tilanteissa, joissa vastemuuttujan arvoja ei



11

ole rajattu millek&&n ennalta maaréatylle valilla, vaan muuttuja voi saada arvoja pienesté
aarettdmasta suureen &aarettbmaan. Perinteisesta regressioanalyysistd on johdettu
my0s yleistettyja lineaarisia malleja (generalized linear model, GLM), joita voidaan so-
veltaa tyypiltéd&n ja jakaumaltaan poikkeaviin vastemuuttujiin. (KvantiMOTV 2018a.)

Regressioanalyysin tulokset kertovat, mika on yksittaisen selittdjan vaikutus vastemuut-
tujaan silloin, kun muiden selittdjien vaikutus on otettu huomioon. Tuloksena saadaan
kuvio, johon on piirretty ns. regressiokayrd, josta tulkitaan muuttujien valisten yhteyk-
sien voimakkuutta: Kun selittdjan ja vastemuuttujan suhde on lineaarinen, mikali reg-
ressiosuora on alaspain viettava (negatiivinen kulma- eli regressiokerroin), on muuttuijil-
la negatiivinen yhteys. Jos kayra taas nousee ylospain (positiivinen regressiokerroin),
on niilla positiivinen yhteys, ja mitd lahempéné vaakatasoa regressiosuora kulkee, sita

vahemman selittdja vaikuttaa vastemuuttujaan. (KvantiMOTV 2018a.)

Logistinen regressio on GLM-tyyppi, jota kdytetaan silloin, kun vastemuuttuja voi saada
vain kaksi arvoa, O tai 1, jolloin se noudattaa Bernoulli-jakaumaa. Analyysi perustuu
riskien (odds) maarittdmiseen. Riski saadaan, kun suhteutetaan tapahtuman todenna-
koisyys siihen todennakdisyyteen, ettd se ei tapahdu. Riskiluvut voivat saada arvoja
nollan ja &arettoman valilta, jonka vuoksi riskista otetaan luonnollinen logaritmi regres-
sioanalyysia varten. Luonnollisella logaritmilla varmistetaan, etta saatu lukuarvo vaihte-
lee aarettdman pienten ja aarettoman suurten lukujen valilla. Logistisessa regressio-
mallissa vastemuuttujana on taten tutkittavan tapahtuman riskin logaritmi. (Kvanti-
MOTV 2018b.)

Logistisessa regressiomallissa regressiokerroin maarittaa selittdjan ja vastemuuttujan
suhdetta niin, ettd malli ei ennusta maaraa, vaan todennakoisyytta: milla todennakoi-
syydella tarkasteltuna oleva asia tapahtuu tai patee eli vaikuttaako selittaja tapahtuman
todennakdisyyteen ja milla voimakkuudella. Toisin kuin perinteisessa regressioanalyy-
sissa, logistisessa regressiomallissa jatkuvan selittdjan ja vastemuuttujan suhde on s-
k&yrdn muotoinen. Samoin kuin perinteisessa regressioanalyysissd, mita lahempana
regressiokerroin on arvoa 0, sitd pienempi vaikutus selittdjalla on vastemuuttujaan.
(KvantiMOTV 2018b.)
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5 Opinnaytetyon tarkoitus ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyossa tutkimuksen tavoite maaritti tutkimuskysymykset ja niiden muodon:
Opinnaytety6n tavoitteena oli luoda protokolla peséke-PCR-menetelmaélle. Protokollan
luomiseksi opinnaytetydssa perehdyttin PCR-menetelmédéan ja sen kayttdkohteisiin
bakteeritunnistuksen apuvalineena. Tarkoituksena oli luoda kustannustehokas ja toi-
mintavarma protokolla, jolla tutkimusryhmassa kaytettavien bakteerien monistaminen

onnistuu helposti.

Opinnaytetydn tutkimusasetelmana oli tutkia bakteeri-DNA:n monistumista eri olosuh-
teissa. Tutkimusasetelma muodostettiin kolmen lyysauspuskurin, sentrifugoinnin ja
kahden polymeraasientsyymin ymparille tarkoituksena selvittaa, milla muuttujien yhdis-

telmélla saadaan optimaalinen tulos pesake-PCR:ssa.

Tilastollisen analyysin nakokulmasta opinnaytetyon tavoitteena oli selvittda, selittdvatko
namaéa kolme tekijad pesake-PCR:n onnistumistodenn&koisyytté ja miten voimakkaasti.

6 TyoOn toteutus

Opinnaytetydn kaytadnnon suoritus aloitettiin bakteerikantojen viljelylla. Bakteerikanto-
jen viljelyn ja kasvatuksen jalkeen bakteerit esikasiteltiin esikasittelyprotokollan mukai-
sesti, siirrostamalla bakteerit lyysauspuskuriin ja keittdmalla niitd PCR-laitteessa 10
minuutin ajan 100 °C lampdétilassa. Keiton jalkeen naytteet vorteksoitiin ja sentrifugoitiin
protokollien mukaisesti. Taméan jalkeen naytteet liséttin PCR-reaktioseokseen. PCR
suoritettin  huomioimalla polymeraasientsyymin ja alukkeiden vaatimat lampdtilat.
PCR:n jalkeen naytteet pakastettiin (=20 °C), ja my6hemmin tulokset visualisoitiin hyo-
dyntamalla agaroosigeelielektroforeesia. Visuaaliset havainnot kirjattiin taulukkoon,
jotta niille oli mahdollista suorittaa tilastollinen analyysi. Tilastollisessa analyysissa (lo-
gistinen regressio) tarkasteltiin muodostuneita vydhykkeitéa ja niiden sijaintia, vyohyk-
keiden lukumé&araa seka puuttumista. Bindarisia (0/1) vastemuuttujia olivat PCR:n on-
nistuminen seka vaaran kokoisen tuotteen esiintyminen geelilla. Logistisen regression
tarkoituksena oli maarittda selittjien (puskuri, sentrifugointi ja polymeraasientsyymi)

vaikutus todennéakdisyyteen, ettd PCR onnistuu tai johtaa vaarankokoisiin tuotteisiin, ja
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talla tavoin maarittdd optimaalinen selittédjayhdistelmé eli protokolla pesake-PCR:lle.

Kuvio 1 havainnollistaa opinnaytetydn kaytannon osuuden.

. 3 rinnakkaista ; 9 analyysi
’ 8 bakteeria |[ +> naytetta + I;/}‘ekoolmset Bl 45? |2 geelia
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10 min /100 °C

Kuvio 1. Pesédke-PCR-menetelman kaytannon toteutus

6.1. Tutkimusnaytteet ja kasvatusolosuhteet

Opinnaytetydn aineistona oli Helsingin yliopiston mikrobiologian osaston HAMBI-
kantakokoelma. Tutkimuksessa kaytetyt bakteerit valittiin syksylla 2017 tehdyn tutki-
muksen perusteella (Liite 1). Valinnassa ohjaavina tekijoina olivat bakteereille suoritet-
tujen tutkimusprotokollin maara, niiden kliininen merkitys ja gramvarjaykseen perustuva
luokitus (gramnegatiiviset sauvabakteerit). Tyohon valitut kahdeksan bakteerikantaa

olivat:

1) Elizabethkingia meningoseptica HAMBI 1875
2) Chitinophaga sancti HAMBI 1966

3) Comamonas testosteroni HAMBI 403

4) Microvirga lotonindis HAMBI 3237

5) Morganella morganii HAMBI 1292

6) Myroides odoratus HAMBI 1923

7) Sphinobacterium multivorum HAMBI 1874
8) Stenotrophomonas maltophilia HAMBI 2659
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Tutkimuksessa kaytettavat bakteerikannat olivat kaikki maljakasvatuksia, jotka siirros-
tettiin 100 % PPY-maljoille hajotusviljelmind. Hajotusviljelmien tarkoituksena oli varmis-
taa kasvatusten puhtaus seka luoda pesakkeiden esikésittelya varten erillispesakkeita,
joille PCR suoritettiin. Siirrostus tehtiin laminaarikaapissa kontaminaatioiden ehkaise-
miseksi. Siirrostuksen jalkeen bakteereja kasvatettiin 28 °C / 2 vuorokautta.

6.2. Esikasittelyt ja sentrifugointi

Bakteerien esikasittely (liite 3) sisélsi bakteeripesakkeiden siirrostuksen hajotusviljelys-
ta lyysauspuskuriin. Siirrostus suoritettiin laminaarikaapissa kontaminaation estamisek-
si. Pesakkeet siirrostettiin maljalta ndyteputkeen kayttaen viljelysiimukkaa. Pesékkeen
koosta riippuen lyysauspuskuriin (24 pl) siirrostettiin 1-3 pesékettd (g 2 mm), minka
jalkeen naytetta keitettiin PCR-laitteessa 100 °C / 10 minuuttia tarkoituksena hajottaa

bakteerin ulkoinen solurakenne.

Opinnaytetytssa kaytettiin esikasittelymenetelmanéd Nybon (2012:345-347) esittele-
maé protokollaa. Lyysauspuskurina tutkimuksessa kaytettiin 20 mM NaOH liuosta, pro-
teinaasi-K:ta (Proteinase K from Tritirachium album, Sigma-Aldrich, Helsinki, Suomi) tai
vettd. Kaikkien lyysauspuskurien kohdalla noudatettiin samaa protokollaa, mutta pro-
teinaasi-K:n kohdalla tehtiin erillinen alkuinkubaatio, silla optimaalisen tuloksen saa-
miseksi proteinaasi-K tulee aktivoida ennen kayttbéa lampokasittelylla (Proteinase K

from Tritirachium album. 2018).

Tutkimuksessa vertailevana lyysauspuskurina kaytettiin pelkkaa vetta, mitd on aiemmin
kaytetty tutkimusryhmdassa puskurina. Talléin ainoastaan lampokasittely vapauttaa
DNA:ta. Lyysauspuskureista NaOH-liuos ja proteinaasi-K -liuos vapauttavat DNA:ta
my0ds ilman lampokasittelyd. Voidaan olettaa, ettd NaOH-kasittelyn aiheuttama pH-
muutos vaikuttaa bakteerin solukalvoon tuhoavasti. Oletettavasti myds proteinaasi-K:n
proteolyyttinen vaikutus tuhoaa solurakenteen hajottaessaan solun valkuaisaineita.

Liséksi tydssa tarkasteltiin sentrifugoinnin merkitysta PCR:n toimivuuteen.

Esikasittelyjen tarkoituksena oli selvittda muuttujien vaikutus pesake-PCR-menetelman
toimivuuteen. Taman oletetaan liittyvan puskurin tapauksessa parempaan solujen lyys-
autumiseen ja sentrifugoinnin tapauksessa epépuhtauksien laskeutumiseen nayteput-

ken pohjalle.
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Opinnaytetytssa naytteiden esikasittelyt tehtiin ohessa olevan taulukon mukaisesti
molemmille polymeraasientsyymeille (Tag- ja Phusion-polymeraasientsyymi). Tutki-
musasetelmat toteutettiin 8 eri bakteerikannalle, joista jokaiselle suoritettiin kolme bio-
logista rinnakkaista analyysia (kolme eri pesékettd) kantojen tilastollisen vertailun mah-
dollistamiseksi (taulukko 1).

Taulukko 1.  Naytteille suoritettavat esikésittelyt. Luku edustaa rinnakkaisten pesékkeiden

maaraa bakteerikantaa kohti.

Lyysaus: Lyysaus: Lyysaus:
steriili vesi proteinaasi-K NaOH
Sentrifugointi 3 3 3
Ei sentrifugointia 3 3 3

Perinteisen pesake-PCR-menetelman lisdksi tutkimukseen otettiin vertailevaksi mene-
telmaksi Zou ym. (2017) tutkimuksen suodatinpaperimenetelma, jossa naytteet kasitel-
laan suodattamalla ne kasittelemattdoman selluloosapohjaisen suodatinpaperin I&api.
Menetelm& kuvaillaan nopeammaksi aiempiin DNA:n eristysmenetelmiin verrattuna.
Opinnaytetydssa Zou ym. tutkimuksessa esitellystd menetelmasté tehtiin kaksi sovellu-
tusta, joiden l&htbkohtana oli yhtd suuri helppous ja nopeus kuin muissa kéaytetyissa
menetelmissa (Liite 3). llman naiden vaatimusten tayttamista ei menetelma olisi tutki-

musryhmassa hyodyllinen vaihtoehto perinteiselle peséake-PCR-menetelmaélle.

Ensimmaisessa suodatinpaperimenetelmassa suodatinpaperia (nitroselluloosa, @ 3
mm) pidettiin minuutin verran esikasittelyprotokollan lapikayneessa vorteksoidussa
naytesuspensiossa. Taman jalkeen suodatinpaperi siirrostettiin pesupuskuriin (0.1 %
Tween, 10 mM Tris-buffer), jossa sita pidettiin minuutin verran. Pesupuskurista suoda-

tinpaperi siirrostettiin suoraan PCR-reaktioseokseen (20 pl).

Toisessa suodatinpaperimenetelméssa maljalta siirrostettiin peséketta suoraan suoda-
tinpaperille (nitroselluloosa, @ 3 mm). Pesake hierottiin mekaanisesti suodatinpaperiin
ennen suodatinpaperin siirrostamista pesupuskuriin. Suodatinpaperia pidettiin pesu-

puskurissa minuutin ajan ennen siirrostamista PCR-reaktioseokseen (20 pl).
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6.3. PCR

Opinnaytetydssa hyddynnettiin klassista PCR-menetelmdd. PCR suoritetaan yleensa
puhtaalle eristetylle DNA:lle. PCR-menetelm&é voidaan kuitenkin kayttdd myos mille
tahansa naytteelle, jossa on riittavasti templaatti-DNA:ta ja riittavan vahan PCR-
reaktiota hairitsevid epapuhtauksia. Pesdke-PCR:ssa naytteen esikasittelyn tarkoituk-
sena on vapauttaa bakteerisolun sisalla oleva DNA lyysauspuskuriin, jotta polymeraa-
siketjureaktiolle on reaktioseoksessa templaatti-DNA:ta. Peséke-PCR:n tavoitteena on
oikoa tyolas ja kallis DNA-eristysprosessi.

6.3.1. Alukkeet

Opinnaytetydssa DNA:n monistus kohdistui bakteerissa olevaan 16S rRNA -geeniin.
Monistuksessa kaytettavét alukkeet on luotu niin, etté ne sijaitsevat geenin lahes muut-
tumattomana pysyvalla (konservoituneella) alueella, tunnistaen ja monistaen 16S
rRNA -geenin kaikista bakteerilajeista. 16S rRNA -geeni on tunnetuin ja eniten kaytetty
merkkimolekyyli bakteerien tunnistamisessa. Se on noin 1 500 nukleotidin pituinen,
bakteeriribosomin 30S-alayksikon rakenneosaa (ribosomaalinen RNA, rRNA) koodaa-
va geeni, joka sisaltdd 974 vaihtelevaa emasta. Koska koko 16S rRNA -geeni on ver-
rattain hyvin konservoitunut bakteerien keskuudessa keskeisen solutoimintoroolinsa
vuoksi, geenisekvenssia kaytetddn bakteerien valisten fylogeneettisten suhteiden maa-

rittdmiseen. (Lindholm — Eerola 2010.)

Opinnaytety6hon valittiin tutkimusryhméssa kaytéssa oleva alukepari, pA ja pH' (Ed-
wards et al. 1989:7488-7845), 16S rRNA -geenin monistukseseen. Liséaksi tutkimuksen
edistymisen myota kayttoon otettiin erillisia alukkeita Elizabethkingia meningoseptica
HAMBI 1875 -bakteerikannalle, silla tutkimuksessa kaytetyt alukkeet eivat vaikuttaneet
kykenevan monistamaan bakteerikannan 16S rRNA -geenid, mika johti epaonnistunei-
siin sekvensointeihin. Elizabethkingia meningoseptica -bakteerikannan osalta tarkas-
tusmonistuksessa ja sekvensoinnissa kaytettiin alukkeita 8f, 534f ja 1512r (Jiun-Nong
ym. 2017). Opinnaytetyon suorituksessa kaytettiin kuitenkin myds Elizabethingia me-
ningoseptica -bakteerin kohdalla samoja alukkeita kuin muille, jotta tulosta voitaisiin

pitda vertailukelpoisena.

Opinnaytetydprosessissa kaytettyjen alukkeiden nukleotidijarjestys oli: AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG (pA) ja AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA (pH").
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Valmistajan (Metabion, Saksa) antamat Tmn-lAmpdtilat alukkeille olivat: 58 °C (pA) ja 63
°C (pH'). Koska kiinnittymislampdétila tulee asettaa PCR-ohjelmassa 1-2 °C
Tm-lAmpdtilan alapuolelle, maaritettiin kiinnittymislampotilaksi ohjelmaan 55 °C, kun
kaytettiin Phusion-polymeraasientsyymia (ThermoFisher Scientific, Espoo, Suomi), ja
57 °C, kun kaytettiin DreamTag-polymeraasientsyymia (ThermoFisher Scientific, Es-
poo, Suomi). Phusion-polymeraasientsyymin kohdalla valittu kiinnittymislampétila oli
lisaksi tutkimusryhman kaytdéssa olevan ohjeistuksen mukainen, silla opinnaytetydssa
ei haluttu optimoida PCR-ohjelmaa, vaan huomio kiinnitettiin ainoastaan pesakkeen

esikasittelya koskeviin muuttuijiin.

6.3.2. PCR-reaktioseos

Opinnaytetydn  kaytanntn  suorituksessa PCR-reaktioseos valmistettin  UV-
kierrollisessa kaapissa reagenssien kontaminoitumisen estamiseksi. Reaktioseoksen
tekemisesséd huomioitiin polymeraasientsyymin aktivoituminen lammetessaan, joten
polymeraasientsyymia pidettiin pakastimessa lisaykseen asti ja lisdys suoritettiin pita-
malla entsyymi koko ajan kylméblokissa.

Jokainen reaktioseos (25 pl) sisalsi 1 yl templaatti-DNA:ta, 0,5 uM molempia alukkeita
(pA, pH’), 0,5 pl 10 mM dNTP-liuosta, 1,25 U Tag-polymeraasientsyymia tai 0,02 U
Phusion-polymeraasientsyymid ja 1 x polymeraasientsyymikohtaista reaktiopuskuria
(2,5 pl 10X Taq reaction buffer tai 5 pyl 5X Phusion GC buffer), laimennosliuoksena vesi
(Taqg: 18,25 ul; Phusion 15,75 pl). Kaytetyt reagenssit olivat kaikki ThermoFisherin

valmistamia.

6.4. PCR-ohjelmat

PCR suoritettiin BIO-RAD C1000 Touch™ Thermal Cycler -laitteella, johon oli luotu
erilliset ohjelmat Tag- ja Phusion-polymeraasientsyymia sisaltaville reaktioseoksille.
Luodut PCR-ohjelmat huomioivat polymeraasientsyymin ominaisuuksien lisaksi aluk-

keiden valmistajan mukaiset Tm-lampétilat.

Phusion-polymeraasientsyymin kohdalla noudatettiin ohjelmaa: 1x lisékeitto 98 °C / 5

min, 1x alkudenaturaatio 98 °C / 3 min, 30-kertainen sykli: denaturaatio 98 °C / 30 s.
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Kiinnittyminen 55 °C / 30 s., loppupidennys 72 °C / 30 min, 1x viimeinen loppupidennys
72 °C/ 5 min, sailytyslampdatila 4°C.

Tag-polymeraasientsyymille kaytettiin ohjelmaa: 1x alkudenaturaatio 95 °C / 3 min,
30-kertainen sykli: denaturaatio 95 °C / 30 s., kiinnittyminen 57 °C / 30 s., loppupiden-
nys 72 °C / 1 min,1x viimeinen loppupidennys 72 °C / 5min, sailytyslampotila 4°C.

Ohjelmaan asetetun 4 °C sdilytyslampdtilan tarkoituksena on suojata PCR-tuotetta

monistuksen jalkeen lampdtilan vaikutuksilta.

6.5. Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroosigeelielektroforeesia kaytettiin opinnaytetydéssa DNA:n monistumisen todenta-
mismenetelmana. Kaytettava geeli oli 2 % agaroosigeeli (2,6 g agar, 130 ml 1xTAE,
0,625 mg/ml etidiumbromidi), jolle pipetoitin naytteiden lisédksi tunnettu positiivinen
kontrolli (E. coli K-12 JE2571(RP)), minké& tarkoituksena oli varmistaa, ettd kaytetty
PCR-reaktioseos toimii toivotulla tavalla. Positiivisen kontrollin tarkoituksena oli varmis-
taa, ettd menetelmd mahdollistaa DNA:n monistumisen, eikd menetelmassa ole inhi-
boivia tekijoitd. Tunnetun positiivisen kontrollin ja DNA-kokostandardin avulla opinnay-
tetydssa voitiin visuaalisesti todentaa oikeat positiiviset tulokset seka sulkea pois vir-
heelliset positiiviset tulokset. Opinnaytetydssd DNA-kokostandardina kaytettiin Gene-
Ruler 1 kb DNA ladder -reagenssia (Thermo Scientific), ja naytteiden visualisoimiseksi

naytteet varjattiin 6X DNA Loading Dye -reagenssilla (Thermo Scientific).

Geelille pipetoitin myds menetelmastéa riippuen yksi tai kaksi negatiivista kontrollia.
Jokaisessa menetelméassa negatiivisena kontrollina oli PCR-reaktioseoksessa kaytetty
vesi. Negatiivisen kontrollin tarkoituksena on varmistaa, etté reaktioseos toimii halutulla
tavalla, eika reaktioseoksessa ole kontaminantteja. Negatiivinen kontrolli myds varmis-

taa, etta tutkimuksessa kaytettavat alukkeet toimivat oikein, eivatka sitoudu toisiinsa.

Toisena negatiivisena kontrollina oli menetelmanegatiivinen kontrolli, joka oli tutkimus-
protokollan lapikaynyt pesdkkeettn lyysauspuskuri. Menetelméanegatiivisen naytteen
tarkoituksena oli osoittaa, ettei menetelméassa kaytettava lyysauspuskuri tai esikasitte-

lymenetelma aiheuta DNA:n monistumista.
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Opinnaytetytssa kaikki PCR-tuotteet ajettiin agaroosigeelille. PCR-tuotteista tehtiin

liséksi koosteajot, jotka mahdollistivat tulosten silmamaaraisen arvioinnin.

6.6. Sanger-sekvensointi

Opinnaytetydssa Sanger-sekvensointia kaytettiin todentamaan, ettd peséke-PCR:ssa
kaytetyt bakteerikannat vastasivat oletusta. Rinnakkaisista naytteista ja useammasta
nayteajosta huolimatta sekvensointi suoritettiin ainoastaan kerran jokaiselle naytteelle.
Bakteerikannoista oli koostettu jo aiemmin laadukkaat 16S rRNA -sekvenssit, joista oli
muodostettu vertailutietokanta (Edwards et al. 1898), mink& perusteella kantaidentiteet-
ti varmistettiin. Koska bakteerien 16S rRNA -geenisekvenssi vaihtelee, todenndkoisyys
virheellisesti saatavalle sekvenssille, joka on identtinen pienessa tietokannassa olevan

odotetun sekvenssin kanssa, katsottiin kaytdnndssa olemattomaksi.

Poikkeuksena opinndytetydssa suoritettin useampi sekvensointi naytteelle 1 (Eliza-
bethkingia meningoseptica HAMBI 1875), silla ensimmaiset kaksi sekvensointia epéa-
onnistuivat positiivisesta monistustuotteesta huolimatta. Ensimmainen sekvensointi
tehtiin opinnaytetyon testiprotokollan kautta saadulle positiiviselle monistustuotteelle.
Epéonnistuneen sekvensointituloksen vuoksi nayte paatettiin kasitella opinnaytetydn
testiprotokollasta poikkeavalla tavalla, jotta kanta saataisiin varmistettua. Sekvensoin-
tiin lahetettiin talloin positivinen PCR-tuote, jonka templaatti-DNA:na oli DNA:n eristys-
kitilla nesteviljelmésta eristetty DNA. Liséksi sekvensointi suoritettiin kayttamalla muista

poikkeavia alukkeita (1512r, 534f), jotka ovat lajille spesifiset (Jiun-Nong ym. 2017).

Sanger sekvensoinnista saatava data kasiteltiin kayttamalla Staden Package, Pregap4
ja Gap4 -ohjelmia (Staden — Beal — Bonfield 1998) seka Clustal Omega (Sievers ym.
2011) ja BLAST (Altschul — Gish — Miller — Myers — Lipman 1990) -palveluja. Sekven-

soinnin perusteella tutkituille bakteereille muodostui lajipuusto.

6.7. PCR-menetelman optimointi

Opinnaytetydssa optimoinnin tarkoituksena oli 16ytdd optimaalinen esikasittelymene-
telma PCR-menetelmaéa varten seka optimoida menetelmélle sopiva polymeraasient-
syymi. Optimoinnin kohteena olivat esikasittelymenetelmé sekd polymeraasientsyymi.

Optimoinnin tarkoitus oli hyddyntéaa kaytéssa olevia resursseja, luoden kustannusteho-



20

kas, toimintavarma ja helppo menetelm&, joka vahentaa turhien uusinta-analyysien

suorittamista.

Opinnaytetydn prosessikaavion (kuvio 2) tarkoituksena on selventaa optimoinnin koh-
detta seka optimoinnin siséltamia toimenpiteita ja vaatimuksia. Optimoinnin prosessi-
kaavio toimi tyon suunnittelun pohjana, auttaen huomioimaan optimointiin liittyvia on-

gelmakohtia ja prosessin taitekohtia.
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Kuvio 2. Optimoinnin prosessikaavio

Opinnaytetydssa optimoinnissa huomioitiin olosuhteiden vakiointi. Olosuhteiden va-
kioinnin tarkoituksena oli varmistaa laboratorio-olosuhteissa tehtavan analyysin toimin-
tavarmuus seka mahdollistaa stabiilin toimintamenetelmé&n luominen. Olosuhteiden
vakioinnilla poistettiin toiminnasta johtuvia virheita ja pienennettiin satunnaismuuttujien

lasnaoloa.

Opinnaytetydssa olosuhteiden vakioinnista huolehdittiin kasvattamalla kaikkia naytteina
kaytettavia bakteerikantoja samalla maljatyypilla (100 % PPY-malja) saman aikaa (2
vrk) samassa lampétilassa (28 °C). Kasvatusolosuhteiden vakioinnin tarkoituksena oli
taata, etta jokaisessa naytteessa on riittavan paljon elinvoimaisia bakteerisoluja, joiden
lyysauksella on mahdollista vapauttaa riittava méara bakteeri-DNA:ta polymeraasiketju-

reaktion kayttoon.
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Liséksi kaikki naytteet kasiteltin samalla esikasittelyprotokollalla. Nain varmistettiin,
etta esikasittelyssa esiintyva vaihtelu ei vaikuta koetuloksiin. Ainoastaan proteinaa-
si-K:n kohdalla protokollasta poikettiin, silla aktivoituakseen proteinaasi-K tarvitsee yli
37 °C lampdtilan. Liséksi huomioon oli otettava, ettd proteinaasi-K inaktivoituu 98
°C:ssa. Taméa edellytti, etta proteinaasi-K:n kohdalla bakteerikantoja inkuboitiin protei-
naasi-K -liuoksessa 50 minuuttia ennen keittoa, jotta reagenssi ehti vaikuttaa nayttee-

seen esikasittelyyn liittyvan keiton (100 °C / 10 min) alkaessa.

Olosuhteiden vakiointi huomioitin myds kayttamalla koko prosessissa samaa
PCR-laitetta. Nayteajot suoritettiin BIO-RAD C1000 Touch™ Thermal Cycler -laitteella.

Liséksi olosuhteiden vakioimiseksi naytteet pakastettin PCR-ajon jalkeen (-20 °C).
Pakastuksen tarkoituksena oli monistustuotteiden sailyttaminen stabiilissa tilassa tulos-
ten lukemiseen asti. Nain mahdollistettiin lisdksi naytteiden haluttu organisointi agaroo-

sigeelille.

6.8. Regressioanalyysi

Opinnaytetydssa saadut tiedot taulukoitiin. Taulukoinnissa huomioitiin agaroosigeelille
muodostuneen vyodhykkeen sijainti ja oikeellisuus. Tilastollisella tarkastelulla (logistinen
regressio) selvitettiin parhaimman kasittelyn vaikutus onnistumistodennakoisyyteen.
Tilastollinen tarkastelu tehtiin R-ohjelmistolla (RStudio, R-versio 3.4.3 2017) (R Foun-

dation).

Suodatinpaperimenetelman epaonnistumisen vuoksi lopullisessa tilastollisessa analyy-
sissa ei huomioitu kyseista selittajaa. Tilastollisesti analysoitavia havaintoarvoja oli ta-

man vuoksi kaikkiaan 228 kappaletta (taulukko 2).
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Taulukko 2. Havaintojen maara eri koekasittelyissa

Sentrifugaatio
Ei Kylla

Bakteerikanta Puskuri

polymeraasi NaOH  prot-K vesi NaOH prot-K vesi Yhteensa
HAMBI 403

Phusion 3 3 3 3 3 3 18

DreamTaq 3 3 3 3 3 3 18 3
HAMBI 1292

Phusion 3 3 3 3 3 3 18

DreamTaq 3 3 3 3 3 3 18 3
HAMBI 1874

Phusion 3 3 3 3 3 3 18

DreamTaq 3 3 3 3 3 3 18 3
HAMBI 1875

Phusion 3 3 3 3 3 3 18

DreamTaq 3 3 3 3 3 3 18 3
HAMBI 1923

Phusion 3 3 3 3 3 3 18

DreamTaq 3 3 3 3 3 3 18 3
HAMBI 1966

Phusion 3 3 3 3 3 3 18

DreamTaq 3 3 3 3 3 3 18 3
HAMBI 2659

Phusion 3 3 3 3 3 3 18

DreamTaq 3 3 3 3 3 3 18 3
HAMBI 3237

Phusion 3 3 3 3 3 3 18

DreamTaq 3 3 3 3 3 3 18 3
Vhteensa 48 48 48 48 48 48

144 144 288

Opinnaytetytssa keréttya aineistoa tarkasteltiin logistisen regression kautta, silla malli
soveltuu bindarisen vastemuuttujan sisdltavan aineiston analysointiin ja sen avulla on

mahdollista luoda onnistumistodennékdisyyttad kuvaava ennuste.
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7 Tulokset

Opinnaytety6n tavoitteena oli optimoida PCR-menetelma pesdke-PCR-menetelmaksi.
Tulokset luatiin kayttamalla PCR-menetelmaa, Sanger-sekvensointia ja tilastollista ana-

lyysia (regressio analyysi).

7.1. PCR-tulokset

Agaroosigeelille ajettavia PCR-tuotteita oli yhteensa 384. Luku sisaltaa kaikki naytteita
koskevat PCR-tulokset: 151 PCR-tuotetta ei tuottanut agaroosigeelille lainkaan vydhy-
kettd ja 23 tuotti ainoastaan vaaran vyohykkeen. Oikean positiivisen monistustuotteen
tuotti 130 naytettd, ja 80 naytettd tuotti oikean monistustuotteen liséksi virheellisid mo-
nistustuotteita.

Kuviossa 2 on Tag-polymeraasientsyymille suoritettujen menetelmien tulokset. Tag-
polymeraasientsyymin optimaalisin tulos saavutettiin, kun kaytettiin lyysauspuskurina
NaOH-liuosta. NaOH-liuoksen kohdalla sentrifugointi nayttdd vaikuttaneen DNA-

pitoisuuteen suurimmassa osassa naytteita.
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Kuvio 2. Tag-polymeraasientsyymin vaikutus pesake-PCR-menetelmén toimivuuteen, kun
lyysauspuskurina oli NaOH (ylarivi), proteinaasi-K (keskimmainen rivi) tai vesi (alarivi). Geeliku-
van alla oleva numero ilmaisee bakteerikannan HAMBI-koodin.

Kuviossa 3 kuvataan Phusion-polymeraasientsyymin vaikutus DNA:n monistumiseen.
Myo6s Phusion-polymeraasientsyymin optimaalisin tulos saavutettiin, kun lyysauksessa

kaytettiin NaOH-liuosta. Sentrifugointi vaikuttaa vahvistavan jonkin verran monistunei-
den kantojen DNA-pitoisuutta.
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Kuvio 3. Phusion polymeraasientsyymin toiminta pesédke-PCR-menetelméassa, kun lyysauspus-

kurina on NaOH (ylarivi), proteinaasi-K (keskirivi) tai vesi (alarivi). Geelikuvan alla oleva numero
iimaisee bakteerikannan HAMBI-koodin.

Kuviossa 4 esitetaan suodatinaperimenetelmien toimintaa peséke-PCR-menetelméssa.
Menetelma ei onnistunut toimitulla tavalla, silla kasittelysta riippumatta valtaosa PCR-
tuotteista oli negatiivisia. Ainoastaan NaOH-lyysauspuskurissa pidetyn suodatinpaperin
kohdalla monistumista on tapahtunut neljassd kannassa kahdeksasta. Monistuneissa
kannoissa ei esiintynyt suodatinpaperimenetelméssa niin paljoa virheellistd monistu-
mista kuin ilman suodatinpaperia tapahtuvassa monistuksessa. Tulos ei kuitenkaan ole
luotettava liian vahaisen tutkimustiedon vuoksi, joten tuloksesta ei voida vetaa johto-

paatoksia suodatinpaperin vaikutuksesta PCR-tuotteen monistumiseen tai puhtauteen.
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Kuvio 4. Suodatinpaperimenetelmien toiminta pesake-PCR-menetelméassa. Ylarivissa vasem-
malla olevat naytteet on lyysattu NaOH-liuoksella ja oikean puoleiset naytteet on kasitelty siir-
rostamalla peséakettd suoraan suodatinpaperille. Alarivissa olevat naytteet on lyysattu vedella
(vasen) ja proteinaasi-K:lla (oikea) ja kasitelty suodatinpaperilla ja pesupuskurilla. Polyme-
raasientsyyminé naytteissa oli Tag-polymeraasi. Geelikuvan alla oleva numero ilmaisee baktee-
rikannan HAMBI-koodin.

Agaroosigeelien perusteella optimaalisin yhdistelmé pesédke-PCR-menetelmélle saa-
daan, kun kaytetdaan NaOH-liuosta lyysauspuskurina (kuvio 5). Sentrifugoinnilla on
mahdollista lisatd monistustuotteen pitoisuutta. PCR-ohjelma, jossa on kaytossa kay-

tossé Tag-polymeraasi vaikuttaa tekevan Phusion polymeraasia enemman virheita.
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7.2. Sanger-sekvensointi

5.

Sekvensoinnin perusteella voidaan todeta, ettd tutkimuksessa mukana olleet nayte-
kannat vastasivat oletusta. Sekvenssien perusteella tehty lajipuusto esitetédén kuviossa
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Kuvio 5. Opinnaytetydssa kaytettyjen bakteerikantojen lajipuusto (Cairns 2018).

7.3. Regressioanalyysi

Tilastollisesti analysoitavat tutkimustulokset koostuvat 288 PCR-tuloksesta, joista 194
oli positiivista ja 94 negatiivista tulosta. Kaikissa koekasittelyissa esiintyi seké positiivi-

sia ettd negatiivisia tuloksia. Tutkimuksen tulokset eri koekasittelyistd on esitetty taulu-

kossa 3, josta kay ilmi muuttujan vaikutus PCR:n onnistumistodennakoisyyteen.
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Taulukko 3. PCR-tulokset eri koekasittelyissa.

Onnistuiko PCR?
Bl B2 B3 C1 C2 Pl P2 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

Kylla 48 51 95 92 102 106 88 30 31 20 18 28 16 23 28
Ei 48 45 1 52 42 38 5 6 S5 16 18 8 20 13 8

Yht. 96 96 96 144 144 144 144 36 36 36 36 36 36 36 36
KyllA% 50 53 99 64 71 74 61 83 86 56 50 78 44 64 78

B = puskuri; C = sentrifugaatio; P = polymeraasi; S = bakteerikanta

Bl = vesi P1 = DreamTaq S4 = HAMBI 1875
B2 = proteinaasi-K P2 = Phusion S5 = HAMBI 1923
B3 = NaOH S1=HAMBI 403 S6 = HAMBI 1966
Cl=ei S2 = HAMBI 1292 S7 = HAMBI 2659

C2 = kylla S3 =HAMBI 1874 S8 = HAMBI 3237

Regressioanalyysin perusteella tarkasteltiin optimaalisinta muuttujien yhdistelmaa. Pa-
ras tilastollinen malli aineistolle kasitti selittajat kanta, puskuri ja polymeraasi. Taulu-
kossa 4 esitetddn selittdjien tilastolliset merkitykset PCR-menetelman onnistumisto-

denné&kdisyydelle.

Taulukko 4.  Logistinen regressiomalli: PCR-tulos ~ kanta + puskuri + polymeraasi

Estimate Std.  z value Pr(>|z])
(Intercept) 6.9676 5.644 1.66e-08
HAMBI 1874 -2.1053 -3.139 0.00169
HAMBI 1875 -2.5062 -3.624 0.00029
HAMBI 1923 -0.6671 -0.993 0.32052
HAMBI 1966 -2.9769 -4.079 4.52e-5
HAMBI 2659 -1.5657 -2.385 0.01720
HAMBI 3237 -0.6671 -0.987 0.32386
HAMBI 403 -0.2448 -0.349 0.726988
Phusion polymeraasi -0.9364 -2.821 0.004787
Proteinaasi K -5.0123 -4.739 2.15e-6
Vesi -5.1747 -4.884 1.04e-7

Null deviance: 363.80 on 287 degrees of freedom, Residual deviance: 228.38 on 277 degrees
of freedom, AIC: 250.38

Parhaimman mallin suorituskykya arvioitiin tarkastelemalla vaarien ennusteiden osuut-
ta ennusteista ja herkkyys-spesifisyyskayran alaista pinta-alaa. Vaarien ennusteiden
osuus ennusteista oli noin 17 % ja herkkyys-spesifisyyskayran alainen pinta-ala noin
87 %. Saatujen tulosten pohjalta voidaan sanoa mallin suorituskyvyn olevan hyva. Li-
séksi tarkasteltiin mallin selittdm&a devianssia. Mallin selittdma devianssi kertoo siita,
miten hyvin valitut selittdjat selittavat vastemuuttujaa. Valittu malli pystyy selittamaan
noin 37 % [100*(Null deviance - Residual deviande / Null deviance)] PCR:n onnistumis-

todennékdisyydesta.
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Aineistolle suoritettiin my6s simulaatiotutkimus, jonka tarkoituksena oli simuloida tulok-
set kaytetylle aineistolle mallin perusteella ja tarkastella, kuinka suuri osuus simuloidus-
ta aineistosta on samanlaista havaitun aineiston kanssa. Simuloinnin (kuvio 6) mukaan
mallin avulla simuloitu aineisto on noin 74 £ 2 % (keskiarvo + keskihajonta) samanlais-

ta kuin todellinen aineisto.

Proportion of simulated data matching observed data

2000
J

mean

1500

1000

Frequency

500
I

0.65 0.70 0.75 0.80

simvec

Kuvio 6. Simulaatiotutkimuksen tulokset kaytetylle aineistolle

Simulaatiotutkimuksen liséksi aineistolle suoritettin myds Post hoc-testi (Tuckey HSD),
silla puskureita ja kantoja oli tarkastelussa enemman kuin kaksi. Post hoc -testin tarkoi-
tuksena oli selvittdd aineiston sisaisia eroja. Lyysauspuskurien osalta post hoc -
tulokset vahvistivat visuaaliset havainnot agaroosigeelilld: NaOH oli muita lyysauspus-
kureita huomattavasti parempi (korkea positiivinen vaikutus regressiokertoimeen: tau-
lukko 5).

Taulukko 5. Lyysauspuskurien vaikutus PCR-tuotteen monistumistodennéakdisyyteen.

Estimate std.  z value Pr (>)z|)

no — NaOH == -17.7552 -0.024 1.00
Proteinaasi-K — NaOH == -2.3192 -5.746 <le-5
Vesi — NaOH == -3.0115 -7.163 <le-5
Proteinaasi-K — No == 15.4360 0.021 1.00
Vesi —no == 14.7437 0.020 1.00

Vesi — Proteinaasi-K -0.6923 -2.173 0.102
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Post hoc -tulosten mukaan myo6s kantojen valilla oli huomattavia eroja suhteessa
PCR:n onnistumistodennakdisyyteen, eli jollain kannoilla PCR onnistui tilastollisesti
merkitsevasti ja huomattavasti (vaikutus regressiokertoimeen) paremmin kuin toisilla
(taulukko 6).

Taulukko 6. Post hoc -testi, kantojen merkitsevyys

Linear hypotheses Estimate Std. z value p(<|z|)

HAMBI1874 - HAMBI1292 == -2.105e+00 -3.118 0.03845
HAMBI1875 - HAMBI1292 == -2.506e+00 -3.600 0.00756
HAMBI1923 - HAMBI1292 == -6.671e-01 -0.987 0.97629
HAMBI1966 - HAMBI1292 == -2.977e+00 -4.053 0.00127
HAMBI2659 - HAMBI1292 == -1.566e+00 -2.365 0.25745
HAMBI3237 - HAMBI1292 == -6.671e-01 -0.987 0.97632
HAMBI403 - HAMBI1292 == -2.448e-01 -0.349 0.99997
HAMBI1875 - HAMBI1874 == -4.009e-01 -0.631 0.99845
HAMBI1923 - HAMBI1874 == 6.231e-01 2.308 0.28801
HAMBI1966 - HAMBI1874 == -8.717e-01 -1.292 0.90162
HAMBI2659 - HAMBI1874 == 5.396e-01 0.894 0.98655
HAMBI3237 - HAMBI1874 == 1.438e+00 2.308 0.28799
HAMBI403 - HAMBI1874 == 1.860e+00 2.855 0.08159
HAMBI1923 - HAMBI1875 == 1.839e+00 2.850 0.08259
HAMBI1966 - HAMBI1875 == -4.707e-01 -0.681 0.99747
HAMBI2659 - HAMBI1875 == 9.405e-01 1.504 0.80455
HAMBI3237 - HAMBI1875 == 1.839e+00 2.850 0.08286
HAMBI403 - HAMBI1875 == 2.261e+00 3.359 0.01776
HAMBI1966 - HAMBI1923 == -2.310e+00 -3.367 0.01700
HAMBI2659 - HAMBI1923 == -8.985e-01 -1.475 0.82029
HAMBI3237 - HAMBI1923 == 2.887e-15 0.000 1.00000
HAMBI403 - HAMBI1923 == 4.223e-01 0.646 0.99819
HAMBI2659 - HAMBI1966 == 1.411e+00 2.119 0.40138
HAMBI3237 - HAMBI1966 == 2.310e+00 3.367 0.01715
HAMBI403 - HAMBI1966 == 2.732e+00 3.834 0.00324
HAMBI3237 - HAMBI2659 == 8.985e-01 1.475 0.82042
HAMBI403 - HAMBI2659 == 1.321e+00 2.070 0.43320
HAMBI403 - HAMBI3237 == 4.223e-01 0.646 0.99819

Tutkimuksesta kavi ilmi, ettd PCR-tulokseen vaikutti voimakkaimmin naytteen esikasit-
tely (kuvio 7): Positiivista PCR-tulosta ennusti parhaiten 20 mM NaOH:n kayttdminen
lyysauspuskurina. Tag-polymeraasientsyymi tuotti Phusion-polymeraasientsyymiin ver-
rattuna enemman positiivisia PCR-tuloksia, mutta tuotti myés enemman virheita (selit-
tajien vaikutus virheisiin mallinnettiin erikseen). Naytteen sentrifugoinnilla ei ollut tilas-
tollisesti merkitsevaa vaikutusta, mutta onnistumistodennékoisyyden keskiarvo oli kor-
keampi kuin ilman sentrifugointia. Huonoin mahdollinen tulos saatiin, kun kaytettiin tut-
kimusryhmassa kaytossa ollutta protokollaa: lyysauspuskurina vesi, ilman sentrifugoin-

tia ja Phusion-polymeraasientsyymia sisaltdva PCR-ohjelma.
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Kuvio 7. Tilastollisen mallin ennuste PCR:n onnistumistodennakoisyydelle riippuen puskurista,
polymeraasientsyymista ja bakteerikannasta (keskiarvo + 95 % luottamusvali). Kuvasta kay ilmi,
ettad parhaiten PCR:n onnistumista ennustaa NaOH:n kayttaminen puskurina.

8 Pohdinta

Yhteenvetona  voidaan todeta, etta  tutkitut  muuttujat  (lyysauspuskuri,
PCR-ohjelma/polymeraasi) vaikuttavat PCR-menetelman toimivuuteen merkitsevasti.
Parhaiten onnistunutta monistumista ennusti 20 mM NaOH-liuosken kayttaminen
lyysauspuskurina, mikéa johti lahes 100 %:n PCR-onnistumistodennakéisyyteen riippu-
matta muista tekijéistd. Muiden puskurien kohdalla tuloksiin tuottivat vaihtelua myds eri
polymeraasientsyymin sisdltdva PCR-ohjelma sekad bakteerikanta (toiset monistivat

paremmin ja toiset huonommin).

Tutkimuksessa havaittiin, ettd NaOH-liuos oli parempi lyysauspuskuri kuin proteinaa-

si-K ja vesi. Tdman voidaan olettaa johtuvan siita, ettéd natriumhydroksidi liuottaa solu-
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seindssa olevat lipidit, mika aiheuttaa bakteerisolun hajoamisen (Geicova et al.
2002:547). Taten voidaan arvella, ettd neutraali vesi, jossa bakteerisolun hajoaminen
perustuu lampokasittelyyn, toimii huonommin siksi, etté keitto hajottaa bakteerin solu-
seinamé&a selkeasti heikommin yksin kuin yhdistettynd kemialliseen komponenttiin.

Proteinaasi-K:n ja veden valilla ei ollut tilastollisesti merkitsevaa eroa (p = 0.102) peséa-
ke-PCR-menetelman toimivuudessa. Tama johtuu mahdollisesti siitd, ettd proteinaa-
si-K:n vaikutus perustuu lyysauksessa sen entsymaattiseen tehoon. Entsymaattisessa
hajottamisessa hajotus kohdistuu bakteerin peptidoglykaanikerrokseen. Gramnegatiivi-
silla bakteereilla peptidoglykaanikerroksessa on ulospain suuntautuva polysakkaridiker-
ros, joka estdd proteinaasi-K:n solukalvoa tuhoavan entsymaattisen vaikutuksen.
Grampositiivisilla bakteereilla ei ole soluseinda suojaavaa polysakkaridikerrosta, joten
grampositiivisten bakteerien ja hiivojen lyysaus proteinaasi-K:lla on mahdollista. (Gei-
cova et al. 2002:547-548.)

Tutkimuksessa todettiin myos, ettd sentrifugointi ei vaikuttanut merkitsevasti pesa-
ke-PCR-menetelman onnistumistodennakdisyyteen. Taman voidaan olettaa johtuvan
siitd, ettd sentrifugoinnin teho perustuu l&ahinna epapuhtauksien laskeutumiseen nayte-
putken pohjalle. Menetelma ei itsessaan vapauta tai denaturoi DNA:ta. Tilastollisessa
analyysissa ei kuitenkaan huomioitu vydhykkeiden vahvuuksia, jotka vaikuttivat visuaa-
lisen tarkastelun perusteella eroavan sentrifugoitujen ja sentrifugoimattomien nayttei-
den valilla. Johtop&atoksena voidaan todeta, ettd sentrifugoinnilla vaikuttaa olevan va-
hainen vaikutus peséke-PCR:n onnistumiseen, mutta selked vaikutus PCR-tuotteen

maaraan, mika puoltaa sentrifugaation kayttéd osana protokollaa.

Tutkimuksessa todettiin Tag-polymeraasin siséltavan PCR-ohjelman tuottavan Phusi-
on-polymeraasientsyymia enemman virheita DNA:n monistuksessa. Virheet johtuvat
mahdollisesti PCR-ohjelmaa koskevista virheista, silla molemmissa ohjelmissa kaytet-
tavien reaktioseosten komponenttien pitoisuudet olivat samat. Taméa poistaa osa reak-
tioseoksesta johtuvista selittavista virheistéa (kontaminoituneet tai toimimattomat aluk-
keet, alukkeiden konsentraatio liian suuri/pieni, liilan korkea Mg?*-pitoisuus, kontaminoi-
tuneen dNTP:n tai veden kayttd). Tehty tutkimus ei kuitenkaan mahdollista PCR-
ohjelman ja polymeraasin vaikutusten erottamista. Virheellisten vyohykkeiden oikean
iimenemissyyn selvittdminen vaatisikin PCR-menetelman optimointia. Virheelliset vyo-
hykkeet voivat johtua esimerkiksi PCR-ohjelman liian korkeasta monistussyklien maa-

rasta, liian pitkasta pidennys- tai kiinnittymisajasta, liian matalasta kiinnittymislampoti-
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lasta, lilan hitaasta lampokierron nopeudesta tai vaarin lasketuista Tm-lampotilasta.
(PCR Troubleshooting. 2018.)

Lisaksi opinnayteyossa tutkittu suodatinpaperimenetelma ei toiminut toivotulla tavalla,
eikd monistumista tapahtunut. Tamén voidaan katsoa johtuvan suodatinpaperin liian
isosta koosta reaktiotilavuuteen néhden. PCR-reaktioksessa ei taten ollut riittavasti
templaatti-DNA:ta monistumisen onnistumiseen. Suodatinpaperimenetelman kehitta-
minen toimivaksi vaatiikin suodatinpaperin koon suhteuttamista reaktioseoksen maa-

raan, jotta suodatinpaperissa oleva templaatti-DNA saadaan reaktioseoksen kayttéon.

Opinnaytetydéssa saatua tulosta voidaan hyodyntaa tulevaisuudessa pesé-
ke-PCR-menetelman jatko-optimoinnissa. Pesake-PCR-menetelmén optimointia voi-
daan jatkaa keskittymalla optimoimaan PCR-ohjelmaa. Nain voidaan poistaa tutkimuk-
sessa havaitun optimiolosuhteissa suoritetun PCR:n virheellistd monistumista.
PCR-ohjelman optimoimisella voidaan saatujen tulosten luotettavuutta ja varmuutta

parantaa entisestaan.

8.1. Tutkimuksen eettisyys ja luotettavuus

Eettisyydella tarkoitetaan normitietoisuutta, kykya erottaa hyvaksyttava ja hyvaksyma-
ton toisistaan. Eettisyys on vahvasti yhteydessé yksiloon itseensa sekd héanen sosiaali-
seen normistoonsa. Yksilolliseen eettisyyden k&sitteeseen vaikuttavat yksilon ja yhtei-
s6n moraalikasitykset, joita saatelevat lait ja saadokset. Eettisyytta voidaan tarkastella
my0s tieteenalojen nakokulmasta, jolloin eettisyys voidaan tulkita menetelméaksi, me-
nettelytavoitteeksi tai perspektiiviksi, jota hyddynnetddn toiminnan ja ongelmien analy-

soinnissa. (Resnik 2015.)

Tieteellisen tutkimuksen kohdalla eettisyys sisallytetaan tutkimusetiikan ylakasittee-
seen, joka sisaltaa kaikki tutkimukseen ja tieteeseen liittyvat eettiset nakdkulmat ja ar-
vioinnit. Eettisesti hyvaksyttavan tutkimuksen tulee noudattaa hyvaa tieteellistd kaytan-
t6&, mika on luotu lainsdadannon maéarittelemissa rajoissa. Tutkimusetiikassa korostu-
vat rehellisyys, huolellisuus ja tarkkuus, eettisesti kestava tiedonhankinta-, tutkimus- ja

arviointimenetelmat seka vastuullisuus. (Tutkimustieteellinen neuvottelukunta 2012.)

Opinnaytetydssa eettisyys on otettu huomioon tutkimuslupahakemuksella ja tieteelli-

seen tutkimukseen sitoutumisella. Opinnaytetydta varten laadittiin sopimus, jossa maa-
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ritettiin opiskelijan, oppilaitoksen ja tytelamétahon vastuut ja velvollisuudet. Sopimus
allekirjoitettiin kaikkien opinnaytetydhon osallistuvien tahojen osalta tammikuussa
2018. Sopimuksesta kay ilmi tutkimuksen aikataulu, aineiston hankinta ja tutkimusme-
netelmat, joiden mukaisesti tutkimus suoritettiin luotettavasti ja objektiivisesti.

Tutkimus suoritettiin avoimesti tutkimusaineistoa ja -materiaalia kunnioittaen. Ennen
tutkimuksen aloittamista opinnaytetydssa selvitettiin, milla tavalla tutkimus voidaan suo-
rittaa niin, ettd tutkimuksesta saatava hydty on suurempi kuin tutkimukseen liittyvat
riskit ja kulut. Tutkimuksen nakokulmasta tama tarkoitti aiheeseen liittyviin tutkimuksiin
perehtymista seka tutkimusasetelman tarkastelua kriittisesti lahdekirjallisuuden valos-
sa. Tutkimusasetelma luotiin vastamaan tutkimuskysymyksiin, jotka ohjasivat tutkimus-
ta. Tutkimuskysymykset asetettiin niin, ettei kysymysten perusteella ollut mahdollista

luoda tutkimustulokseen vaikuttavia ennakkokasityksia.

Tutkimuksessa eettisyys ja luotettavuus huomioitin my®s olosuhteiden vakioinnilla.
Opinnaytetydssa satunnaismuuttujien maaraa hallittin tarkasti maaritetylla tutkimus-
asetelmalla, mik& mahdollistaa koeasetelman toistamisen ja tulosten luotettavan analy-
soinnin. Lisaksi tutkimustulokset dokumentoitiin ja raportoitiin asianmukaisesti, ottaen
huomioon kaikki tutkimusasetelmassa esitetyt muuttujat. Tutkimuksessa myds pohdit-
tiin satunnaismuuttujien vaikutusta tulokseen seka arvioitiin tuloksia tilastollisella ana-
lyysilla. Tulosten analysoimisessa hyddynnettiin tunnettuja analysointimenetelmia

ja -ohjelmia, ja poikkeamat raportoitiin asianmukaisella tavalla.
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Naytetyyppi Jaksottainen/  Esikasittely Fuugaus Tulos HUOM!
yhtdjaksoinen

1.1) Pakastepelletti  Jaksottainen Pelletin paalla oleva sailytysneste - Kaikki naytteet uusittava -

(216, 1279, 1292, pois, +50 pl steriili H2O — vortex —

1874, 1875, 1896, (PCR tehty Vesihaudekeitto n. 100 °C/ 5 min.

1842, 1923, 1966, 24.10.2017, Toisto 3 x.

1988, 2164, 2470, ajettu gee|i||e

2443, 2659, 3237, E. 25.10.2017)

coli JE2571RP)

2.1) Pakastepelletti ~ Jaksottainen Edellisen vaiheen naytesuspensio 13 000 rcf/ 216: OK! PCR ohjelmaa

(216, 1875, 1966) (Esikasittely keitetty uudelleen; Vesihaudekeitto 5 min/ 4 °C muokattu: Lid 105
27.10.2017, n. 100 °C/ 5 min. Naytteet 1875 ja 1966 uusittava °C asetettu!
PCR + geeli
30.10.2017)

2.1.2) Pakastepellet- Yhtgjaksoinen  Edellisen vaiheen ndytesuspensio ~ 13 000 rcf/ Nayte 1279: OK! -

ti (1279, 1292, 1874, (Esikasittely + keitetty uudelleen; Vesihaudekeitto 5 min/ 4 °C

1875, 1896, 1842, PCR + geeli n. 100 °C/ 5 min. Naytteet 1292, 1874, 1875,

1923, 1966, 1988, 30.10.2017)

2164, 2470, 2443,
2659, 3237, E.coli
JE2571RP)

1896, 1842, 1923, 1966, 1988,
2164, 2470, 2443, 2659, 3237,
E.coli JE2571RP uusittava



1.2) Maljaviljely,
vanha (Sc2 w/o p
1.9.17 VP/EVO,; val-
koinen peséke, keltai-
nen peséke)

2.2) Maljaviljely,
vanha (Sc2 w/o p
1.9.17 VP/EVO,; val-
koinen peséke, keltai-
nen peséke)

3) Maljaviljely, tuore
(403, 1292, 1299
1874, 1875, 1896,
1842, 1923, 1966,
1988, 2164, 2470,
2443, 2659, 3237,
E.coli JE2571RP)

4) Maljaviljely, tuore
(1292, 1874, 1875,
1966, 2659, 3237,
3443)

Jaksottainen

(PCR tehty
24.10.2017,
ajettu geelille
25.10.2017)

Jaksottainen

(Esikasittely
27.10.2017,
PCR + geeli
30.10.2017)

Jaksottainen

(Esikasittely
31.10.2017,
PCR + geeli
1.11.2017)

Jaksottainen

(Esikasittely +
PCR + geeli
6.11.2017)

Bakteeria siirrostettu maljalta 50 pl
steriilia H.O — vortex — Vesihau-
dekeitto n. 100 °C/ 5 min. Toisto 3
X.

Edellisen vaiheen naytesuspensio
keitetty uudelleen; Vesihaudekeitto
n. 100 °C/ 5 min.

Maljalta peséketta eppendorf put-
keen, jossa 50 pl steriilia H2O —
vortex — Vesihaudekeitto n. 100
°C/ 5 min vortex — fuugaus

Ei erillistd naytteen esikasittelya.
Naytteiden kasittelya jatkettu koh-
dan 3 naytesuspensioilla

13 000 rcf/
5min/ 4 °C

13 000 rcf/
5 min/ 4 °C

Kaikki naytteet uusittava

Sc2 w/o p 1.9.17 VP/EVO val-

koinen peséke: OK!

Sc2 w/o p 1.9.17 VP/EVO kel-

tainen peséke: OK!

Naytteet 403, 1299, 1842,

1875, 1896, 1923, 1988, 2164,

2470, JE2571RP: OK!

Naytteet 1292, 1874, 1966,
2659, 3237, 3443 uusittava

Nayte 1292: OK!

Muut naytteet (1874, 1875,
1966, 2659, 3237) uusittava
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PCR ohjelmaa
muokattu: Lid 105
°C asetettu!

2,5 % DSMO —
MasterMix

30.25 pl H20

10 ul Phusion GC



5) Maljaviljely, tuore
(1874, 1875, 1966,
2659, 3237)

6) Maljaviljely

(1874, 1875, 1966,
2659, 3237)

Yht&jaksoinen

(Esikasittely +
PCR + geeli
6.11.2017)

Yhtéjaksoinen

(Esikasittely +
PCR + geeli
6.11.2017)

Naytettd maljalta (viljelty 1.11.)
microeppendorf-putkeen, jossa 20
pl steriilia H20, varovaisesti pipe-
tinkarjella — iCycler 95 °C/ 6 min,
55 °C/ 30sek, HotStart — Vortex —
fuugaus

Naytettd maljalta (viljelty 1.11.)
microeppendorf-putkeen, jossa 20
pl steriilia H20. Alkususpension
vahvuus 3-5 McFarland. Vortex —
Vesihaudekeitto n. 94 °C/ 8 min, —

13 000 rcf/
5 min/ 4 °C

13 000 rcf/
5min/ 4 °C

Kaikki naytteet uusittava

Kaikki naytteet uusittava

Reaction Buffer 5x
2.5 ul pA Primer
2.5 pl pH Primer
1yl dNTPs 10 nM

0.5 pl DyNAzyme
polym.

1.25 ul DMSO

— Annealing tem-
perature 55 °C —
53.5°C

Keitto tehty iCycler
PCR-laitteella
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7) Maljaviljely

(1874, 1875, 1966,
2659, 3237)

8) Maljaviljely

(2659)

Yht&jaksoinen

(Esikasittely +
PCR + geeli
8.11.2017)

Yht&jaksoinen

(Esikasittely +
PCR + geeli
10.11.2017)

Vortex — fuugaus

Naytteille ei erillista esikasittelya,
kaytossa kohdan 6) naytesuspen-
siot, joita laimennettu 1:10 (vortex
+ fuugaus)

Naytteille ei erillisté esikasittelya,

kaytossa kohdan 6) naytesuspen-
siot, joita laimennettu 1:5, 1:10 ja
1:100

13 000 rcf/
5min/ 4 °C

13 000 rcf/
5min/ 4 °C

Naytteet 1874, 1875, 1966,
2443 ja 3237 OK!

Nayte 2659 uusittava

Naytteet 2659 1:10 ja 2569:
1:100 OK!

Liite 1
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Laimennokset

1:5 =10 pl alkupe-
raista suspensiota /
50 ul H20

1:10 =50 pl 1:5
suspensiota / 100 pl
H20

1:100 = 10 pl 1:10
suspensiota / 100 pl
H20




TIETOA TUTKIMUKSESSA KAYTETTAVISTA BAKTEERIKANNOISTA
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Strain list Genome sequence RefSeq assembly Additioal genome information ATCC
information/ Gen- accession

HMC34.1 Ban assembly ac-
cesion

composition

Azorhizobium caulinodans GCA _000010525.1 GCF_000010525.1 Complete reference genome NA

HAMBI 216

Chitinophaga filiformis GCA_900102545.1 NA Draft genome NA

HAMBI 1966

Chitinophaga sancti GCA 900119105.1 GCF_900119105.1  Full scaffold level reference genome NA

HAMBI 1988

Comamonas testosteroni GCA _000241525.2 GCF_000241525.1  Full scaffold level reference genome ATCC 11996

HAMBI 403

Cupriavidus necator GCA 001592245.1 GCF_001592245.1  Full scaffold level reference genome ATCC 11883

HAMBI 2164



Elizabethkingia meningosepti-

ca

HAMBI 1875

Enterobacter intermedius

HAMBI 1299

Escherichia coli K-12 substr.

JE2571 (RP4)

Hafinia alvei
HAMBI 1279
Mirgrovirgia lotoninidis
HAMBI 3237

Morganella morganii

HAMBI 1292

Myroides odoratus

HAMBI 1923

GCA_000367325.1

GCA_00159315.1

GCA_000005854.2

GCA_000735375.1

GCA_000262405.1

GCA_001598895.1

GCA_000243275.1

GCF_000367325.1

GCF_001598315.1

GCF_000005845.2

GCF_000735375.1

GCF_000262405.1

GCF_001598895.1

GFC_000243275.1

Full scaffold level reference genome

Full scaffold level reference genome

RefSeq is the E.coli K-12 reference genome
that has previously been used as JE2571 ref-
erence (Poranen at al. 2006 J Virol)

Full conting level reference genome

Full scaffold level reference genome

Full conting level reference genome

Complete reference genome

Full scaffold level reference genome

ATCC 13253

ATCC 33110

NA

ATCC 13337

NA

ATCC 25830

NA
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Paracoccus defnitrificans

HAMBI 2443

Roseomonas gilardii

HAMBI 2470

Sphingobacterium multivorum

HAMBI 1874

Sphingobacterium spiritivorum
HAMBI 1896

Sphingomonas yanoikuyae
HAMBI 1842

Stenotrophomas maltophilia

HAMBI 2659

GCA_900100045.1

GCA_000143765.1

GCA_000315525.1

GCA_000742995.1

GCF_900100045.1

GCF_000143765.1

GCF_000315525.1

GCF_000742995.1

Full scaffold level reference genome

Incomplete draft genome

Draft genome

Full scaffold level reference genome

Full scaffold level reference genome

Complete reference genome
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NA

ATCC 49956

NA

ATCC 33861

ATCC 512030

ATCC 13637
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ESIKASITTELYT

Ennen esikasittelyn aloittamista, viljele naytteet PPY-maljalle 2 vrk ennen PCR analyysia.
Viljelyn tulee olla sekd puhdasvilielma ettd hajotusviljelma, ettd pesédke-PCR voidaan
suorittaa halutulle bakteerille luotettavasti ilman ristikontaminaatio riskié.

Ennen esikasittelyn aloittamista valmista myds tarvittavat liuokset:

Pesupuskuri (25 ml)
10 mM Tris (pH 8) (=25 ml)
0.1 % Tween-20 (=25 pl)

Proteinaasi-K (20 mg/ml)
20 pl proteinaasi-K/ 1000 pl steriili vesi

20 mM NaOH-liuos
40 mg NaOH/ 50 ml steriilia vetta

Naytteiden esikasittely suoritetaan siirrostamalla pesékkeita lyysauspuskuriin alla olevan
ohjeistuksen mukaisesti.

Nestemaiset lyysauspuskurit: steriili vesi, 20 mM NaOH-liuos

Siirrosta silmukalla 2-3 pesékettd (g 2 mm) / 50 pl lyysauspuskuria
Inkuboi 100 °C / 10 min PCR laitteessa. HUOM! Heated lid (105 °C)
Sentrifugoi ndyte pohjaan

Vorteksoi 15 sekuntia

Sentrifugoi 30 sekuntia.

abhwNBE

Mikali suoritat protokolla ilman sentrifugointia, noudata ylla olevaa ohjeistusta ilman vii-
meista 30 sekunnin sentrifugointia.

Nestemaiset lyysauspuskurit: Proteinaasi K 20 mg/ml

Siirrosta silmukalla 2-3 pesékettd (g 2 mm) / 50 pl lyysauspuskuria
Inkuboi 55 °C/ 60 min

Inkuboi 100 °C/ 10 min PCR laitteessa. HUOM! Heated lid (105 °C)
Sentrifugoi nayte pohjaan

Vorteksoi 15 sekuntia

Sentrifugoi 30 sekuntia.

oakwNE

Mikali suoritat protokolla ilman fuugausta, noudata ylla olevaa ohjeistusta ilman viimeista
30 sekunnin fuugausta.

Suodatinpaperimenetelmat, nestemaiset lyysauspuskurit

1. Lyysaa solut Nestemaiset lyysauspuskurit -ohjeella jattden viimeinen sentri-
fugointi pois

2. Lisaéa suspensioon suodatinpaperikiekko (nirtoselluloosa g 3 mm) 1 min ajaksi

3. Siirrd suodatinpaperikiekko eppendorf-putkeen, jossa on 200 pl pesupuskuria 1
min ajaksi

4. Siirrd suodatinpaperi suoraan PCR-reaktioseokseen (a 20 pl)
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Suodatinpaperimenetelmat, kuiva

1. Siirrosta maljalta suoraan peséaketta suodatinpaperikiekolle (nitroselluloosa g 3
mm)

2. Siirrosta suodatinpaperikiekko eppendorf-putkeen, jossa on 200 pl pesupuskuria
1 min ajaksi

3. Siirrd suodatinpaperi suoraan PCR-reaktioseokseen (a 20 pl)

PCR
PCR-reaktioseos, Phusion

Ohjeessa olevat lukemat ovat yhden naytteen PCR-reaktioon tarvittavat reagenssimaarét,
kun lopullinen naytetilavuus on 25 pl.

15,75 pl H20

5 pl 5x Phusion GC Reaction Buffer
1,25 pl pA’ Primer (445)

1,25 pl pH’ Primer (869)

0,5 ul dNTPs 10 nM

0,25 ul Phusion DNA Polymerase

PCR-reaktioseos, DreamTaq (Product information: Thermo Scientific DreamTagq
Polymerase. 2015.)

Ohjeessa olevat lukemat ovat yhden naytteen PCR-reaktioon tarvittavat reagenssimaarat,
kun lopullinen naytetilavuus on 25 pl.

18,25 pl H20

2,5 ul 10x DreamTagq Buffer (includes 20 mM MgClz)
1,25 pl pA’ Primer (445)

1,25 yl pH’ Primer (869)

0,5 pl dNTPs 10 nM

0,25 pl DreamTag DNA Polymerase

Valmista PCR-reaktioseos UV-kierrollisessa suojakaapissa kontaminaation pienenté-
miseksi, mikali mahdollista.
Lisda nayte (1 pl) PCR-reaktioseokseen UV-kaapin ulkopuolella.

HUOM! Pipetointivirheen vahentamiseksi, tee PCR-reaktioseosta aina useammalle néyt-
teelle kerrallaan, mikali mahdollista.

HUOM! Muista laskea tarvittavaan tilavuuteen myods positiivinen ja negatiivinen kontrolli
seké mahdolliset menetelmékontrollit.

PCR-ohjelma, Phusion polymeraasientstyymi

Partial cell lysis 98 °C/ 5min x1
Initial denaturation 98 °C/ 30 sec x1
Denaturation 98 °C/ 10 sec
Annealing 55 °C/ 30 sec x25
Extension 72 °C/ 30 sec

Final extension 72 °C/ 5 min x1
Storing temperature 4 °C

PCR-ohjelma, DreamTag polymeraasientsyymi (Phusion DNA Polymerases)
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Initial denaturation 95 °C / 3 Min x1
Denaturation 95 °C/ 30 sec
Annealing 57 °C / 30 sec x 30
Extension 72 °C /1 min

Final extension 72 °C/5min  x1
Storing temperature 4 °C

HUOM! Sailytyslampétilan tarkoituksena on suojata naytteita niin kauan, etta naytteet
analysoidaan agaroosigeelielektroforeesilla tai kunnes ne siirretdan pakastimeen odotta-
maan jatkokasittelyja. Mikali agaroosigeelielektroforeesia ei ehdita tehda heti, mutta nayt-
teet aiotaan jatkokasitella saman vuorokauden aikana, naytteita voi sailyttaa jadkaapissa.
Mikali naytteita ei ehditd analysoimaan saman paivan aikana, sailytetdan naytteet -25 °C
pakastimessa.

AGAROOSIGEELIELEKTROFOREESI
Geelin valmistus

2,6 g Agar
130 ml IXTAE

Keita mikroaaltouunissa, kunnes kiehahtaa.
Jaahdyta noin +65 °C.
Lisda 1 tippa etidiumbromidia (0,625 mg/ml)

Kaada teipattuun geelikelkkaan, johon on asetettu naytekanavakammat alussa ja puoles-
sa valissa.

Anna jahmettya noin 20 minuuttia.

Siirré geeli elektroforeesikammioon, jossa on 1xTAE -liuosta niin, etta se peittda geelin
kokonaan.

Naytteiden lataus agaroosigeelille
Pipetoi 5 pl naytetta parafilmin paalle.
Lisda 1 pl 6xLD reagenssia.

Sekoita ja pipetoi geelille.

HUOM! Pipetoi vahintdén yhteen kanavaan kontrollinayte (Ladder Gene Ruler 1 kb 0,1
png/ml). Ladder Gene Ruler toimii DNA:n kokostandardina.

Aja geelia geelielektroforeesi laitteessa 100V/ 45 minuuttia.
Kuvanna geeli UV-valoa apuna kayttaen.

1XTAE valmistus

Laimenna 50xTAE-puskuri (242 g TRIS-Base, 57 ml etikkahappo (17.4 M), 18,5 g EDTA,
11 H20) Milli-Q-veteen: 20 ml 50xTAE / 980 ml Milli-Q-H20



Visuaalinen esitys keratysta aineistosta
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Kuviossa punainen piste kuvantaa onnistumistodennakoéisyyttd empiirisessa aineistossa
ja sen ympaérilla oleva muoto sitd, kuinka suuri osa aineistosta sijoittuu lahelle arvoa 1
(onnistunut PCR) tai 0 (epaonnistunut PCR) riippuen koekasittelysta.

Probability of positive PCR outcome Probability of positive PCR outcome

Probability of positive PCR outcome

Buffer

- Water

Water Proteinase K NaOH

1.00-
0.75-
[®]naon
0.50- .ProteinaseK
0.25-
0.00-

Buffer

1.00-

0.75-
Polymerase

0.50- . DreamTaq
[& Phusion

0.25-

0.00-

! !
DreamTaq Phusion
Polymerase

i

TS S— S—— |
HAMBI4I0B AR A8 151 A8 ASEBABIEARGE 3237
Strain

Strain

. HAMBI1292
. HAMBI1874
. HAMBI1875
. HAMBI1923
. HAMBI1966

HAMBI2659
HAMBI3237

[&] Hansiaos

Probability of positive PCR outcome

Probability of positive PCR outcome

1.00-

e

~

o
'

0.50-

0.25-

0.00-

1.00-

o

~

o
'

o

o

=]
[

o

N

o
'

0.00-

no yes
Centrifugation

no yes
Use of filter paper

Centrifugation
no

- yes

Use of filter paper
no

. yes
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Pesdke-PCR-menetelma: gram-negatiiviset sauvabakteerit
Versio 1.0: 25.2.2018/ liris Nikula
Tarkastaja:

Hyvéaksyja:

Nayte
Menetelméan soveltuu tutkimusryhmassa kaytdssa olevien gram-negatiivisten sauvabak-
teerien polymeraasiketjureaktiota hyddyntavaan DNA:n monistukseen.

Naytteena kaytetdan korkeintaan 2 vrk vanhoja bakteeriviljelyita. Viljelyn tulee olla seka
puhdas- ettd hajotusviljelma, jotta pesdke-PCR voidaan suorittaa halutulle bakteerille
luotettavasti ilman ristikontaminaatio riskia. Kasvata bakteereja 2 vrk / 28 °C.

Ennen esikasittelyn aloittamista valmista myds tarvittava lyysauspuskuri:

20 mM NaOH-liuos
40 mg NaOH / 50 ml steriilia vetta

Esikasittely
Naytteiden esikasittely suoritetaan siirrostamalla pesakkeita lyysauspuskuriin alla olevan
ohjeistuksen mukaisesti.

1 Siirrosta silmukalla 2-3 peséaketta (g 2 mm) / 50 pl lyysauspuskuria
2 Inkuboi 100 °C / 10 min PCR laitteessa. HUOM! Heated lid (105 °C)
3 Sentrifugoi nayte pohjaan
4 Vorteksoi 15 sekuntia
5 Sentrifugoi 30 sekuntia.

Kontrollit

Positiivinen kontrolli: JE2571 (RP4) EC
Negatiivinen kontrolli: steriili/PCR vesi
Menetelmakontrolli: 20 mM NaOH

PCR- reaktioseos, DreamTaq

Ohjeessa olevat lukemat ovat yhden naytteen PCR-reaktioon tarvittavat reagenssimaarat,
kun lopullinen naytetilavuus on 50 pl.

36,5 pl H20

5 pl 10x DreamTagq Buffer (includes 20 mM MgClz)
2,5 yl pA’ Primer (445)

2,5 pl pH’ Primer (869)

1 ul dNTPs 10 nM

0,5 pl DreamTaq DNA Polymerase

1. Valmista PCR-reaktioseos koko nayteméaarélle kerrallaan. Laske ndaytemaéaran
myds kontrollit seké& pipetointivara (+1).

2. Valmista PCR-reaktioseos UV-kierrollisessa laminaarikaapissa vélttdéksesi rea-
genssien kontaminoitumisen.

HUOM! Polymeraasientsyymia ei saa pitdd huoneenlammdssa. Hae polymeraasientsyy-
mi pakastimesta kylmé&blokissa vasta, kun olet liséannyt muut reagenssit PCR-
reaktioseokseen!

3. Jaa PCR-reaktioseos PCR-putkiin & 48 pl.

4. Lisaa 2 pl naytettd reaktioseokseen
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HUOM! Lisaa nayte poydalla, ala UV-kierrollisessa kaapissa.

PCR ohjelma

PCR-ohjelma on asennettu kolmannen kerroksen PCR laitteeseen tiedostonimella
DreamTag. Mikéli kaytat laitetta, jossa ohjelmaa ei ole valmiina, aseta ohjelmalle ohessa
olevat parametrit.

Initial denaturation 95 °C / 3 Min x1
Denaturation 95 °C/ 30 sec
Annealing 57 °C / 30 sec x 30
Extension 72 °C /1 min

Final extension 72 °C /5 min  x1
Storing temperature 4 °C

HUOM! Sailytyslampétilan tarkoituksena on suojata naytteitd niin kauan, ettd naytteet
analysoidaan agaroosigeelielektroforeesilla tai kunnes ne siirretdén pakastimeen odotta-
maan jatkokasittelyja. Mikali agaroosigeelielektroforeesia ei ehdita tehda heti, mutta nayt-
teet aiotaan jatkokasitella saman vuorokauden aikana, naytteita voi sailyttaa jaadkaapissa.
Mikali naytteita ei ehdita analysoimaan saman paivan aikana, sailytetaan naytteet pakas-
timessa (-20- -25 °C).

Agaroosigeelielektroforeesi
Agaroosigeeli

2,6 g Agar
130 ml 1XTAE
1. Keitd mikroaaltouunissa, kunnes kiehahtaa.
2. Jééhdyté noin +65 °C.
3. Lisaa 1 tippa Eidiumbromidia (0,625 mg/ml).
4. Kaada teipattuun geelikelkkaan, jossa on naytekanavakammat alussa ja puoles-

sa valissa.

Anna jahmettyd noin 20 minuuttia.

Siirréa geeli elektroforeesikammioon, jossa on 1XxTAE —liuosta niin, etta se peittaa
geelin kokonaan.

o o

Naytteiden lataus agaroosigeelille

1. Pipetoi 5 pl naytetta parafilmin paalle.
2. Lisaa 1 pl 6xLD reagenssia.
3. Sekoita ja pipetoi geelille.

HUOM! Pipetoi vahintaén yhteen kanavaan kontrollindyte (Ladder Gene Ruler 1 kb 0,1
png/ml), joka mahdollistaa tulosten tulkinnan. Ladderia pipetoidaan kanavaan 2 ul. Ladder
toimii geelilla DNA:n kokostandardina.

4. Aja geelia geelielektroforeesi laitteessa 100V/ 45 minuuttia.
5. Kuvanna geeli UV-valoa apuna kayttaen.



