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Opinnaytety6é tehtiin toimeksiantona Bioname Oy:lle. Tavoitteena oli l6ytaa
parhaiten ihon mikrobiston pyyhkaisynaytteenottoon soveltuva naytteenottotikku
seka menetelma, jolla mitata DNA-konsentraatio.

Tyo toteutettiin vertailemalla kahta erilaista naytteenottotikkua ja kahta eri
mittausmenetelmaa keskenaan. Vertailtavina tikkuina olivat Isohelix DNA Buccal
Swab -tikut ja Premium Topz -tikut. Tutkittavat naytteet otettiin toistettavasti
kaikilla tikuilla. Naytteista eristettiin DNA, jonka jalkeen konsentraatiot mitattiin
kayttamalla Qubit-fluorometria ja spektrofotometrisellda menetelmalla toimivaa
NanoDropia. Tuloksia havainnollistamaan tehtiin viela PCR ja elektroforeesiajo.

Mittausmenetelmien osalta tutkimuksen tulokset tukivat laitteiden valmistajan
kertomaa niiden ominaisuuksista ja eroista. Qubit erottaa DNA:n mahdollisista
kontaminanteista NanoDropia tehokkaammin, mutta NanoDrop mittasi
suuremmat DNA-konsentraatiot. Naytteenottotikkujen osalta Qubitin tuloksia
vertaillessa ero DNA-saannissa ei ollut merkittava. NanoDropin tuloksissa
Isohelix DNA Buccal Swab- tikkujen DNA-saanti oli selvasti Premium Topz -
tikkuja suurempi.

Saatuja tuloksia haittasi ennen PCR-vaihetta tapahtunut kontaminaatio, joka
nakyi eristysvaiheen negatiivisen kontrollin  tuloksissa. Kontaminaation
todennakoisimmaksi syyksi osoittautui negatiivisena kontrollina toimineen
Premium Topz -tikun puutteellinen sterilointi.
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Microbial sample kit development process for
Bioname Ltd

This Bachelor’s Thesis was conducted as an assignment for Bioname Ltd. The
objective was to find the most suitable swab for collecting skin mibrobiota
samples and a method to measure DNA concentration.

The assignment was carried out by comparing two different swabs and two
different measurement methods. The swabs being compared were Isohelix DNA
Buccal Swabs and Premium Topz sticks. The samples were taken repeatably with
all swabs. DNA was extracted from the samples and DNA concentrations were
measured with Qubit fluorometer and NanoDrop spectrophotometer. PCR and
agarose gel electrophoresis were done to visualize the results.

The results supported the manufacturer’s statements about the features and
differences of the measurement methods. Qubit recognizes DNA from possible
contaminants better than NanoDrop, but NanoDrop measured larger DNA
concentrations. In Qubit results, the difference in DNA yields was not significant.
In NanoDrop results, the DNA yield from Isohelix DNA Buccal Swabs was clearly
higher than from Premium Topz sticks.

Contamination that occurred in the extraction negative control before the PCR
stage affected the results. The contamination was most likely caused by
incomplete sterilization of the Premium Topz stick used as an extraction negative
control.
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Kaytetyt lyhenteet tai sanasto

DNA

Fluorometri

Geelielektroforeesi

Konsentraatio

Kontaminaatio

PCR

RNA

Spektrofotometri

Supernatantti

Deoksiribonukleiinihappo. Polymeeri, joka muodostaa
geneettisen materiaalin soluissa. (Tieteen termipankki,
DNA, 2024)

Laite, joka havaitsee naytteessa olevan varileimat,
mitka ovat takertuneet kohdemolekyyleihin. (Thermo
Fisher, N.D.)

Menetelma, jonka avulla voidaan erotella proteiineja ja
nukleiinihappoja geelin ja sahkdvarauksen avulla.
(Tieteen termipankki, Geelielektroforeesi, 2024)

Tietyn aineen maaran suhde seoksen koko maaraan.
(Tieteen termipankki, Konsentraatio, 2024)

Epatoivotun mikrobin tai aineen esiintyminen. (Tieteen
termipankki, Kontaminaatio, 2024)

Polymeraasiketjureaktio. Menetelma, jonka avulla
monistetaan DNA-jaksoja. (Suominen ym. 2013, 153)

Ribonukleiinihappo. Nukleotidien muodostama
yksijuosteinen ketju. (Tieteen termipankki, RNA, 2024)

Laite, jolla mitataan naytteen lapi paasevan valon
maaraa. Taman avulla saadaan tietoa naytteen
pitoisuudesta seka kemiallisesta koostumuksesta.
(Measurlabs, n.d.)

Esimerkiksi naytetta sentrifugoitaessa osa
naytemateriasta jaa astian pohjalle samalla, kun
supernatantti jaa pinnalle. (Tieteen termipankki,
Supernatant, 2024)



1 Johdanto

Jokaisella inmisella on iholla elava mikrobisto, joka on yleensa vaaraton (Tieteen
termipankki 2014). lhon normaalin mikrobikasvuston koostumus vaihtelee
ihoalueen fysiologian mukaan. Mikrobikasvusto suojaa ihoa infektioilta seka
tukee sen suojaavaa toimintaa. Tietyt bakteerilajit viihtyvat kosteassa
ymparistossa ja toiset kuivassa. Talloin kehon taivealueet ovat ideaaliset muun
muassa Staphylococcus-lajeille. (Byrd, Belkaid & Segre 2018, 143-155.) Tama

opinnaytetyo tekee katsauksen ihon mikrobiston tutkimiseen.

Genetiikka on yksi kasvava tieteenlaji, jota hyodynnetaan ladketieteessa. Sen
kehitykset ja sovellukset mahdollistavat merkittavia parannuksia sairauksien
diagnosoinnissa, hoidossa seka ehkaisyssa. Muun muassa genetiikan avulla
voidaan raataldida hoitomenetelmat yksilollisesti potilaan geneettisen profiilin
perusteella seka arvioida sairauden riskia tunnistamalla riskitekijoita esimerkiksi

tutkimalla veresta vasta-aineita (Aittomaki, Moilanen & Perola, 2016).

Aihe valittin yhdessa opinnaytetyon toimeksiantajan, Bioname Oy:n, kanssa.
Yritys erikoistuu bioalan tutkimuksiin ja tarjoaa asiakkailleen kattavia DNA-
eristys- ja lajintunnistuspalveluja. Aihe on toimeksiantajan kannalta
ajankohtainen, koska kyseessa on kasvava yritys, joka voisi tasta

opinnaytetydsta saatavan datan avulla laajentaa palvelutarjontaansa.

Opinnaytetydbn  tavoitteena on  mahdollistaa  naytteenottopakkauksen
kehittaminen. Taman avulla voidaan optimoida ihon mikrobiston tutkimiseen
tarvittavat prosessit, kuten naytteenotto, DNA:n eristys seka analysointi. Tama
projekti yhdistad kaytannon laboratoriotydoskentelyn ja tieteellisen raportoinnin,
tarjoten kattavan kuvan siita, kuinka tehokkaasti erilaiset naytteenottomenetelmat
ja DNA-analyysit voivat palvella bioalan tutkimuksia ja sovelluksia.



2 Mikrobinaytteen laboratorioprosessi

Bioname Oy on bioalan tutkimuksiin erikoistunut yritys. Bioname Oy tarjoaa
asiakkailleen palveluita, joissa asiakkaan lahettamasta naytteestd voidaan
eristda DNA seka bioinformatiikan avulla kasitella sekvensseja ja siten tunnistaa
lajeja, kuten mikrobeja. Naytemateriaalina voi olla esimerkiksi maapera, elaimen
jatos, sieni- tai sekanayte. (Bioname Oy, n.d.) Laboratoriossa tapahtuu Kliinisen
laboratorion kanssa hyvin samanlainen prosessi, johon kuuluvat naytteen
vastaanottaminen, oikeanlainen sailytys, esikasittely, analyysi ja tulosten
raportointi. Naytteen laboratorioprosessi alkaa aina preanalyyttisesta vaiheesta.

(Tydterveyslaitos, nd.).
2.1 Naytteenotto

Isohelixin  DNA-naytteenottotikut on tarkoitettu ensisijaisesti posken solujen
keraamiseen, mutta ne toimivat hyvin myos iholla ja muilla pinnoilla
(Immunodiagnostic, n.d.). Topz-tikkuja ei ole tarkoitettu tallaiseen tyoskentelyyn,
minka takia niiden kayttoon ei ole omia ohjeita. Bakteerinaytteet otetaan yleensa
erilaisista haavoista tai palovammoista, jolloin on erityisen tarkeaa puhdistaa iho,
jotta normaalifloora ei kontaminoi naytetta (Matikainen, ym. 2010. s. 163). Haava-
ja ihonaytteet esimerkiksi bakteerivilielyd varten otetaan hankaamalla
naytteenottotikkua haavan pohjassa tai ihon infektiopesakkeessa (Synlab, 2022).
Naytteenotossa  sovellettin  ihon  bakteerinaytteenoton ja  haavan

pintanaytteenoton ohjeita.
2.2 DNA:n eristaminen ja puhdistaminen

DNA:ta voidaan eristdd monista eri naytemateriaaleista. DNA eristetaan
naytteesta, ennen kuin sita voidaan kasitella seka analysoida. Lisaksi siita on
puhdistettava ainakin suunniteltuja reaktioita hairitsevat epapuhtaudet. Naita
epapuhtauksia ovat esimerkiksi proteiinit, jotka voivat sitoutua DNA:n

komponentteihin ja estdd monistumista, seka RNA, joka kilpailee DNA:n kanssa



sitoutuen PCR:n komponentteihin. (Suominen ym. 2013, 103, 105.) DNA
erotetaan solun muista rakenteista lyysaamalla eli hajottamalla solut, jolloin DNA
vapautuu. Taman jalkeen kaytetdan erotusmenetelman mukaan kemiallista tai
entsymaattista menetelmaa, jolla voidaan poistaa RNA, proteiinit, lipidit ja muut
makromolekyylit. DNA on eristysmenetelman mukaan joko sidottu esimerkiksi
silikaan tai magneettisiin helmiin, tai se voidaan puhdistamisen jalkeen saostaa
etanolilla. (Gupta, 2019.)

2.3 NucleoMag® DNA Microbiome -kitti

DNA voidaan eristaa esimerkiksi valmiin kitin avulla. Tyossa kaytetaan
NucleoMagin DNA Microbiome -kittia. Kitin toiminta perustuu nukleiinihappojen
kiinnittymiseen paramagneettisiin  helmiin. Lyysaus aloitetaan lisdamalla
naytteeseen M1-lyysispuskuria, jonka jalkeen naytteitd sekoitetaan. Sekoituksen
jalkeen naytteita inkuboidaan, jonka aikana DNA vapautuu. Taman jalkeen
kontaminantit saostetaan  Mlc-puskurin  avulla. Saostuksen ansiosta
nukleiinihapot kykenevat absorboitumaan paramagneettisiin helmiin, jotka
lisatdan  lysaatin  ja  sitoutumista edistdvan  MI2-puskurin  kanssa
syvakuoppalevylle. DNA pestaan erilaisilla pesupuskureilla seka 70 % etanolilla.
Pesujen jalkeen magneettinelmien annetaan kuivua, jonka jalkeen DNA
eluoidaan MI5-puskuriin. Eluointipuskuri irrottaa DNA:n magneettihelmista, ja

supernatantti pipetoidaan uusiin putkiin. (NucleoMag®, 2020.)

2.4 Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroosigeelielektroforeesi on menetelma, jolla voidaan analysoida
nukleiinihappoketjuja. Menetelmassa negatiivisesti varautuneet nukleiinihapot
kulkeutuvat agaroosigeelilla kohti positiivista napaa eli anodia, kun ajolaitteeseen
kytketaan sahkodvirta. Tekniikka mahdollistaa laajan erotusalueen, jota voidaan
hyddyntaa erikokoisten DNA-jaksojen erottamiseen. (Suominen ym. 2013, 122.)
Agaroosigeelielektroforeesiin tarvitaan ajolaite, joka koostuu altaasta, altaan

molemmissa paissa sijaitsevista elektrodeista, paalle laitettavasta kannesta ja
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virtalahteesta. Ajoa varten valmistetaan agaroosista geeli. Agaroosi liukenee
kiehauttaessa veteen, ja jadhtyessaan muuttuu hyytelon kaltaiseksi geeliksi. Kun
geeli on viela nestemaisessa muodossa, siihen painetaan kampa, joka tekee
naytteita varten kaivot geeliin. Kun geeli on taysin jahmettynyt, poistetaan kampa
ja lisataan ajopuskuria niin, etta geeli peittyy kokonaan.
Agaroosigeelielektroforeesiajo tapahtuu ajopuskurin pinnan alla. Jotta naytteet
saadaan pipetoitua kaivoihin, on niiden oltava raskaampia kuin ajopuskuri.
Naytteisiin voidaan lisata tata varten TBE-naytepuskuria. DNA ei nay
agaroosigeelilla sellaisenaan, joten geeliin lisataan myods variainetta, joka
mahdollistaa tulosten tarkastelun ajon jalkeen esimerkiksi UV-valon avulla. Kun
virtalahde kytketaan paalle, negatiivisesti varautunut DNA Kkulkeutuu kohti
positiivista napaa eli anodia. Agaroosigeelin verkkorakenne hidastaa
nukleiinihappojen kulkeutumista sitda enemman, mita suurempia ne ovat. Nain
ollen ajon aikana erikokoiset DNA-jaksot kulkeutuvat omiksi vyohykkeikseen
geelilld. (Suominen ym. 2013, 122-125.)

2.5 Polymeraasiketjureaktio eli PCR

PCR eli polymeraasiketjureaktio on tarked osa molekyyligenetiikan
laboratorioprosessia. PCR on hyva menetelmad DNA-jaksojen monistamiseen.
Sen perusperiaatteena on hyodyntaa lampoétilaa kestavaa DNA-polymeraasia.
Lisaksi kaytetaan kahta erilaista aluketta, joiden tarkka emasjarjestys tunnetaan.
Alukkeet ovat synteettisia, muutaman nukleotidin mittaisia DNA-patkia, jotka
tunnistavat naytteen DNA:sta vastinalueensa. Naiden alukkeiden valiin jaava

DNA-jakso on se, mitd halutaan monistaa. (Ranki-Pesonen, 1994).

Templaattina eli mallina toimii yleensa kaksijuosteinen DNA- tai yksijuosteinen
RNA-juoste. DNA taytyy eristaa ennen kasittelya, silla naytteessa saattaa olla
kopiointia hairitsevia tekijoita, minka vuoksi naytetta ei voida laittaa suoraan PCR-
laitteeseen. DNA:n ei tarvitse olla taysin puhdasta, mutta eristamisen tavoitteena
on hairitsevien tekijoiden minimointi sekd DNA:n vapautuminen. RNA:ta taytyy
kasitella cDNA:ksi kaanteistranskriptaasilla, josta voidaan tehda varsinaiset
monistusreaktiot. (Suominen, ym. 2010. 153-154.)
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Denaturaatiovaiheessa lampoétila  kohotetaan  korkeaksi, jolloin  DNA:n
kaksoisjuosteet denaturoituvat eli erkanevat yksijuosteisiksi DNA-ketjuiksi.
DNA:n rakenne koostuu kahdesta pitkasta polynukleotidiketjusta. Ketjuja voidaan
kutsua myods DNA-juosteiksi. Nukleotidien emasosien eli adeniinin, sytosiinin,
guaniinin tai tymiinin valilla on heikkoja vetysidoksia, jotka pitavat ketjut kiinni
toisissaan. (Alberts, ym. 2002.) Korkea lampétila katkaisee vetysidokset emasten
valilla, mika johtaa juosteiden erkanemiseen. Denaturointi valmistelee DNA-
juosteet liittymisvaihetta eli annealingia varten. Ensimmaisen vaiheen jalkeen
alukkeet pystyvat kiinnittymaan komplementaarisiin alueisiin, eli ne sekvenssin

alueet, jotka ovat toistensa vastinpareja. (Suominen, ym. 2010. 154-161.)

Annealing eli liittymisvaihe tapahtuu matalassa lampdtilassa, minka ansiosta
alukkeet liittyvat DNA-juosteisiin. Lampotila on vaiheeseen optimaalinen 47-60
asteen valilla, silla se maaraytyy kaytettyjen alukkeiden GC-pitoisuuden eli
guaniinin ja sytosiinin osuuden mukaan. Alukkeiden komplementaarinen
pariutuminen DNA:n kanssa on valttamatonta, jotta DNA-polymeraasi voi
sitoutua ja aloittaa uuden juosteen rakentamisen. (Suominen, ym. 2010. 154—
161.)

Viimeisena vaiheena on pidennysvaihe, jota kutsutaan usein elongaatiovaiheeksi.
Lampdtila nostetaan noin 72°C. Tama on optimaalinen lampétila suurimmalle
osalle DNA-polymeraaseista. Nama sitoutuvat alukkeisiin DNA-molekyyleissa ja
aloittavat  syntetisoimaan  uutta  DNA-juostetta. = Polymeraasi lisaa
deoksiribonukleotideja yksi kerrallaan juosteeseen. Pidennysvaihe on keskeisin
PCR:n vaihe, silla siind syntyy uutta DNA:ta. Taman jalkeen PCR-reaktio alkaa
alusta denaturointivaiheesta ja koko prosessi toistetaan useita kertoja perakkain.
PCR:n ansiosta DNA-materiaalin maara kasvaa eksponentiaalisesti ja tata

voidaan siten hyddyntaa analyysiin tai sovelluksiin. (Saunders & Lee. 2013.)

2.6 NanoDrop ja sen toimintaperiaate

NanoDrop on DNA:n, RNA:n ja proteiinien konsentraation maaritykseen

soveltuva laite, joka toimii hyvin pienilla, 1-2 pl, naytemaarilld. Laite mittaa
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konsentraation spektrofotometrisellda menetelmalla ja sen avulla voidaan tutkia,
onko DNA:n eristdminen onnistunut. (Thermo Fisher Scientific, n.d.)
Spektrofotometri toimii perustuen sahkomagneettisen sateilyn ja mitattavan
aineen vuorovaikutukseen. Sahkomagneettinen sateily on valonnopeudella
kulkevaa sahkomagneettista aaltoliiketta. Laite mittaa absorptiota tai emissiota
ja laskee sen perusteella tutkittavalle aineelle transmittanssin, joka ilmoitetaan
prosenttiosuuksina. Transmittanssi kertoo naytteen lapi kulkeneen sateilyn tehon
suhteessa lapi menneen sateilyn tehoon. Laite voi mitata myOs naytteen
absorbanssia. (Heiskanen 2016, 9.)

NanoDrop ND-2000 hyodyntaa ultraviolettisateilya, silla DNA absorboi sita
tehokkaasti. Laite on tayden spektrin eli 220-750 nm aallonpituuksia tutkiva
spektrofotometri. Xenon-lampun valo lapaisee naytteen ja laitteen sisdinen
spektrofotometri havaitsee absorboimattoman valon maaran. Laite vertaa valon
maaraa valon lahtdintesiteettiin, minka avulla lasketaan absorbanssi. (Thermo
Fisher Scientific, 2010.)
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20 4
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8 4
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L= & L
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Kuva 1. Tyypillinen nukleiinihapon spektri NanoDrop-laitteessa (Thermo Fisher,
2010)

NanoDrop kayttaa A260/A280 -suhdelukua naytteen puhtauden ilmoittamiseen.
Kuvaan 1 on merkattu spektrin rakenteen muodostavat kriittiset aallonpituudet,
joista maaraytyy suhdeluku. DNA:ta mitatessa noin 1,8 arvoa voidaan pitaa
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puhtaana. Kyseinen suhdeluku on myods verrannollinen nollanaytteena kaytetyn
puskuriliuoksen pH ja ioniseen vahvuuteen. Tarkoituksena on kayttaa
nollanaytteena samaa liuosta, jota kaytetaan myos naytteiden puskuriliuoksena.
Alle 7 pH puskuriliuokset alentavat tuloksia samalla, kun neutraali pH nostaa
tulosta. A260/A230 -suhdeluku on puhdasta nukleiinihappoa kasitellessa usein
korkeampi kuin A260/A280-arvo. Jos arvo eroaa odotetusta, se saattaa johtua
esimerkiksi magneettihelmien tai proteiinien lasnaolosta. Myods epaonnistunut
DNA:n eristys vaikuttaa tulokseen huomattavasti. (Thermo Fisher Scientific,
2010.)

2.7 Qubit ja sen toimintaperiaate

Qubit on fluorometrisella menetelmalla DNA:n, RNA:n ja proteiinien
konsentraation maarittava laite. Kyseinen menetelma on suosittu myos DNA-
naytteiden kvantifioinnissa PCR-tuotteiden, fragmenttien tai kirjaston
valmistuksen yhteydessa. Fluorometria perustuu fluoresenssisignaalin
mittaamiseen. Variaine sitoutuu spesifisesti nukleiinihappoihin, kuten DNA:han
tai RNA:han. Fluorometri lahettaa tietyn aallonpituuden valoa naytteeseen, jolloin
fluoresoivan molekyylin elektronit nousevat korkeammalle energiatasolle. Kun
elektronit palaavat alemmalle energiatasolle se emittoi valoa, minka fluorometri
tunnistaa. Talléin signaalin vahvuus on verrannollinen naytteen pitoisuuteen.

(Thermo Fisher Scientific, n.d.)

Menetelmassa fluoresoiva variaine lisataan naytteeseen, ja taman jalkeen nayte
analysoidaan. Fluorometri mittaa fluoresenssisignaalin intensiteetin, jota se
vertaa variaineen kalibrointikayraan. Kalibrointikdyra tehdaan tunnettujen
standardien  avulla. (Thermo  Fisher  Scientific, n.d.) Verrattuna
spektrofotometriaan ja sen menetelmiin, fluorometri tarjoaa suuremman
herkkyyden ja tarkkuuden mittaamalla signaalin suoraan. Lisaksi epapuhtaudet
aiheuttavat vahemman taustahairioita kuin spektrofotometrisissa menetelmissa.
(Paul, P., ym. 2021.)
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3 Tutkimuksen tavoite ja tarkoitus

Opinnaytetyon tavoitteena on |0ytaa ihon mikrobiston pyyhkaisynaytteenottoon
parhaiten soveltuva naytteenottotikku seka menetelma, jolla mitata DNA:n
konsentraatio. Taten opinnaytetyon tarkoituksena on vertailla kahta erilaista
tikkua pyyhkaisynaytteenotossa, eristaa naytteista DNA seka mitata eristetyn
DNA:n konsentraatiota eri menetelmilla. Naiden vaiheiden avulla selvitetaan eri
tikkujen soveltuvuutta pyyhkaisynaytteenottoon seka vertaillaan eristetyn DNA:n
mittausmenetelmia, joiden pohjalta Bioname Oy voisi jatkaa tutkimuksia seka

lanseerata oman pyyhkaisynaytteenottoon tarkoitetun testipakkauksen.

Tutkimusta tehdessa jouduttin pohtimaan myoOs tutkimuksen eettisyytta.
Naytteenotossa tarkeana osana on varmistaa, etta naytteen antaja on antanut
suostumuksen naytteenottoon. Lisaksi henkildtietojen suojaaminen on
ensiarvoisen tarkeaa. Prosessin aikana on valttdamatonta olla rehellinen siita,
mihin naytetta kaytetdaan seka mahdolliset hyodyt ja haitat tutkimuksesta.
(Bioanalyytikkoliitto, 2017.)
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4 Tutkimuksen toteutus

Syksylla 2023 otettiin yhteyttd Bioname Oy:hyn. Bioalan yritys ehdotti erilaisia
aiheita, joista valikoitui sopivin jatkokehitykseen. Syksyn aikana tutkimustyd

suoritettiin Bioname Oy:n laboratoriossa Kupittaalla.

4.1 Metodologiset lahtokohdat

Ammattikorkeakoulussa yksi opinnaytetydon menetelman vaihtoehdoista on
toiminnallinen opinnaytetyd. Toiminnallisessa opinnaytetyossa syntyy tuotos,
joka voi olla muun muassa konkreettinen tuotos, palvelu tai ohjeistus. Tuotoksen
pitaisi tukea tydelamaa. Toiminnallisessa opinnaytetydssa yhdistyy ammatillinen
osaaminen seka raportointi. (Vilkka & Airaksinen, 2003.) Tassa opinnaytetydssa
saadaan konkreettista tietoa siita, kummat testatuista naytteenottotikuista ovat
parempia itsendisesti suoritettavaa naytteenottoa varten, ja poikkeaako eri
menetelmilld mitatessa eristetyn DNA:n konsentraatio. Naytteenotto, DNA:n
eristys ja DNA:n konsentraation mittaus toteutetaan kaytannon tyona
laboratoriossa. Saaduista tuloksista tehdaan vertailu ja johtopaatokset, joista
kirjoitetaan raportti. Naiden tietojen pohjalta Bioname Oy voi jatkaa uuden
palvelun, naytteenottopakkauksen kehittamista. Palvelu  mahdollistaa
asiakkaiden itseottamien seka lahettamien naytteiden analysoinnin. Uusi palvelu
mahdollistaa asiakaskunnan laajentamisen, josta on hyotya yritykselle. Tassa
opinnaytetydssa yhdistyi kaytannon toteutus sekd sen raportointi. Kaytannon
toteutukseen kuuluu tutkimuksen tekeminen ja raportointiin kuuluu tydpaivakirjan

ja opinnaytetyon kirjoittaminen.

4.2 Eettiset lahtokohdat

Raportin kirjoittaminen aloitettiin vasta tutkimustyon valmistumisen jalkeen, jolloin
pystyttiin kasittelemaan tyota paremmin kokonaisuutena. Tiedonhaussa kaytettiin
hakukoneina Finnaa, Google Scholaria seka Pubmedia. Lahteita kerattiin myos

Turun ammattikorkeakoulun kirjastosta. Lahteina toimi seka suomenkieliset, etta
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englanninkieliset materiaalit. Lahteita kaytettaessa on otettu huomioon niiden
eettiset periaatteet. Hyvaa tieteellista kaytantoa yllapitaen kaikista tiedoista seka
kuvista on merkattuna niiden lahteet. Raportin kirjoittajan taytyy ajatella kriittisesti
lahteiden luotettavuutta (TENK, 2023).

4.3 Esivalmistelut ja naytteenotto

Ennen naytteenottoa naytteenottopuikot olivat 30 min ajan (15 min per puoli)
Biowizardin Kojair-vetokaapissa ultraviolettiiampun alla. Ultraviolettivalo steriloi
puikon pintaa hajottamalla siina olevia bakteereita ja viruksia UVC-sateilyn avulla.
UVC-sateily toimii niin lyhyelld aallonpituudella, ettd se kykenee tuhoamaan

patogeenien nukleiinihapot. (STUK, n.d.)

Naytteenotto tapahtui yhden henkilon kyynartaipeesta. Kaytdossa oli nelja
Premium Topz- puikkoa seka kolme IsoHelixin swab-naytteenottotikkua. Yksi
Premium Topz-puikoista toimi negatiivisena kontrollina, minka avulla pystyttiin
seuraamaan tutkimuksen onnistumista. Negatiivisena kontrollina toimiva puikko
laitettiin suoraan vetokaapista NucleoSpinin putkeen. Naytteet otettiin hieromalla
puikkoja yksitellen samassa sijainnissa eli kyynartaipeessa. Naytteenotto tehtiin

toistettavaksi vakioimalla sen kesto, mika valikoitui 10 sekunniksi.

4.4 DNA:n eristys

DNA eristettin NucleoMagin DNA Microbiome kitilla (REF: 744330.4) Tikut
laitettiin jokainen omaan putkeensa, joissa oli 700 pyl MI1-lyysipuskuria. Kun
naytteet olivat omissa putkissaan, niista alettiin eristamaan DNA:ta. Ensin
naytteet laitettin  Vortex-sekoittajaan 10 minuutin ajaksi, joka sekoitti
naytematerian puskuriliuokseen. Sekoituksen jalkeen naytteitéd inkuboitiin 10

minuuttia huoneenlammaossa.

Nayte sentrifugoitiin 11 000 x g nopeudella 10 minuutin ajan, jotta sekoituksessa
syntynyt vaahto sekd ei-toivotut aineet laskeutuisivat putken pohjalle.

Supernatantti siirrettiin 2 ml:n kokoisiin koeputkiin. Putkiin lisattin 150 pl Mic-
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puskuria. Naytteita sekoitettiin noin 5 sekunnin ajan Vortex-sekoittajalla, minka
jalkeen naytteita inkuboitiin 10 minuutin ajan 2—8 asteessa jaakaapissa. Puskuri
saosti epapuhtaudet erilleen DNA:sta. Inkubaation jalkeen naytteita sentrifugoitiin
5 minuutin ajan 11 000 x g nopeudella, jolloin epapuhtaudet laskeutuivat
koeputken pohjalle ja pinnalta saatiin pipetoitua DNA:n sisaltava supernatantti.

Jokaista naytetta siirrettiin 500 pl kuoppalevylle omiin kuoppiinsa.

Jokaiseen naytekuoppaan lisattin 25 pyl NucleoMagin B-helmia, jotka sitovat
itseensd DNA:n. Sitoutumista avustamaan kuoppiin lisattin MI2-puskuria
pipetoimalla edestakaisin. Pipetointimenetelman avulla sekoitettiin puskuri,
helmet seka nayte toisiinsa. 5 minuutin inkubaation jalkeen kuoppalevy siirrettiin
kuvassa 2 olevan NucleoMag SEP-magneetin paalle. Magneettihelmet
kulkeutuivat kohti magneettia, jolloin kaivon pohjalle muodostui pelletti. Taman

ansiosta helmiin sitoutunut DNA erottui puskuriliuoksesta. Erottumisen jalkeen

supernatantti poistettiin kuopista pipetoimalla.

& U j
—— —Bj&ﬂxr——_-—:h_& _tﬁ gy =

T

Kuva. 2 Kuoppalevy, ennen magneetille laittoa
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Kuoppalevy poistettiin magneetilta 7 minuutin jalkeen, kun kuopan pohjalle oli
muodostunut pelletti. Kuvasta 3 voidaan huomata magneetin siirtdneen pelletin
mahdollisimman lahelle magneettia, jolloin supernatantti voidaan poistaa. DNA
pestiin kahdesti 600 pl MI3-puskurilla. Molemmilla kerroilla kuoppalevy siirrettiin
magneetin paalle, jolloin helmiin sitoutunut DNA erottui pesuliuoksesta.
Supernatantin poistamisen jalkeen jokaiseen kuoppaan pipetoitiin 600 pl MIi4-

puskuria. Tama toimii DNA:n puhdistamiseen, minka jalkeen kuoppalevy

siirrettiin magneetille ja supernatantti poistettiin kuopista pipetoimalla.

Kuva 3. Kuoppalevy NucleoMag SEP- magneetilla.

Seuraavaan vaiheeseen tarvittin 70 % etanolia, jota tehtiin kayttamalla 99 %
etanolia ja Milli-Q-vetta. Milli-Q-vesi on ultrapuhdasta vetta, joka suodatetaan UV-
lampun, Quantum-kiillotuspatruunan seka Q-POD-yksikon kautta. Eri

suodattamisen vaiheet kohdistavat veden puhdistamisen erilaisiin kohteisiin. UV-
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lamppu vaikuttaa orgaaniseen materiaan seka bakteereihin. Quantum-
Kiillotuspatruuna poistaa niin ioniset kuin orgaanisetkin epapuhtaudet. (Merck
Millipore, 2013.) Jokaiseen kuoppaan lisattiin 600 pl etanolia, joka mahdollistaa
DNA:n saostumisen. Saostumisen jalkeen helmet erotettiin etanolista magneetin

avulla ja annettiin kuivua.

Viimeisena vaiheena DNA:n eristamisessa oli DNA:n eluointi. DNA eluoitiin el
erotettiin helmista lisdamalla eluointipuskuri MI5:ta 80 pl kuoppiin. 10 minuutin
inkubaation jalkeen kuoppalevy siirrettin  magneetille, jolloin DNA oli
irtaantuneena helmista supernatantissa. Supernatantti siirretdan tilavuudeltaan

1,5 ml:n koeputkiin, joita sailytetdan -20 asteen pakastimessa.

4.5 DNA:n konsentraation mittaaminen

DNA:n konsentraation mittaaminen aloitettiin Qubit-laitteella. Kyseisella laitteella
pitoisuuden maarittdminen vaatii naytteen valmistelua. Tahan kaytettiin Qubitin
dsDNA Quantification Assay Kittida (REF: Q32854). Naytteista siirrettiin 10 pl
toiseen koeputkeen, joihin lisattiin Qubit Working Solutionia 190 pl. Tama liuos
mahdollistaa fluoresenssiin perustuvan menetelman. Lisaksi tarvitaan kaksi
standardia, joiden avulla laite voidaan kalibroida eli varmistetaan laitteen
toimintakunto. Laite tietdaa standardien pitoisuudet, jolloin se vertaa nykyisia
tuloksia siihen mita on muistissa. Ennen mittaamista koeputkia sekoitettiin kasin
kaantelemalld. Nayteputki asetettiin laitteeseen ja toteutettiin yhteensa nelja

mittausta jokaista naytetta kohden.

NanoDrop-laitteella konsentraatiota maaritettaessa ei tarvitse eristetylle DNA:lle
tehda esivalmisteluja. Laitetta kaytettdessa on hyva huomioida, ettd mittauspaa
on suorassa kontaktissa naytteeseen. Talloin ristikontaminaation riski on
mahdollinen. Ristikontaminaatiossa edellinen nayte vaikuttaa seuraavan
tulokseen, jolloin tulos ei ole luotettava. Taten on tarkeaa puhdistaa laite aina
ennen kayttéa seka mittausten valilla. Ennen mittauksia mittauspaahan pipetoitiin
laboratoriovetta, joka puhdistaa sen. Lisaksi mitattiin nollanayte, jonka pitoisuus

on 0 ng/ul. Nollanaytteen kaytto alustaa laitteen tasolle, jossa suurempi pitoisuus
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kuin 0 ng/ul nousee esiin. Nollanaytteen mittaamisen jalkeen mitattiin naytteiden
konsentraatiot pipetoimalla naytetta 1 pl mittauspaahan. Mittaamisen
lopettamisen jalkeen on tarkeda puhdistaa mittauspaa uudelleen seuraavia

mittauksia varten.

4.6 PCR ja elektroforeesi

PCR eli polymeraasiketjureaktio on molekyylibiologinen menetelma, joka
perustuu DNA:n monistamiseen laboratoriossa. Tyossa kaytettiin alukkeita
Bakt 341F (etualuke) ja Bakt 805R (taka-aluke). Alukkeet ovat lyhyita
yksijuosteisia DNA-sekvensseja, jotka toimivat 1ahtdpisteend DNA-polymeraasin
toiminnalle. Etualukkeen sijainti maaraa sen, mista kohtaa DNA:ta halutaan
monistaa eli tassa tilanteessa DNA:n kohdealueen 304 emasparista. Taka-
alukkeen sijainti maarittaa monistamisen paatepisteen. Tassa tilanteessa
monistaminen paattyy DNA:n kohdealueen 805:teen emaspariin. Bakt 341F
vastaa taydellisesti yli 1 000 000 bakteerisekvenssiin seka kattaa Escherichia
colin paikat 300-400. Bakt 805R vastaa taydellisesti noin 900 000
bakteerisekvenssiin, minka vuoksi juuri kyseiset alukkeet ovat valikoituneet

kayttoon mikrobinaytteita tutkittaessa PCR:n alukkeina. (Herlemann, ym. 2011.)

Ensin pipetoitiin alukeversiot 0 ja 2 samaan putkeen seka 1 ja 3 toiseen, niin etta
molemmissa putkissa on niin etu- kuin taka-aluke. Sen jalkeen valmistettiin
mastermix eli liuos, joka koostuu alukkeista, polymeraasientsyymista seka
RNAaasi-vapaasta vedesta. Taulukkoa 1 kaytettin mallina ennen liuosten
valmistamista, jotta saatiin parempi kuva, paljonko kyseisia liuoksia tarvittiin.
Liuosta valmistettiin 12 reaktioon molemmilla alukkeiden versioilla eli ylimaarin,
sillda naytteiden kokonaismaara oli 9. Naihin kuuluivat 8 naytettda sekd PCR:n

negatiivinen kontrolli.



21

Taulukko 1. PCR:n valmistelu

Reagenssi Konsentraatio 1 reaktio (pl) 12 reaktiota (pl)
(M)
RNAse-vapaa vesi - 24 28,8
MyTag HS Mix 1x 5 60
Alukemix 0,6 0,6 7,2
(0+2 tai 1+3)
DNA 2 -

Kokonaistilavuus 10 120

PCR tehdaan kuoppalevylla, jonka vuoksi kuoppalevylle pipetoitin 0+2
mastermixia seka 1+3 mastermixia molempia yhdeksaan kuoppaan. Kuoppiin
lisattiin naytteiden DNA:ta tai vesi, joka toimi PCR:n negatiivisena kontrollina.
Negatiivisen kontrollin avulla pystytaan varmistamaan menetelman onnistuminen.
Kontrollin tulos kuvaa reaktiossa kaytettavien reagenssien puhtautta.
Kuoppalevy peitettiin ennen kevytta sentrifugointia, jotta neste siirtyi kuoppien
pohjalle. Sentrifugoinnin jalkeen kuoppalevy asetettin PCR-koneeseen ja
kaynnistettiin oikea PCR-ohjelma (taulukko 2). Seuraavassa taulukossa PCR:n

vaiheet.

Taulukko 2. PCR:n vaiheet alukkeille Bakt 341F ja Bakt_805R

Kierrosten Lampdatila Kesto
L Vaiheen nimi
lukumaara (Celsius) (min)
1 95 3.00 Alkudenaturaatio

30 95 0.30 Denaturaatio
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55 0.30 Liittymisvaihe
72 0.30 Pidentymisvaihe
1 72 10.00 Loppupidentymisvaihe

PCR:n aikana DNA monistuu, jolloin naytematerian pitoisuus kasvaa ja siita on
mahdollista tehdd luotettavammin tutkimuksia. PCR:n  onnistumisen
varmistamiseksi ajetaan naytteet geelielektroforeesilla. DNA-molekyylit siirtyvat
geelilla kohti positiivista sahkovarausta. Talléin DNA:n nopeus ja sen etenema
matka on kaantaen verrallinen sen kokoon. Taten menetelmaa voidaan kayttaa

molekyylin koon maarittamiseen.

Elektroforeesia varten valmistettin 1,5 % geeli agaroosista. Geelin
valmistaminen aloitettiin punnitsemalla 1,5 grammaa agaroosia erlenmeyeriin,
johon kaadettiin 100 ml 0,5x TBE-puskuria ja sekoitettiin pyoritellen. TBE-puskuri
(Tris-Boraatti-EDTA) toimii pienten DNA- ja RNA- fragmenttien erottelussa
(Thermo Fisher, n.d.). Erlenmeyeria lammitettiin mikrossa, kunnes neste oli
kirkasta. Geelialustalle laitettiin kammat, jotta geeli sai muotonsa. Erlenmeyeria
jaahdytettiin kylman veden alla. Viilentymisen jalkeen pulloon lisattiin 2 pl Midori
Extra -variainetta ja sitd sekoitettiin pyorittelemalla. Geeli kaadettiin alustalle ja

annettiin jahmettya.

Geelin valmistuttua se siirrettiin elektroforeesilaitteelle ja kaadettiin sen paalle
TBE-puskuria, kunnes se peittyi kokonaan. Kamman avulla geeliin on syntynyt
kaivoja. Ensimmaiseen kaivoon pipetoitiin 1,5 yl 50bp ladderia. Taman jalkeen
jokaiseen kaivoon pipetoitiin 1 pl naytetta. Laitteeseen laitettiin kansi paalle ja

naytteita ajettiin 100 V 22 minuuttia.
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5 Tulokset

DNA:n eristyksen jalkeen kaikista naytteista mitattiin DNA-konsentraatiot Qubit-
ja NanoDrop-laitteilla. Taulukoissa 3 ja 4 naytteet A1-A4 ovat Premium Topz-
puikkojen tulokset, B1-B3 IsoHelixin swab-naytteenottotikkujen tulokset ja Neg

eristysnegatiivisen kontrollin tulos.

Taulukko 3. Qubit-laitteen tulokset

ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml keskiarvo
ng/ml
A1 0,61 0,59 1,46 1,15 0,95
A2 0,57 0,60 0,88 1,64 0,92
A3 2,13 1,28 1,42 1,42 1,56
A4 1,58 1,55 1,56 1,57 1,57
B1 1,01 1,01 0,85 1,03 0,98
B2 0,92 0,86 0,82 0,99 0,90
B3 1,02 0,95 0,94 0,93 0,96
Neg 0,5 Alle 0,5 Alle 0,5 Alle 0,5 Alle 0,5

Taulukko 4. NanoDrop-laitteen tulokset

ng/ul 260/280 260/230
A1 1,9 1,84 0,61
A2 1,8 1,38 0,49
A3 2,1 1,57 0,59
A4 1,9 1,65 0,54
B1 2,3 1,43 0,78
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B2 3,1 1,42 0,77
B3 3,9 1,4 0,64
Neg 1,7 1,33 0,66

5.1 Qubit-laitteen tulokset

Qubit-laitteella jokainen nayte mitattiin nelja kertaa. Kaikkien naytteiden tulokset
ovat laitteen lukualueen sisalla. Negatiivinen kontrolli on myds ensimmaisessa

ajossa antanut lukualueen sisalla olevan tuloksen.

5.2 NanoDrop-laitteen tulokset

NanoDrop-laitteen mittaustuloksista (taulukko 5) huomataan, etta tulokset eivat
viittaa aivan puhtaaseen nukleiinihappoon. 260/280 tuloksien kuuluisi olla noin
1,8, jotta sita voidaan pitaa puhtaana, ja 260/230 tuloksien olla korkeampia kuin
260/280 (noin 1,8-2,2) (Thermo Fisher Scientific, 2010). Naytteista kaikki paitsi
A1 jaavat alle 1,8 rajan 260/280 tuloksissa. Naytteita A1-A4 seka B1-B3
verratessa A1-A4 ovat jonkin verran korkeampia 260/280 alueen tuloksissa,
mutta B1-B3 tulokset ovat korkeampia 260/230 alueella. Lisaksi negatiivisessa
kontrollissa havaittiin tuloksia, mitka eivat vastaa odotuksia. Tulokset ovat Iahella

varsinaisten naytteiden tuloksia.

Taulukko 5. Tulokset muutettuna samaan yksikkdon (ng/ul)

A1 A2 A3 A4 B1 B2 B3 Neg

Qubit 0,0191 0,018 0,031 0,031 0,019 0,018 0,019 Alle
9 3 3 5 0 0 0,005
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Nano 1,9 1,8 2,1 1,9 2,3 3,1 3,9 1,7
Drop

5.3 Elektroforeesin tulokset

PCR:n jalkeen tehtiin elektroforeesiajo havainnollistamaan ja varmistamaan sen
onnistuminen. Geelistd otetussa kuvassa nakyy vasemmalla ensimmaiseen
kaivoon pipetoitu 50 bp ladder, joka sisaltda DNA-fragmentteja, joten naytteiden

kulkeutumista geelilla voidaan verrata ladderiin.

Elektroforeesiajossa kaytettiin New England Biolabsin 50 bp DNA Ladderia, jolla
voidaan havainnollistaa 50-1350 emasparin kokoisia DNA-jaksoja. Ladderin 200
bp ja 500 bp kohdissa on muita kirkkaampi ja selkedmpi varireaktio, jotta niita

voidaan kayttaa referensseina. (New England Biolabs, 2024.)

Elektroforeesiajon tuloksista (kuva 4) huomataan, etta kaikissa naytteissa seka
negatiivisessa kontrollissa on DNA-vyohykkeet 500 bp kohdalla. PCR:ssa
kaytetyt alukkeet monistavat aluetta, jonka koko on 535 bp PCR:n jalkeen.
Naytteiden tuloksissa nahdaan siis oikeanlainen tuote, mutta eristysvaiheen
negatiivisen kontrollin pitaisi olla 500 bp kohdalta tyhja. Kuten myés NanoDrop-
ja Qubit-tulokset osoittavat, Vviittaa eristysnegatiivisen kontrollin  tulos
kontaminaatioon. PCR-negatiivisessa kontrollissa sen sijaan ei ndy PCR-tuotetta,

joten kontaminaatio on tapahtunut ennen PCR-vaihetta.

Seka DNA-konsentraation mittauksen tuloksista, ettd kuvasta 4 huomataan, etta
negatiivinen kontrolli antaa tuloksia, vaikka sellaista ei odoteta tapahtuvan.

Eristysnegatiivisena kontrollina toimi Premium Topz-puikko.
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Kuva 4. Elektroforeesiajo

5.4 Eri puikkojen tulokset

Taulukossa 6 Premium Topz —tikkujen (naytteet A1-A4) ja Isohelixin tikkujen
(naytteet B1-B3) tulosten keskiarvot samassa yksikdssa (ng/ul). Qubit-laitteen
tulokset ovat hyvin samanlaiset, joten ne eivat osoita kummankaan tikun selkeaa
paremmuutta. NanoDrop-mittauksen perusteella Isohelixin DNA Buccal Swab -

tikut tuottavat korkeamman DNA-saannon verrattuna Premium Topz -tikkuihin.

Taulukko 6. Tulosten keskiarvot muunnettuna samaan yksikkéon (ng/ul)

Premium Topz Isohelix DNA Buccal Swab
Qubit 0,0252 0,0189
NanoDrop 1,9 3,1
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6 Pohdinta

Pohdintaosiossa kasitellaan tutkimustyon tuloksia, niiden syita ja luotettavuutta
eri nakokulmista. Tarkoituksena on reflektoida tydskentelyn eri vaiheita ja
virhelahteita. Laitevalmistajien ohjeita hyodyntaen pohditaan, mita kaytannon
tydssa olisi voitu tehda toisin. Viimeisessa kappaleessa kasitellaan
opinnaytetyoprosessin tyon vaiheita, haasteita ja antia kirjoittajille, seka mietitdan

jatkotutkimusaiheita.

6.1 Tulokset ja luotettavuus

Eristyksessa negatiivinen kontrolli antoi positiivisia tuloksia DNA-konsentraatioita
mitatessa. On monta vaihtoehtoa, mista se voisi johtua. Negatiivisena kontrollina
kaytettiin Premium Topz-tikkua. Tulos johtuu todennakdisesti siita, etta puikkojen
sterilointi UV-valolla ei ollut riittava. Premium Topz-puikkojen pakkaus ei ollut
steriili, minka vuoksi jo pakkauksessa voi olla mikrobeja. Mikrobien lasnaolo
hairitsee tulosta. UV-valolla sterilointi kesti 15 min per puoli. Tama ei valttamatta
ollut riittdva aika tikun sterilointiin. Kuitenkin laboratoriotydskentelyssa
yllapidettin  aseptiikkaa kayttamalla puhdasta laboratoriotakkia seka
kertakayttokasineita, minka vuoksi on todennakoisempaa, etta kontrollin tulos
johtuu joko pipetointivirheesta tai epapuhtaasta naytteenottotikusta. Tutkimuksen
aikana edettiin tydohjetta seuraten mahdollisten virheiden minimoimiseksi.
Aiemmin koulutuksen aikana on harjoiteltu pipetointimenetelmia ja —tekniikkaa,
jonka avulla on Kkartutettu kokemusta pipetoinnista. IsoHelixin swab-
naytteenottotikut olivat vanhentuneita, mutta steriilisti pakattuja, joten niiden
antamia tuloksia voidaan pitaa Premium Topz-tikkujen tuloksia luotettavampina.
Swab-naytteenottotikut eivat ole paaasiallisesti tarkoitettu kyseiselle
naytematerialle, vaikka niita voidaan hyddyntaa myos mikrobinaytteenottoon.
Lisaksi pipetoitaessa syntyy aina aerosoleja, joissa on pienia maaria DNA:ta.

DNA on voinut kulkeutua edellisista naytteista pipetin kautta takaisin koeputkeen.
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Qubit on Thermo Fisher Scientificin nettisivujen mukaan NanoDropia tarkempi
pienempia pitoisuuksia kasiteltaessa ja se pystyy erottamaan paremmin DNA:n
muista komponenteista, joita liuoksessa voi olla, kuten RNA tai kontaminantit.
Kontaminantteja voi olla esimerkiksi magneettiset B-helmet, jotka ovat siirtyneet
pipetoitaessa naytteen mukana. NanoDropin etuna on yksinkertaisempi
menetelma, joka on spektrofotometria. Menetelma soveltuu paremmin
laajemman valikoiman naytteiden mittaamiseen. (Paul, P., ym. 2021.) Mitattujen
ja samaan yksikkdon muunnettujen tulosten perusteella NanoDrop mittasi
Qubitia huomattavasti suurempia maaria DNA:ta naytteista. Qubitin tuloksissa
negatiivisen kontrollin tulokset ovat kuitenkin merkittavasti naytteiden tuloksia
alhaisemmat, joka vahvistaisi Qubitin kyvyn erottaa DNA:n kontaminantista.
NanoDropin tuloksissa sen sijaan negatiivisen kontrollin tulos on lahes sama
osan naytteiden kanssa. Matalat arvot 260/280 alueella indikoivat yleensa
kontaminaatiota, joka voi olla peraisin eristysprosessissa kaytetysta aineista.
Myo6s hyvin matalissa nukleiinihappokonsentraatioissa, eli alle 10 ng/pl, tulokset

voivat olla virheellisia. (Thermo Fisher Scientific, 2012.)

DNA:n eristykseen kaytetty NucleoMag® DNA Microbiome-kitti ei ole tarkoitettu
suoraan kaytetylle naytemateriaalille, vaan sitd kaytetdan enemman maapera-
uloste- ja biofilminaytteiden kasittelyyn. Kuitenkin kitin tarkoitus on mikrobien
DNA:n eristaminen, minkd vuoksi kitti soveltuu tahan tehtavaan.
Elektroforeesissa sekd analysaattoreilta saatavien tulosten perusteella kyetaan

luottamaan DNA:n eristdmisen onnistumiseen.

Kontaminaatio heikentda tutkimuksen tuloksien luotettavuutta. Qubit-laitteen
tuloksia tarkasteltaessa voidaan kuitenkin huomata, etta negatiivisen kontrollin
tulokset ovat naytteiden tuloksia selkeasti alhaisempia. Tama viittaa siihen, etta
naytteissa on DNA:ta. Sen sijaan NanoDropin tuloksissa negatiivisen kontrollin
tulokset ovat osaa naytteiden tuloksista suurempia tai lahes saman tasoisia.
Thermo Fisherin nettisivujen mukaan Qubit pystyy NanoDropia paremmin
erottamaan DNA:n muista komponenteista, joka voi selittaa tulosten tasojen erot
eri laitteiden valilla. Samaan yksikkdon muunnettuna NanoDropin tulokset ovat
Qubitia selvasti suurempia, joten ilman kontaminaatiota NanoDrop toimii

parempana DNA-konsentraation mittausmenetelmana.
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Elektroforeesiajon jalkeen ladder on valmistajan referenssikuvaa (kuva 5)
tiheampi. Tama hankaloittaa tulosten tulkintaa. DNA-vyohykkeet olisi saanut
erotettua paremmin toisistaan kayttamalla 2-3 % agaroosigeelia, tai ajamalla
suuremmalla jannitteella (New England Biolabs, 2024). Elektroforeesiajoa olisi
voinut myos jatkaa pidemman aikaa, jotta ladder ja naytteet olisivat kulkeutuneet

geelilla pidemmalle.

bp ng
= 1,350 103

64

g4

Kuva 5. DNA ladder. (New England Biolabs)

6.2 Opinnaytetydprosessi

Aluksi opinnaytetyon prosessi eteni erittdin nopeasti, silla samanaikaisesti
olevien tyoharjoittelujen aikataulutus painoi niskaan. Into
laboratoriotydskentelyyn vei mukanaan ja tutkimustyo saatiin valmiiksi muutaman
viikon sisalla. Aihe oli kiinnostava, mutta teoriatiedon kasittely oli raskaampi
prosessi. Raportin kirjoittamisen aloittaminen oli hieman haasteellista, silla
tyoharjoittelu vei paljon energiaa. Tyon teki haastavaksi my0Os se, etta vastaavia

aikaisempia tutkimuksia ei ollut tehty.
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Opinnaytetyon teko oli kokonaisuudessaan opettavaista. Tutkimuksen
suunnittelu ja toteuttaminen, ilman aikaisempaa kokemusta, osoittautuivat
yllattdvan haastaviksi. Jalkikateen mietittyna monenkin asian olisi voinut tehda
toisin. Kaytannon tyon aikana tehtiin muistiinpanoja, mutta niita olisi pitanyt tehda
viela tarkemmin ja enemman, jotta Kkirjoittaminen olisi ollut helpompaa.
Kirjoitusvaiheessa huomattiin, etta esimerkiksi kaytettyjen kittien REF-koodeja ei
kirjoitettu ylos, ja joitain itsestaan selviltd tuntuneita tyovaiheita puuttui. Nama
kaikki saatiin selvitettya viela jalkeenpain, mutta siihen kului ylimaaraista aikaa.
Lisaksi kaytannon tyon aikataulu oli suunniteltu niin tiukaksi, etta tutkimus
pystyttiin toteuttamaan vain yhden kerran. Siitd johtuen kontaminaatiosta

huolimatta tutkimusta ei toistettu.

Toisaalta kaytannon osuus tarjosi paljon uusia oppimiskokemuksia seka aiemmin
harjoiteltuja taitoja paastiin kayttamaan. Tutkimuksesta saatiin myos merkittavia
tuloksia, joka oli niin analysoinnin kuin koko opinnaytetyon sisallon kannalta
tarkeda. Opinnaytetydn tavoitteen mukaisesti onnistuttiin keraamaan tietoa eri
naytteenottotikkujen soveltuvuudesta pyyhkaisynaytteenottoon ja DNA-
konsentraation  mittausmenetelmistd. Ennen PCR-vaihetta tapahtunut
kontaminaatio kuitenkin haittaa tuloksia. Saaduista tuloksista on hyotya
yritykselle, mutta ennen naytteenottopakkauksen kehittdmista tutkimus
kannattaisi viela uusia, jotta saataisiin tulokset, joihin voidaan luottaa taysin.
Jatkotutkimusaiheena  voisi  olla  tassa  tutkimuksessa  kaytettyjen

naytteenottotikkujen vertailu muidenkin naytemateriaalien naytteenotossa.
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