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DNA-ERISTYSMENETELMÄN OPTIMOINTI 
VAUVOJEN ULOSTENÄYTTEILLE 

Ihmisen normaalimikrobisto vaikuttaa monella tavalla terveyteen ja hyvinvointiin. Valtaosa 
normaalimikrobistosta sijaitsee suolistossa. Normaalimikrobiston kehitys alkaa heti lapsen 
synnyttyä. Normaalimikrobiston tutkimuksessa käytetään nykyään yleisesti moleekyylibiologisia 
analyysimenetelmiä, joita edeltää bakteeri-DNA:n eristys. Eristysmenetelmiä on monenlaisia ja 
aikaisempien tutkimuksien perusteella eri menetelmät antavat ristiriitaisia tuloksia, jolloin jotkin 
bakteerilajit ylikorostuvat ja toiset jäävät huomaamatta.  

Tämä opinnäytetyö tehtiin Turun yliopiston lääketieteellisen mikrobiologian ja immunologian 
laitoksella suolistomikrobiston terveysvaikutuksia tutkivassa projektissa. Tämän opinnäytetyön 
tarkoituksena oli optimoida bakteeri-DNA-eristysmenetelmä 2,5 kuukauden ikäisten vauvojen 
ulostenäytteille. Tavoitteena oli edistää lasten kehitystä tutkivaa FinnBrain-projektia ja kehittää 
Turun yliopiston suolistomikrobistoon liittyvää tutkimusta. DNA-eristysmenetelmän optimoinnilla 
taattiin näytteiden kelpoisuus jatkotutkimuksia varten. 

Työssä testattiin kolmea kaupallista kittiä yhdistettynä erilaisiin esikäsittelyihin. Kitit olivat 
Qiagen, GenoXtract (automaatilla) ja MoBio. Bead beating eli näytteen homogenointi helmillä 
testattiin kolmilla eri helmillä ja eri homogenointiohjelmilla. Korkeimmat DNA-pitoisuudet tuotti 
GenoXract-automaattilaitteen kitti ja lasihelmikäsittely homogenointiasetuksilla 1000rpm/3min. 
Eristystuotteet olivat myös riittävän puhtaita. Jatkotutkimuskelpoisuus tarkistettiin 
geelielektroforeesilla ja PCR-menetelmällä. Tulosten perusteella GenoXtract yhditettynä 
lasihelmikäsittelyyn valikoitui parhaaksi menetelmäksi.  
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OPTIMIZATION OF DNA EXTRACTION METHOD 
FOR BABY FECAL SAMPLES 

The normal bacterial microbiota of humans affects the health and well-being of an individual 
many ways. The majority of the normal microbiota is in the intestines and begins to develop 
when a baby is born. The bacterial DNA extraction is commonly used in the research of the 
bacterial flora. There are numerous methods of extracting the DNA. According to previous 
research use of some methods return contradicting results, in which some species of bacteria 
are accentuated and some are completely unobserved. 

The research section of this thesis was performed in the Department of Clinical Microbiology 
and Immunology in the University of Turku. This research is part of the doctoral thesis and the 
project called FinnBrain. The purpose of this project was to optimize the bacterial DNA 
extraction method of fecal samples of 2,5 month old babies. The aim of the research was to 
advance a study, FinnBrain, examining development of children and to further develop the 
intestinal microbiota research of the University of Turku. 

During the research three commercial extraction kits were tested in combination with various 
pre-treatments. The manual extraction kits used were manufactured by Qiagen and MoBio and 
the automatic device tested was manufactured by GenoXtract. The bead beating, also known 
as homogenization, was tested with three different bead types and different homogenization 
methods. 

The automatic device GenoXtract produced the highest concentration of DNA. The best pre-
treatment was homogenization with glass beads with settings 1000rpm / 3min. The extraction 
products were also pure enough. The products were also tested with agarose gel electrophore-
sis and polymerase chain reaction –methods. Based on the results, GenoXtract automatic de-
vice and bead beating with glass beads were the best method for DNA extraction. 
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1 JOHDANTO 

Ihmisen normaalimikrobistolla on merkittävä yhteys yksilön terveyteen ja hyvin-

vointiin. Suurin osa ihmisen normaalimikrobistosta on suolistossa. Syntyvällä 

lapsella ei ole juurikaan normaalimikrobistoa, koska sikiö elää kohdussa käy-

tännössä steriileissä olosuhteissa. Ensimmäiset mikrobit, joita lapsi kohtaa, ovat 

perinteisesti äidin vaginan bakteerit tai iholta tulevat bakteerit. Vasta noin vuo-

den iässä lapsen bakteeristo alkaa vakiintua. (Huovinen 2013.)  

Tämä opinnäytetyö on osa väitöskirjaprojekteja sekä lasten kehitystä tutkivaa 

projektia FinnBrain. Tämän opinnäytetyön tarkoituksena on kehittää vauvojen 

ulostenäytteiden DNA-eristysmenetelmän esikäsittelyjä ja eristysmenetelmää 

siten, että ulostenäytteistä on mahdollista eristää koko mikrobiomin DNA. Kah-

den ja puolen kuukauden ikäisten vauvojen näytteet ovat ensimmäiset uloste-

näytteet, jotka tämän opinnäytetyön tutkimukseen osallistuvilta lapsilta tutkitaan, 

ja ne kertovat näin suolistoflooran ”lähtötilanteen”. Vauvojen ravintona on tässä 

iässä pääsääntöisesti äidinmaito tai sen korvike. Haasteena on vauvojen ulos-

tenäytteiden koostumus, koska se on hyvin erilainen kuin aikuisella tai kiinteää 

ruokaa syövällä lapsella. Nykyinen esikäsittely, jota ulosteelle tehdään, on liian 

raju vauvan ulostenäytteelle. Aiemmin käytetyllä eristysmenetelmällä DNA-

eristykset eivät ole onnistuneet.  

Tutkimuksen tavoitteena on, että menetelmää voidaan käyttää jatkossa sekä 

tutkimus- että rutiininäytteiden käsittelyssä. FinnBrain- ja väitöskirjaprojektien 

käytössä on arvokasta tutkimusmateriaalia, joten on tärkeää, että menetelmät 

toimivat. Tutkimus edistää lasten normaalimikrobiston kehityksen tutkimista, 

mikä on tärkeää, koska normaalimikrobiston kehitys on yhteydessä lasten hy-

vinvointiin.  
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2 TEOREETTINEN TAUSTA 

2.1 Suoliston normaalimikrobisto 

Ihmisen normaalimikrobistosta valtaosa sijaitsee suolistossa. Suoliston baktee-

rilajisto on erittäin monipuolinen, sillä lajeja voi olla jopa 800–1000 erilaista. 

(Sekirov ym. 2010.) Suurin osa ruuansulatuskanavan bakteereista on anaero-

beja, joista yleisimpiä ovat bakteroidekset, bifidobakteerit, klostridit, peptostrep-

tokokit ja fusobakteerit. Heti syntymän jälkeen yksilön kehoon alkaa muodostua 

yksilöllinen valikoitunut mikrobisto. Uusia mikrobeja saadaan hengittämällä, 

koskettamalla, syömällä ja juomalla. Ympäristötekijöiden ohella myös omien 

solujen pintarakenteet määräävät millainen mikrobilajisto yksilölle kehittyy. 

Normaalimikrobisto suojaa tehokkaasti suolistoa patogeenisten bakteerien ko-

lonisaatiolta ja osallistuu mm. K-vitamiinin tuottamiseen. Normaalimikrobiston 

tavallisin häiriötekijä on antibioottihoito, joka vähentää elintärkeiden bakteerien 

määrää vaikutuskirjonsa mukaisesti. (Hellsten 2005.) 

2.2 Normaalimikrobiston kehitys 

Syntyvällä lapsella ei ole normaalimikrobistoa, mutta mikrobisto alkaa muodos-

tua välittömästi syntymän jälkeen. Noin vuoden iässä suolistomikrobisto saavut-

taa saman tason kuin aikuisella. Mikrobiston muodostumiseen vaikuttaa merkit-

tävästi ympäristötekijät. Myös geeniperimällä on vaikutusta normaalimikrobiston 

muodostumisessa, mutta vaikutus on vähäisempi ympäristötekijöiden rinnalla. 

Lapsen saamat ensimmäiset bakteerit tulevat synnytyskanavasta, joten synny-

tystavallakin on vaikutusta normaalimikrobiston muodostumisessa. Alateitse 

syntyvä lapsi saa mikrobeja äidin vaginasta ja keisarinleikkauksella syntyvä lap-

si saa ensimmäiset mikrobinsa äidin iholta. Vaginan bakteeriston jälkiä on löy-

detty imeväisten suolistofloorasta, mutta synnytystien tärkeys lapsen suolisto-

flooran kehitykselle on epäselvä. (Palmer ym. 2007.) 
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Normaalimikrobiston bakteerien määrässä on suurta kausittaista vaihtelua alle 

vuoden ikäisellä lapsella, joten kehitys ei ole lineaarista vaan bakteerien määrä 

suolistossa heittelee ensimmäisten elinkuukausien aikana. Osa bakteereista 

häviää hetkeksi, mutta sitten ne taas palaavat suolistoon ja lopullinen normaa-

limikrobiston koostumus alkaa muodostua. Bifidobakteerit ja Laktobasillit ovat 

vallalla erityisesti ensimmäisten elinkuukausien aikana. (Palmer ym. 2007.) Lak-

tobacilleja löydetään tavallisesti vaginan normaalimikrobistosta, joten alateitse 

syntyvä lapsi kohtaa kyseisiä bakteereja jo synnytyksessä (Jalava 2010.). Bifi-

dobakteerien suuri määrä voi selittyä äidin maidonkorvikkeilla, jotka sisältävät 

yleensä bifidobakteereja (Kok ym. 1996.). Kyseisten bakteerien määrä kuitenkin 

tasaantuu lapsen ollessa noin vuoden ikäinen, jolloin normaalimikrobistoa alkaa 

muistuttaa aikuisen normaalimikrobistoa. Ravinnolla oletetaan olevan myös 

suuri vaikutus normaalimikrobistoon. Vauvalla ravinto koostuu lähinnä äidin-

maidosta ja/tai äidinmaidon korvikkeesta. Noin neljän kuukauden ikäisenä lap-

selle aletaan antaa kiinteämpää ruokaa ja tuolloin lapsen uloste ja bakteeristo 

muuttuu erilaiseksi. (Palmer ym. 2007.) 

2.3 Normaalimikrobiston vaikutukset terveyteen 

Normaalimikrobiston monimuotoisuus on tunnettu jo vuosikymmeniä, mutta sen 

merkitys erilaisissa sairauksissa on alkanut avautua vasta viime vuosien aikana. 

Tutkimustyö on useiden tutkimuksien kohdalla vielä kesken. Normaalimikrobis-

tolla on monenlaisia vaikutuksia yksilön terveyteen ja hyvinvointiin ja vaikutuk-

set näyttävät olevan paljon suuremmat kuin aikaisemmin on ajateltu. (Huovinen 

2012.) 

Valtaosa normaalimikrobistosta on bakteereja. Ne suojaavat elimistöä ensisijai-

sesti patogeeneiltä (ns. kolonisaatioresistenssi) ja osallistuvat ruuansulatukseen 

(Hellsten 2005.). Näiden niin sanottujen perustoimintojen lisäksi bakteerit voivat 

esimerkiksi tuottaa syöpäsolujen kasvua hidastavia ja terveyttä edistäviä hor-

moneja suolistossa (Kilkkinen 2004.). Suolen solujen rakennusmateriaalina ja 

energian lähteenä toimivat rasvahapot ovat bakteerien tuottamia. Suoliston bak-
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teereilla voi olla myös negatiivisia vaikutuksia. Tästä on esimerkkinä joidenkin 

lääkkeiden inaktivointi. Bakteerit säätelevät myös immuniteettia, mikä on havait-

tu immuunivälitteisissä sairauksissa, joita ovat muun muassa allergiat, tyypin 1 

diabetes, autoimmuuniartriitit ja kokeellinen autoimmuunienkefalomyeliitti. 

(Huovinen 2012.) 

Suolistomikrobiston koostumuksella saattaa myös olla osuutta lihavuudessa, 

sillä lihavien ihmisten suoliston bakteeriston diversiteetti on vähäisempi kuin 

normaalipainoisilla, mikä johtaa epäsuotuisiin muutoksiin rasva-

aineenvaihdunnassa. Tutkimus bakteerien vaikutuksesta tyypin 2 diabetekseen 

on vielä kesken, mutta tiedetään jo, että bakteeristolla on yhteys insuliiniherk-

kyyteen. Mikrobien tuottaman rapamysiinin on todettu pidentävän elinikää koe-

eläimillä, mutta ihmisellä se aiheuttaa haittavaikutuksena immuunipuutosta. Ra-

pamysiinin vaikutus on samankaltainen kuin niukka energisellä dieetillä, jossa 

elimistö menee niin sanotulle säästöliekille. Runsaan energian saannin aikana 

tällaiset toiminnot sammuvat ja ylipainon kehitys lisääntyy. (Huovinen 2012.) 

Amerikkalaisessa tyypin 1 diabeteksen tutkimuksessa on saatu viitteitä siitä, 

että suolistoon lisätyillä bakteereilla voisi olla haiman saarekesolujen tuhoutu-

mista hidastava tai estävä vaikutus. Haiman tulehduksen aiheuttavat valkosolut 

kypsyvät osittain suoliston alueella ja jos alueen bakteeristo on vääränlainen, 

valkosolujen muuttunut toiminta voi johtaa haimaa tuhoavaan reaktioon. MS-

taudin synnyssä vaikutus on päinvastainen. Tutkimuksessa bakteerien tuomi-

nen hiiren elimistöön sairastutti lähes kaikki sairausalttiuden omaavat hiiret, kun 

taas mikrobittomissa olosuhteissa eläneille hiirille sairautta ei kehittynyt. Croh-

nin taudissa vaikutus vaihtelee olosuhteiden mukaan ja bakteeriston muutoksilla 

pystytään selittämään vaihteleva taudinkuva. (Huovinen 2012.) 

On todettu, että jopa yksittäisellä bakteerilla voi olla mittavat vaikutukset elimis-

tön toimintaan. Muutama vuosi sitten tutkijat löysivät bakteerin nimeltä Faecali-

bacterium prausnitzii. Kyseinen bakteeri on yleinen suolistobakteeri ja sen vai-

kutus aineenvaihdunnalle voidaan mitata muun muassa virtsan aineenvaihdun-

nan tuotteista. Bakteerin ajatellaan toimivan immunosuppressiivisena ja anti-

flammatorisena bakteerina, joka estää elimistön immuuniteetin ylilyöntejä. On 
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mahdollista, että suoliston runsaan tuhannen bakteerilajin joukossa on enem-

mänkin samankaltaisia bakteereja. (Huovinen 2012.) 

Suolistobakteereilla on havaittu olevan vaikutusta myös aivojen välittäjäaineiden 

toimintaan. Niin sanotuilla mikrobivapailla hiirillä (engl. germ free, GF) on lisään-

tynyt välittäjäaineiden tuotanto, mikä aiheutti levottomuutta ja motorisen aivo-

alueen lisääntynyttä aktiivisuutta. Kun GF-hiirille muodostettiin normaalimikro-

bisto, niiden levottomuus väheni. Lisäksi bakteeristolla uskotaan olevan vaiku-

tusta älylliseen kehitykseen sekä autismiin. (Huovinen 2012.) Tällä hetkellä 

Varsinais-Suomessa käynnissä oleva tutkimus FinnBrain tutkii lasten kognitiivis-

ta kehitystä ja hyvinvointia, johon osaprojektina kuuluu tekeillä oleva väitöskirja 

lasten suolistoflooran kehitykseen liittyen (FinnBrain 2013.). FinnBrain-tutkimus 

selvittää muun muassa suolistomikrobiston ja varhaislapsuudessa koetun stres-

sin välistä yhteyttä (Karlsson 2012.). 

Bakteerit näyttäisivät säätelevän myös lisääntymiskäyttäytymistä hyönteisillä 

tehdyssä tutkimuksessa. Havaittiin, että samaa ravintoa saaneet hyönteiset pa-

rittelivat keskenään, mutta antibioottihoidon jälkeen parittelukumppanilla ei ollut 

enää väliä, josta pääteltiin, että bakteerit vaikuttavat feromonien toimintaan. 

Toisessa tutkimuksessa steriilit urokset eivät houkutelleet naaraita, koska näi-

den gammasäteilytettyjen urosten suoliston bakteerit olivat kuolleet. (Huovinen 

2012.) 

Säteilyn lisäksi bakteerit voivat kuolla antibiootteihin, jotka muuttavat mittavalla 

tavalla bakteeriston luonnollista koostumusta jopa vuosien ajaksi. Antibioottial-

tistuksessa on havaittu huomattava allergiavasteen kasvu ympäristön ho-

mesienille. (Noverr ym. 2005.) Antibioottihoidosta on hyötyä suolistotulehdusten 

estämisessä ja haittaa Crohnin taudin synnyn estämisessä. Ristiriita johtuu to-

dennäköisesti bakteeriston koostumuksen eroista eri tilanteista, siksi voidaan 

olettaa, että tulevaisuudessa yksilöllinen bakteeristo huomioidaan yksilöllisen 

hoidon suunnittelussa, jota jo nykyisin korostetaan hyvän hoidon kriteereissä. 

(Huovinen 2012.) 
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2.4 Bakteeri-DNA:n eristys 

DNA:n eristys tarkoittaa nukleiinihappojen irroittamista soluista, joissa se nor-

maalisti sijaitsee (Rice 2013.). Genomista DNA:n eristystä käytetään esimerkik-

si DNA-kirjastojen valmistusta varten. Niitä varten eliön genominen DNA pitää 

eristää mahdollisimman ehjänä, ja puhdistaa. Kromosomien DNA on pitkää ja 

ohutta rihmaa, joten se on herkkää pilkkoutumaan. (Suominen ym. 2010.) 

Bakteerit kuuluvat prokaryootteihin eli tumattomiin eliöihin. Niissä DNA sijaitsee 

vapaana solulimassa eli sytoplasmassa (Suominen & Ollikka. 2004.). Bakteeri-

en perimä eli genomi koostuu yhdestä tai eräillä ryhmillä kahdesta tai useam-

mastakin pitkästä, useimmiten rengasmaisesta DNA-molekyylistä, kromosomis-

ta. Useiden mikrobien genomien sekvenssi tunnetaan kokonaan. Bakteeri-

genomin yksinkertainen rakenne rajoittaa genomin kokoa, mikä taas rajoittaa 

solun kehittymismahdollisuuksia. (Hedman ym. 2010.) Kromosomin lisäksi bak-

teereilla on itsenäisesti muodostuvia plasmideja. Plasmidit ovat kromosomiin 

verrattuna pieniä, rengasmaisia DNA-molekyylejä. (Suominen & Ollikka. 2004.)  

DNA:n eristysmenetelmät perustuvat eristettävän molekyylin tai komponentin 

biologisiin, fysikaalisiin tai kemiallisiin ominaisuuksiin ja etenkin niiden erojen 

hyödyntämiseen. Usein eristämisessä käytetään teollisesti valmistettuja kittejä. 

(Pärssinen ym. 2012.) Kitti on kaupallinen reagenssi- ja/tai välinesarja, jolla 

saadaan tehtyä tietty laboratoriomenetelmä tai analyysi käyttämällä yhden val-

mistajan tuotteita (Suominen ym. 2010). Aikaisemmin eristykset on toteutettu 

itse valmistetuilla reagensseilla laboratoriokäsikirjojen ohjeilla. Suurien näyte-

määrien myötä ollaan siirtymässä automatisoituun eristämiseen. (Pärssinen ym. 

2012.)  

Bakteeri-DNA:n eristyksessä voidaan käyttää useita erilaisia protokollia riippuen 

näytemateriaalista ja etsitystä bakteerista. DNA:n saantoa voidaan parantaa 

erilaisilla kemiallisilla, entsymaattisilla ja mekaanisilla esikäsittelyillä (Rice 

2013.). Erilaisia esikäsittelyjä voidaan käyttää niin yksinään kuin yhdistelminä. 

Yleisin mekaaninen esikäsittely on homogenointi, mutta myös korkeapaine- ja 

ultraäänikäsittelyjä käytetään. Homogenoinnin etuina on sen tehokkuus, koska 
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käsittelyn jälkeen hajoitusliuos (lyysi) pystyy tunkeutumaan koko näytteeseen 

ulosteen koostumuksesta riippumatta. Mekaanisen käsittelyn huono puoli on 

DNA:n hajoaminen, mikä vaikeuttaa ehjien kromosomien saantia. Kemialliset ja 

entsymaattiset käsittelyt ovat hellempiä, mutta DNA:n saanto on yleensä huo-

nompi. (Salonen ym. 2010.)  

Homogenoinnin jälkeen solut käsitellään yleensä proteinaasi K-entsyymillä, jon-

ka tarkoituksena on hajottaa eli lyysata solut. Tämän jälkeen suoritetaan DNA:n 

puhdistus. DNA:n puhdistukseen voidaan käyttää fenoliuuttoa, etanolisaostusta 

ja sentrifugointia, mutta nämä tekniikat ovat useimmiten nykyisissä menetelmis-

sä korvattu silikakalvo-spin-kolonni -puhdistusmenetelmillä. Puhdistukseen käy-

tetään useimmiten kaupallisia, tarkoitusta varten suunniteltuja DNA:n puhdis-

tuskittejä. Silikamenetelmät perustuvat nukleiinihappojen sitoutumiseen silikaan 

korkeassa ionivahvuudessa kaotroopin läsnäollessa. Kaotrooppi on biomolekyy-

lejä denaturoiva yhdiste, joka rikkoo molekyyliä ympäröivän vesivaipan. Silika 

on useimmiten sidottu pieneen pylvääseen eli spin-kolonniin. Puhdistus tehdään 

yleensä mikrosentrifuugia apuna käyttäen. Tällöin DNA-liuos sentrifugoidaan 

pylvään pohjalla olevan silikakalvon läpi etanolilla korkeassa ionivahvuudessa, 

jolloin DNA sitoutuu silikaan, ja muut aineet menevät silikan läpi. Myös seuraa-

van vaiheen pesuliuokset sentrifugoidaan silikakalvon läpi, jolloin viimeisetkin 

häiritsevät aineet saadaan pestyä pois. Tämän jälkeen DNA eluoidaan pieneen 

määrään laimeaa puskuria. Puskuri sentrifugoidaan kalvon läpi puhtaaseen ste-

riiliin putkeen. (Suominen ym. 2010.) 

Silikakalvo-spin-kolonni –puhdistusmenetelmän vaihtoehtona voidaan käyttää 

magneettipartikkeliteoriaan perustuvia menetelmiä. Näissä menetelmissä DNA 

sidotaan silikakalvon sijasta silikapäällystettyihin paramagneettisiin partikkelei-

hin. Muut vaiheet, eli DNA:n sitoutuminen, pesu ja irrotus tapahtuvat samalla 

periaatteella kuin silikakalvo-spin-kolonni –menetelmässäkin. Magneettipartik-

kelimenetelmässä partikkelit voidaan siirtää putkesta tai kuopasta toiseen seu-

raavaa vaihetta varten käyttämällä manuaalista tai automatisoitua magneettista 

keräilykärkeä. Toinen vaihtoehto on sitoa magneettipartikkelit putken tai kuopan 

pohjalle ja asettaa ulkopuolelle riittävän voimakas magneetti. Tällöin putkessa 
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oleva liuos voidaan imeä pois ja putkeen voidaan lisätä uusi liuos. Partikkelit 

saadaan vapautumaan loitontamalla ulkopuolella olevaa magneettia riittävän 

kauas. Magneettipartikkelitekniikoiden hyvänä puolena on se, että ne ovat suh-

teellisen helposti automatisoitavissa, jolloin ne mahdollistavat suurten näyte-

määrien käsittelyn samanaikaisesti. (Suominen ym. 2010.) 

2.5 Vauvan ulostenäyte 

Vauvat ulostavat normaalisti vaippaan, joten näytettä kerätään vaipasta uloste-

purkkiin. Näytteenoton suorittaa tutkimukseen osallistuvan lapsen vanhempi. 

(Finnbrain 2013.). Ulosteeseen ei saa sekoittua virtsaa. Ulostetta siirretään vai-

pasta tehdaspuhtaaseen näyteastiaan näyteastian korkissa olevalla lusikalla 

noin puoli purkillista (Oyslab ohjekirja 2010.). Ulostenäytteet säilytetään jääka-

pissa ja toimitetaan laboratorioon jäähdytettynä tai huoneenlämmössä (Tykslab 

ohjekirja 2010.). Terveen vauvan ulosteen koostumus voi vaihdella löysästä 

kiinteään. Myös väri voi vaihdella runsaasti, yleensä sinapin keltaisesta vihre-

ään. Rakenteeltaan uloste voi olla hieman ryynimäistä, limaista tai venyvää. 

(Salovaara 2008.) 

2.6 DNA-eristyksistä tehtävät jatkotutkimukset 

2.6.1 Agaroosigeelielektroforeesi 

Agaroosigeelielektroforeesia (AGE) käytetään nukleiinihappojen analysointiin. 

Agaroosi on polysakkaridi, joka liukenee veteen kiehautettaessa. Jäähtyessään 

seos muodostaa hyytelömäisen geelin. Nukleiinihappojen kulkeutuminen geelil-

lä perustuu siihen, että ne ovat happamia ja negatiivisesti varautuneita. DNA-

palasia ajetaan sähkökentässä ja ne kulkeutuvat negatiivisesti varautuneena 

positiivista napaa kohti. Geelin verkkorakenne hidastaa DNA:n kulkeutumista 

sitä enemmän, mitä suurempia palat ovat, eli pidemmät DNA-molekyylit kulkeu-

tuvat hitaammin kuin lyhyemmät. Erikokoiset DNA-jaksot jakautuvat geeliajon 
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aikana omiksi vyöhykkeikseen ja kulkeutuvat tietyllä nopeudella. Lopputulokse-

na geelillä on kullekin jaksolle oma vyöhyke, jota kutsutaan myös nimellä ”bän-

di”. Nukleiinihapot eivät näyt sellaisenaan geelissä, vaan DNA:han sekoitetaan 

ennen ajoa esimerkiksi etidiumbromidia, joka tunkeutuu nukleiinihappojen 

emästen väliin. Ajon jälkeen geeliä säteilytetään ultraviolettivalolla, jolloin 

emäkset absorboivat UV-säteitä ja luovuttavat saamansa energian etidiumille, 

joka fluoresoi oranssinpunaisena. (Suominen ym. 2010.) 

2.6.2 Polymeraasiketjureaktio 

Polymeraasiketjureaktiota eli PCR:ää käytetään eripituisten DNA-jaksojen mo-

nistamiseen. Monistettava pätkä voi olla esimerkiksi yksittäinen geeni. Monistet-

tavat DNA-jaksot sijaitsevat kahden nukleotidijärjestykseltään tunnetun DNA-

jakson välissä. Yleensä myös monistettavan jakson emäsjärjestys tunnetaan 

joko kokonaan tai ainakin osittain. PCR:ää käytetään moniin eri tarkoituksiin. 

Sillä voidaan muun muassa etsiä perinnöllisiä sairauksia tai kloonata haluttua 

geeniä. (Suominen & Ollikka. 2004.) 

PCR:n perusajatuksena on käyttää lämpöä kestävää eli termostabiilia DNA-

polymeraasia, joka ei inaktivoidu korkeissa lämpötiloissa. Käytettävät polyme-

raasit on eristetty muun muassa kuumissa lähteissä elävistä bakteereista. Eni-

ten käytetty polymeraasi on Thermus aquanticus – bakteerista eristetty Taq-

polymeraasi. Toinen perusajatus on kahden erilaisen, tarkalleen tunnetun aluk-

keen käyttäminen. Polymeraasiketjureaktiossa käytetään kahta aluketta, jotka 

sitoutuvat kaksinauhaisen DNA:n eri juosteisiin, monistettavan DNA-alueen vas-

takkaisiin päihin. Alukkeiden väliin jäävä DNA-pätkä on se, jota monistetaan. 

(Suominen & Ollikka. 2004.) 

Templaatti-DNA on monistuksen kohde (Suominen & Ollikka. 2004.). DNA:n ei 

välttämättä täydy olla täysin puhdasta, jotta sitä voitaisiin käyttää PCR:ssä, mut-

ta DNA:ta eristettäessä pyritään poistamaan PCR:ää häiritseviä ja inhiboivia 

tekijöitä (Suominen ym. 2010.). Templaattina toimii kaksijuosteinen DNA. Temp-

laatti pitää denaturoida kuumennuskäsittelyllä, jotta alukkeet voisivat sitoutua 
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siihen. Kuumennuksen jälkeen lämpötilaa lasketaan hetkellisesti, jolloin aluk-

keet kiinnittyvät templaattiin. Tätä kutsutaan annealing-reaktioksi. Kun alukkeet 

ovat saaneet kiinnittyä, lämpötilaa nostetaan taas, jolloin DNA-polymeraasi al-

kaa liittää reaktioseoksessa olevia nukleotideja alukkeen 3’-päästä lähtien 

templaatin mallin mukaisesti. Tätä tapahtumaa kutsutaan templaatin pidennys-

reaktioksi. Tällöin templaatin kummallekin nauhalle syntyy vastinnauha. Nauhan 

synteesi on valmis muutaman minuutin kuluttua, jonka jälkeen lämpötilaa taas 

nostetaan ja nauhat irrotetaan toisistaan. (Suominen & Ollikka. 2004.) 

Sarjaa denaturointi-annealing-pidennys kutsutaan sykliksi. Yhdessä syklissä 

syntyy kahdesta DNA-nauhasta neljä nauhaa, seuraavassa syklissä taas neljäs-

tä nauhasta kahdeksan nauhaa ja niin edelleen. Syklejä toistettassa saadaan 

pienestä määrästä templaatti-DNA:ta monistettua suuri määrä tarkalleen mää-

rätyn pituisia haluttuja DNA-jaksoja. (Suominen & Ollikka. 2004.) 

2.6.3 Kvantitatiivinen PCR 

Perinteisen PCR:n ongelmana on se, että hyvin pienet muutokset näytteessä, 

käsittelyssä tai PCR-oloissa voivat muuttaa tulosta huomattavasti, jolloin se ei 

ole kovinkaan hyvä menetelmä kvantitatiiviseen työskentelyyn. Tästä syystä 

tutkimuksissa käytetään apuna kvantitattivista PCR-mentelelmää eli qPCR:ää. 

QPCR on reaaliaikaisen PCR:n sovellus. Näytteiden käsittely sekä alukkeiden 

ja koettiminen suunnittelu ovat tärkeässä osassa qPCR:n onnistumiselle. Kvan-

titatiivista PCR:ää käytettäessä kontrollireaktioita tulee tehdä perinteistä PCR-

metodia useammin. (Suominen ym. 2010) 

Reaaliaikaista PCR-menetelmää käytettäessä PCR-prosessi nopeutuu ja DNA-

riskikontamionaatioriski pienenee. Reaaliaikainen PCR eroaa perinteisestä 

PCR-mentelmästä. Perinteisessä menetelmässä PCR-tuote analysoidaan esi-

merkiksi AGE:llä. (Suominen ym. 2010.) Reaaliaikainen PCR perustuu fluore-

soivan merkkiaineen käyttöön, jolloin reaktiossa syntyvän tuotteen määrää voi-

daan seurata reaktion edetessä. (Ritz & Spiess 2008.) Fluoresoiva aine voi olla 

joko väri tai koetin. Fluoresoiva väri sitoutuu kaksinauhaiseen DNA:han, jolloin 
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väri muuttuu voimakkaammin fluoresoivaksi. Signaalin määrä korreloi DNA:n 

määrää. Koetin on pieni DNA-pätkä, joka on leimattu. Koetin sitoutuu kohtee-

seensa, jolloin sen antama signaali voimistuu. (Suominen ym. 2010.) 

2.6.4 Kokogenomisekvensointi 

Sekvensoinnilla tarkoitetaan DNA:n sekvenssin eli DNA:n nukleotidijärjestyk-

sen, määrittämistä. Kokogenomisekvensointi on menetelmä, jossa selvitetään 

yksilön koko perimän emäsjärjestys. Koko genomin sekvensointiin on kaksi eri 

periaatetta: koko genomin satunnaissekvensointi ja vaiheittainen aluke- tai kro-

mosomikävely. Nykyiset genomisekvensointiprojektit käyttävät satunnaisse-

kvensointia, jota voidaan täydentää esimerkiksi alukekävelyllä. (Suominen ym. 

2010.) 

Shotgun-sekvensointia on satunnaissekvensointi, jota käytetään pitkien DNA-

pätkien sekvensointiin. Siinä suuri joukko satunnaisesti valmistettuja DNA-

fragmentteja sekvensoidaan molemmista päistään. Satunnaissekvensoinnissa 

tuotetaan suuri määrä lukuja eli ”readejä”, jotka voivat olla päällekäisiä. Readit 

ovat siis yhdestä sekvensointireaktiosta saatava DNA-sekvenssin määrä. Kun 

read-toistoja tehdään riittävästi, lähes koko genomi saadaan sekvensoitua. Sa-

tunnaissekvensointi on nopeampaa kuin perinteisemmällä alukekävelyllä sek-

vensointi. Menetelmällä saadaan myös tuotettua enemmän dataa. Suurten ge-

nomien sekvensoinnissa käytetään apuna valmiita geenikirjastoja. (Suominen 

ym. 2010.) 

2.7 Aikaisemmat tutkimukset 

Edwardsin ja Parretin (2002) artikkeli on tehty tieteellisestä tutkimuksesta, jossa 

on tutkittu vauvan suolistoflooran kehitystä ensimmäisten elinkuukausien aikana 

ja vertailtu äidinmaidon ja korvikkeen vaikutuksia mikrobiston kehitykseen. Tut-

kimus osoitti, että äidinmaidon korviketta saaneiden vauvojen normaalimikrobis-

to kehittyy nopeammin kuin rintaruokittujen vauvojen ja vauvan ravinnolla on 
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suurempi vaikutus mikrobistoon kuin aikuisella. Adlerberthin ja Woldin (2009) 

katsausartikkelissa esitellään imeväisikäisten suolistoflooran muodostumista ja 

kerrotaan lapsilla tyypillisesti esiintyvistä bakteerilajeista. Tutkimus antaa tietoa 

siitä, mitä bakteereja vauvoilta todennäköisimmin löytyy. Lisäksi artikkelissa 

todetaan, että imeväisikäisten suolistokolonisaatioon ja sen terveysvaikutuksiin 

liittyen tarvitaan vielä lisää tutkimusta.  

Salosen ym. (2010) artikkelissa kerrotaan tutkimuksesta, jossa tutkittiin aikuis-

ten ulostenäytteistä eri menetelmillä eristettyä DNA:ta. Tutkimus osoittaa, että 

muun muassa erilaisilla mekaanisilla käsittelyillä DNA:n saantoa saadaan pa-

rannettua huomattavasti. Tutkimus osoitti myös, että eri eristysmenetelmillä voi 

olla jopa 35-kertainen ero kvantitatiivisessa saannossa sekä suuria eroja eri 

bakteerisukujen saannossa. Myös Maukosen ym. (2012) tutkimuksessa havait-

tiin, että eri DNA-eristys menetelmät antavat erilaisia tuloksia ulosteen bakteeri-

populaatioista.  

Anniina Rintalan (2013) pro gradu – tutkimuksessa tutkittiin suolistobakteeri 

Faecalibacterium prausnitziin kliinistä merkistystä ja diagnostiikkaa. Työssä 

pystytettiin kvantitatiivinen tutkimusmenetelmä F. prausnitziin diagnosointiin. 

Tutkimuksessa käytettiin kahta samaa DNA-eristyskittiä kuin tässä opinnäyte-

työssä ja paras eristys saatiin aikaan GenoXtract-automaattilaitteella ja siihen 

kuuluvalla kitillä. Dna-eristykset eivät vaatineet erillistä puhdistusta ja eristykset 

toimivat PCR:ssa. 

Furetin ym. (2009) tutkimuksessa vertailtiin ihmisten ja eläinten ulosteen mikro-

bistoa reaaliaikaisen PCR:n (RT-PCR) avulla. Tutkimuksessa selvisi,että tietyt 

bakteeriryhmät ovat yleisempiä ihmisellä ja jotkin ryhmät monimuotisempia 

eläimillä. Tutkimuksessa todettiin, että mikrobiston vertailu voi olla hyödyllistä 

biomarkkereiden identifioinnissa ulostekontaminaatiossa. DNA eristettiin tässä-

kin tutkimuksessa kaupallisella kitillä ja esikäsittelyssä soluja hajotettiin helmillä. 

Näytteet säilytettiin -80 asteessa ja eristyt DNA:t -20 asteessa jatkotutkimuksia 

varten. Kyseiset käsittelytavat tukevat opinnäytetyössä käytettäviä näytteiden 

käsittelytapoja.  
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Ulostenäytteiden säilytykseen liittyvä Roeschin ym. (2009) tutkimus osoittaa, 

että ulostenäytteen bakteeriston monimuotoisuus laskee merkittävästi, jos näy-

tettä ei pakasteta (-80ºC) 12 tunnin sisällä. Merkittävimmät muutokset tapahtui-

vat 12 ja 24 tunnin välillä (8,61 %). Pientä muutosta bakteeristossa tapahtuu jo 

kahdentoista tunnin kohdalla, mutta saannon lasku hidastuu 72 tunnin jälkeen 

(~10 %). Säilytyksen vaikutukset otetaan huomioon opinnäytetyössä.  
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3 TYÖN TARKOITUS, TAVOITE JA 

TUTKIMUSONGELMA 

Tutkimuksen tarkoituksena on kehittää menetelmää vauvojen ulostenäytteiden 

esikäsittelyyn ja bakteeri-DNA:n eristykseen. Tarkoituksena on saada validoitua 

kliinisistä näytteistä sekä kvantitatiivisesti että kvalitatiivisesti mahdollisimman 

hyvä DNA-eristysmenetelmä. Eristyksen jälkeen näytteissä pitäisi olla riittävä 

määrä DNA:ta ja sen tulisi olla riittävän puhdasta jatkoanalysointia varten (esim. 

qPCR, kokogenomisekvensointi). 

Opinnäytetyön tutkimusongelma: 

-  Millä esikäsittelyllä ja eristysmenetelmällä (kitti/automaattilaite) saadaan 

määrällisesti parhaat ja puhtaimmat DNA:n saannit? 

Tutkimuksen lopullisena tavoitteena on, että menetelmää voidaan käyttää tule-

vaisuudessa Turun yliopiston lääketieteellisen mikrobiologian laitoksella sekä 

tutkimus- että rutiininäytteiden käsittelyssä. Tutkimus mahdollistaa luotettavan 

mikrobiomin DNA:n määrityksen, mikä edistää lasten normaalimikrobiston kehi-

tyksen tutkimista. Opinnäytetyön tulokset edistävät suolistomikrobiston tutki-

musta erilaisissa Turun yliopiston väitöskirjaprojekteissa. 
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4 TYÖN TOTEUTUS 

4.1 Aineiston keruu ja toteutus 

FinnBrain-kohorttitutkimuksessa tullaan keräämään erilaisia näytteitä usean 

vuoden ajan ja vähintään viideltä tuhannelta vauvalta Varsinais-Suomessa ja 

Ahvenanmaalla. Keväällä 2013 kohortissa ryhdyttiin keräämään suuremmassa 

mittakaavassa myös vauvojen ulostenäytteitä, ja varsinainen tutkimustyö Lää-

ketieteellisen mikrobiologian ja immunologian laitoksella aloitettiin. Menetelmän 

optimoinnin tuli sen vuoksi olla valmiina kesän 2013 loppuun mennessä.  

Opinnäytetyön käytännön osuus suoritettiin toukokuussa 2013 Turun yliopiston 

lääketieteellisen mikrobiologian ja immunologian laitoksen tiloissa. Bakteeri-

DNA:n eristystä parannettiin esikäsittelyä ja menetelmää optimoimalla. Tarkoi-

tuksena oli testata erilaisia esikäsittelyjä (bead beating ja homogenointi) ja use-

aa kaupallista kittiä (Qiagen Stool Mini Kit, MoBio Stool Kit, Chelex) sekä auto-

maattilaitetta (Hain Lifesciense GenoXtract). Näytteen koostumuksessa yksi 

haasteellisimmista ominaisuuksista oli viskositeetti. Näytteiden viskositeettia 

pyrittiin vähentämään proteinaasi-K entsyymillä, joka kuuluu joidenkin kaupallis-

ten kittien protokollaan.  

Eristetyn DNA:n määrä ja puhtaus testattiin spektrofotometrillä (NanoDrop ND-

1000) ja sisältö geelielektroforeesin avulla. Riittävällä määrällä tarkoitetaan bak-

teeri-DNA-pitoisuutta, joka on vähintään 50ng/µl. Puhtauden kannalta merkittä-

vin arvo on aallonpituuksien 260 ja 280 nm suhde ja ihanteellista olisi, jos arvo 

olisi välillä 1,8-1,9. Puhtaus on kuitenkin riittävä, kun se on noin 2. Huomiota 

pitää kiinnittää myös pitoisuuskäyrän muotoon.  

Kun menetelmä oli saatu optimoitua näytteille sopivaksi, tehtiin menetelmän 

sisäisen vaihtelun testaus kolmelle eri ulostenäytteelle. Tulosten analysoinnissa 

käytettiin apuna tilastollisia menetelmiä. Tulokset raportoitiin syksyllä 2013.  

Testattavaksi valittiin neljä erilaista kaupallista kittiä: Qiagen, Chelex, MoBio 

sekä Hain Lifesciencen valmistaman GenoXtract-automaattilaitteen kitti Stool 
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kit. Näistä karsittiin kuitenkin heti alkuun Chelex-menetelmä, joka ei sovellu 

normaalimikrobiston tutkimiseen, koska kitti oli tarkoitettu ainoastaan tiettyjen 

patogeenien etsimiseen ja eristykset kyseisellä kitillä eivät ole olleet puhtauden 

kannalta tarpeeksi laadukkaita jatkoanalysointeja varten. Erilaisten kittien ohella 

testattiin myös helmikäsittelyä eli niin sanottua bead beatingia. Helmikäsittelyyn 

kuuluu homogenisointi eli voimakas ravistelu, jolloin ulostenäytteestä tehdään 

tasainen massa ja samalla soluja hajoaa. Näytteet voidaan myös vaihtoehtoi-

sesti homogenisoida ennen näytteen annostelua mikroputkeen ja tuolloin näyt-

teeseen saadaan mukaan tasaisesti koko näytteessä oleva mikrobisto ja toistet-

tavuus saattaa parantua. Tässä tutkimuksessa alkuperäiset näytteet haluttiin 

säilyttää käsittelemättömänä myöhempää käyttöä varten, joten koko näytettä ei 

homogenisoitu, vaan näytteitä sekoitettiin silmukalla ennen punnitusta tai näyt-

teenannostelua mikroputkeen. Näytteet homogenisoitiin vasta mikroputkissa ja 

jäljelle jäänyt näyte pakastettiin sellaisenaan.  

Helmien ja voimakkaan ravistelun oikeanlaisella yhdistelmällä eli homo-

genisoinnilla solut saadaan rikottua ja DNA vapautettua. Liian pitkä tai voimakas 

ravistelu saattaa kuitenkin vahingoittaa DNA:ta ja lisätä epäpuhtauksia. Helmien 

testauksessa käytettiin kolmea erilaista helmimateriaalia: keraamisia, lasisia ja 

garnet helmiä. Keraamiset helmet ovat käytössä aikuisten ulosteen bakteeri-

DNA:n eristyksessä. Keraamiset helmet ovat valkoisia ja testatuista helmistä 

isoimpia halkaisijaltaan (keraamiset 1,4 mm, Garnet 0,7 mm, lasiset 0,5 mm). 

Lasiset helmet ovat kirkkaita ja kooltaan paljon pienempiä kuin keraamiset hel-

met. (MoBio 2013a) Garnet-helmet on tehty silica-ryhmän mineraaleista. Garnet 

on erittäin kova materiaali, jota on käytetty muun muassa hioma- ja hankausai-

neena. (Lowe 2013.) Garnet-helmet eivät ole pyöreitä pallohelmiä kuten muut 

testatut helmet, vaan ne ovat teräväkulmaisia ja vaihtelevan muotoisia. (MoBio 

2013a.)  

Ensimmäisenä testattiin rinnakkain Qiagen-kittiä ja GenoXtract-

automaattilaitteen kittiä Stool kit. Ennen esikäsittelyä näyttettä punnittiin 1,5ml:n 

eppendorf-putkiin noin 200mg. Jatkossa näytettä jaettiin putkiin silmämääräi-

sesti 10µl silmukalla. Automaattilaitteelle on kehitetty useampi kitti, ja testaa-
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mamme kitti oli tarkoitettu erityisesti ulostenäytteille. Sitä käytetään tällä hetkellä 

aikuisten näytteiden eristyksissä. Automaattilaitteella käytettiin samaa eristysoh-

jelmaa kuin aikuisten näytteissä. Samalla kerralla kokeiltiin myös helmikäsittelyn 

vaikutusta eli osa näytteistä helmikäsiteltiin ja osa ei. Testatut helmet olivat ke-

raamisia. Testauksessa oli kontrollina muutama jo tutkittu aikuisten näyte. Eris-

tetty DNA laitettiin pakastimeen -20 asteen lämpötilaan säilytykseen aina mitta-

usten jälkeen. 

Toinen eristys tehtiin GenoXtractilla käyttäen kolmea eri vauvanäytettä. Osalle 

näytteistä tehtiin helmikäsittely ja osaa käytettiin sellaisenaan. Käytössä olleet 

helmet olivat keraamisia kuten edeltävässäkin testauksessa. Osa näytteistä oli 

säilytetty +4 asteessa ja osa pakastettuna -70 asteessa. 

Kolmantena testattiin helmikäsittelyä erilaisilla homogenointiajoilla ja voimak-

kuuksilla: 1000rpm/3min, 2000rpm/1,5min, 1000rpm/1,5min. Kahden viimeisen 

GenoXtract-eristyskertojen DNA-tuotteet ajettiin agaroosigeelille (Kuva 1.), josta 

havaittiin suurimmat DNA-pitoisuudet kirkkaimpina bändeinä.  

Uusia vauvanäytteitä ei saatu kovinkaan usein, ja testauksessa pystyttiin käyt-

tämään enimmäkseen runsaimpia näytteitä, koska jokaista näytettä oli jäätävä 

varsinaista väitöskirjatutkimusta varten. Tästä syystä neljänteen eristykseen oli 

käytettävissä vain yhtä näytettä. Neljännessä eristyksessä vertailtiin erilaisia 

helmiä: keraamisia, lasisia ja garnet-helmiä. Samalla kokeiltiin myös eri homo-

genointiaikojen vaikutusta, koska eri helmet saattaisivat vaatia eri homogenoin-

tiajan.  

Viidennessä testauksessa haluttiin toistaa kaksi parasta helmikäsittelyä eli näyt-

teet homogenoitiin lasi- ja garnethelmillä. Tässä vaiheessa saatiin käyttöön vie-

lä lisäksi MoBion kitti. Kitin toiminta testattiin yhdessä helmikäsittelyjen kanssa 

sekä myös rinnakkain GenoXtract-automaattilaitteen Stool-kitin kanssa. Helmi-

käsittely tehtiin lasi- ja garnethelmillä. Näytteet esikäsiteltiin lasihelmillä homo-

genisointiasetuksilla 1000rpm/1,5min ja garnet-helmillä asetuksilla 

1000rpm/3min. Kahden viimeisen eristyskerran näytteet ajettiin taas geelille 
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(Kuva 2.). Tarkoituksena oli varmistaa, että eristystuotteissa on mitattavaa 

DNA:ta. 

DNA-eristysten kelpoisuus jatkotutkimuksia varten testattiin PCR:n avulla (Kuva 

3.). PCR:ää varten valittiin monistettavaksi Lactobacillus-bakteeri, jota valta-

osalta imeväisikäisiltä löytyy suolistosta. Oikean esikäsittelyn ja eristysmene-

telmän löydyttyä kuudennessa eristyksessä vertailtiin kahta parasta helmikäsit-

telyä. Myös toistettavuutta seurattiin. Seitsemännellä eristyskerralla tutkittiin -70 

asteen pakastuksen vaikutusta näytteisiin. Näytteinä käytettiin kaksi päivää ai-

emmin käytettyä näytettä tuoreena ja pakastettuna. Viimeisellä eristyskerralla 

testattiin menetelmän toimivuutta suuremmalla näytesarjalla (12 näytettä), jotka 

olivat olleet pakastimessa kahdesta viikosta muutamaan kuukauteen. Näytesar-

jan kaikille näytteille tehtiin sama esikäsittely eli näytteet homogenoitiin lasihel-

millä kierrosnopeudella 1000 rpm ja ajalla 3 minuuttia. 

4.2 Metodologiset lähtökohdat 

Kvantitatiivisessa tutkimuksessa korostetaan syy-seuraussuhteita ja hyödynne-

tään johtopäätöksiä ja teorioita aikaisemmista tutkimuksista. Tutkimuksen ha-

vaintoaineisto soveltuu määrälliseen eli numeeriseen mittaamiseen. Kvantitatii-

visen tutkimuksen tavoitteena on tutkia muuttujia säätelemällä ympäristöstä vä-

liin tulevia muuttujia. Ilmiöille pyritään aina löytämään selitys. Kvantitatiiviselle 

tutkimukselle voidaan asettaa hypoteeseja, tutkimusongelmia tai tutkimustehtä-

viä. (Hirsjärvi ym. 2004.) Tutkimuksen näkökulmaa valitessa tulisi tarkastella 

tutkimustehtävää, joka määrittää tutkimuksen luonteen. Tutkimuksessa voidaan 

myös yhdistellä erilaisia lähestymistapoja. (Mcvilly ym. 2008.) Tuloksia voidaan 

havainnollistaa tilastollisin menetelmin. Kvantitatiivissa tutkimuksessa ilmiöt seli-

tetään keräämällä tietoa, joka analysoidaan matemaattisilla menetelmillä. (Hirs-

järvi ym. 2004.) 

Tämä opinnäytetyö on kvantitatiivinen tutkimus, koska siinä hyödynnetään ai-

kaisempia tutkimuksia ja teorioita. Tämän tutkimuksen tulokset ovat määrällisiä 

ja ne on mahdollista muuttaa tilastollisesti käsiteltävään muotoon. Tämä opin-

näytetyö sisältää tutkimusongelman, johon määrällisellä tutkimuksella haettiin 
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vastausta. Tutkimuksen tuloksista on tehty johtopäätöksiä. Opinnäytetyöhön 

kuului empiiristä tutkimusta, jonka aikana numeeriset tutkimustulokset kerättiin. 

Tutkimustulosten esittämisessä ja havainnollistamisessa käytettiin tilastollisia 

menetelmiä, joita ovat tulosten taulukointi, graafinen esitys ja tunnuslukujen las-

keminen.  

4.3 Käytettyjen kittien menetelmät 

Opinnäytetyössä käytetyt DNA-eristyskitit ovat MoBion PowerFecal™ DNA Iso-

lation Kit, Qiagenin QIAamp DNA Stool Mini Kit ja GenoXtract-laitteen kitti GXT 

Stool Extraction Kit Ver 2.0. 

Ennen kuin MoBion kittiä voidaan käyttää, näytteet täytyvät alkuvalmistella: näy-

tettä mitataan noin 0,2 grammaa ja homogenisoidaan helmikäsittelyllä tasaisek-

si. Helmikäsittelyllä halutaan rikkoa solut, jotta hajotusliuos pääsee sitoutumaan 

soluihin paremmin. Tämän jälkeen näytteen solut lyysataan eli hajotetaan, jol-

loin haluttu DNA vapautuu solujen, tässä tapauksessa bakteerisolujen sisältä. 

Seuraavaksi näytteestä poistetaan ylimääräiset aineet, jotka häiritsevät usein 

DNA-eristyksen jälkeen tehtävää PCR:ää. Ylimääräisten aineiden poistamisen 

jälkeen DNA sidotaan silikaan (ks. s. 13), pestään ja eluoidaan, jolloin saadaan 

valmis DNA-tuote. (MoBio 2013b.) 

Myös Qiagenin kittiä käytettäessä näytettä mitataan noin 0,2 grammaa. Uloste-

näyte voi olla joko tuoretta tai pakastettua. Tämän jälkeen näyte lyysataan pro-

teinaasi K:lla. Lyysattuun näytteeseen lisätään InhibitEX-tabletti, jonka tarkoi-

tuksena on imeä itseensä eli inhiboida ylimääräiset PCR:ää häiritsevät aineet. 

Tämän jälkeen näytettä sentrifugoimalla tabletti saadaan poistettua näytteestä. 

Seuraavaksi DNA-sidotaan silikakalvoon ja pestään (ks. s. 13) kahteen kertaan, 

jotta ylimääräiset aineet poistuvat näytteestä varmasti. Tämän jälkeen DNA elu-

oidaan ja saadaan valmis DNA-tuote. (Qiagen 2013.) 

GenoXtract-automaattilaitteen kitin toiminta perustuu innovatiiviseen magneetti-

helmikäsittelyyn. (ks. s. 13) Eristys tehdään neljässä vaiheessa. Ensimmäiseksi 

solut lyysataan, jonka jälkeen irronnut DNA sidotaan magneettisiin helmiin. Tä-
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män jälkeen DNA-magneettihelmi-yhdistelmä pestään ja DNA eluoidaan. Lop-

putuloksena on puhdas DNA. (Hain Lifescience 2011a.) GenoXtract-

automaattilaitteessa on 12-kanavainen pipetointijärjestelmä, joka mahdollistaa 

12 näytteen samanaikaisen DNA-eristyksen. Laite on semi-automatisoitu eli 

kitin pipetit ja reagenssikaivot laitetaan koneeseen käsin ja kone suorittaa pro-

tokollan. (Hain Lifescience 2011b.) 

4.4 Eettiset lähtökohdat 

Hyvien tieteellisten menettelytapojen noudattaminen on lähtökohta tutkimuksen 

luotettavuudelle ja uskottavuudelle. Hyvään tieteellisen käytäntöön kuuluu re-

hellisyys, huolellisuus ja tarkkuus koko tutkimuksen ajan. Lisäksi hyvään tieteel-

liseen käytäntöön kuuluu käytäntöjen soveltaminen, muiden tutkijoiden saavu-

tusten huomioinen ja yksityiskohtaisuus tutkimuksen suunnittelussa, toteutuk-

sessa ja raportoinnissa. (Kuula 2006.) Tutkimuksen eettisen ennakkoarvion 

tekeminen on Suomessa lakiin perustuva velvoite ihmiseen kohdistuvan lääke-

tieteellisen tutkimuksen kohdalla. Huolellisesti tehty tutkimus on usein eettisesti 

kestävää tutkimusta, jossa tutkimuskohteen moraalinen asema ja oikeudet ote-

taan asianmukaisesti huomioon. (Launis 2007.)  

Tutkimusaiheen valinta on eettinen valinta. Tutkijan tulee pohtia tutkimuksen 

yhteiskunnallista merkittävyyttä. Tutkimuksessa tulee välttää epärehellisyyttä, 

tutkimuksessa ei saa plagioida toisen tekstiä, tutkimustuloksia ei saa keksiä tai 

kaunistella. Tutkimukseen osallistuvia henkilöitä tulee tiedottaa, mitä tutkimuk-

sessa tulee tapahtumaan. Henkilöiden tulee myös ymmärtää kaikki tutkimuk-

seen liittyvät asiat ja heidän tulee osallistua tutkimukseen vapaaehtoisesti. 

(Hirsjärvi ym. 2004.) 

Tähän tutkimukseen osallistuvat koehenkilöt ovat osallistuneet tutkimukseen 

vapaaehtoisesti ja heitä on tiedotettu näytteiden käytöstä. Tutkimukset eivät 

aiheuta fyysistä haittaa tutkittaville vauvoille tai heidän vanhemmilleen. Tutkitta-

vat eivät saa tutkimuksesta terveydellistä hyötyä. Tutkittavilla on oikeus vetäy-

tyä tutkimuksesta missä vaiheessa tahansa ja heillä on oikeus kuulla tutkimus-
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tuloksista. (FinnBrain 2013.) Tässä opinnäytetyössä näytteisiin liittyvät tutki-

museettiset näkökulmat oli huomioitu FinnBrain-projektin taholla. Opinnäytetyön 

alkaessa FinnBrain-projektilla oli jo tarvittavat tutkimusluvat. Toimeksianto tälle 

opinnäytetyölle saatiin opinnäytetyön ohjaajalta ja Turun yliopiston lääketieteel-

lisen mikrobiologian ja immunologian laitoksen palvelutoiminnanjohtajalta tou-

kokuun alussa 2013. 
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5 TULOKSET 

Ensimmäisen eristyskokeilun (Taulukko 1.) jälkeen huomattiin, että Qiagenin 

kitti vapauttaa vauvojen näytteistä erittäin vähän DNA:ta, alle 9ng/µl. Kontrollina 

olleista aikuisten näytteistä saatiin Qiagenilla korkeampia DNA-pitoisuuksia. 

GenoXtract-automaatilla helmikäsitellylle vauvanäytteelle saatiin korkea DNA-

pitoisuus. Helmikäsittely nosti DNA-pitoisuuksia huomattavast, sillä ilman helmi-

käsittelyä molemmat kitit antoivat matalia DNA-pitoisuuksia. Helmikäsittely ei 

kuitenkaan vaikuttanut negatiivisesti näytteiden puhtauteen, vaikka DNA-

pitoisuus olikin korkeampi. Käytetyt helmet olivat keraamisia.  

Taulukko 1. DNA-eristys 1 

DNA-eristys1    8.5.2013 
    

Näytteen nimi/tunniste 
Pitoisuus 
1. mittaus 

Pitoisuus 
2. mittaus 

Puhtaus 
1. mittaus 

Puhtaus 
2. mittaus 

GenoXtract:         
Vauva, ceramic, (näyte mustaa) 
2500rpm, 3min 164,4   1,49   
Vauva, ilman helmiä, 2500rpm, 3min 10,4 13,6 2,25 1,87 
Aikuinen, ceramic, 2500rpm, 3min 165,7   1,97   

Aikuinen, ilman helmiä, 2500rpm, 3min 74,8   1,96 
 Qiagen:         

Vauva, ceramic, 2500rpm, 3min 4,7 6,3 2,9 1,7 
Vauva, ilman helmiä, 2500rpm, 3min 4,2 2,9 2,97 2,77 
Vauva, ceramic, 2500rpm, 3min 8,3 8,7 1,71 1,82 
Vauva, ilman helmiä, 2500rpm, 3min 4,8 5,3 1,97 1,94 
Aikuinen, ceramic, 2500rpm, 3min 101,5   2,08   
Aikuinen, ilman helmiä, 2500rpm, 3min 58,4   2,15   
Aikuinen, ceramic, 2500rpm, 3min 57   2,01   
Aikuinen, ilman helmiä, 2500rpm, 3min 71,8   2,08 

  

Toisessa eristyksen testauksessa (Taulukko 2.) haluttiin varmistaa helmikäsitte-

lyn tarpeellisuus. Helmikäsitellyistä näytteistä saatiin korkeita DNA-pitoisuuksia 

kuten aikaisemminkin. Ilman helmiä käsitellyistä näytteistä saatiin matalia DNA-

pitoisuuksia. Helmikäsiteltyjen ja ilman helmiä käsiteltyjen näytteiden ero DNA-
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pitoisuuksissa on tässä mittauksessa parhaimmillaan jopa 5-kertainen. Lämpöti-

lan vaikutus säilytyksessä oli vielä epäselvä, koska sitä testattiin vain yhdelle 

näytteelle rinnakkain. Yksittäisen näytteen perusteella DNA:n määrä näytteessä 

vähenisi lähes puolella pitkäaikaisen pakastussäilytyksen aikana. 

Taulukko 2. DNA-eristys 2 

DNA-eristys2    10.5.2013 
    

Näytteen nimi/tunniste 
Pitoisuus 
1. mittaus 

Pitoisuus 
2. mittaus 

Puhtaus 
1. mittaus 

Puhtaus 
2. mittaus 

FB018043, 4°C, ei helmiä 16,5 16,9 1,76 1,76 
FB018103, 4°C, ei helmiä 31,7 31,8 1,85 1,82 
FB018103, 4°C, ceramic 68,1 68,4 1,86 1,84 
FB018043, 4°C, ceramic 103,4 102,9 1,81 1,83 
FB018043, -70°C, ceramic 52,3 51 1,72 1,81 
FB017083, -70°C, ceramic 58,7 59,1 1,78 1,8 

Blankki, steriili vesi 0,2 -0,2 0,44   

 

Eri homogenointiaikojen testauksessa (Taulukko 3.) selvisi, että kolmen minuu-

tin käsittely näillä helmillä tuotti erittäin matalan pitoisuuden ja melko heikon 

puhtausarvon. Puolitoista minuuttia homogenoiduissa näytteissä oli moninker-

tainen määrä DNA:ta. Homogenoinnin kierrosnopeuksilla ei ollut suurta merki-

tystä, koska 1000 kierrosta minuutissa antoi vain vähän pienemmän DNA-

pitoisuuden kuin 2000 kierrosta minuutissa, ja puhtausarvo oli lähes sama. 

Opinnäytetyön ohjaaja päätti, että 1000 kierrosta minuutissa on riittävä. 
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Taulukko 3. DNA-eristys 3 

DNA-eristys3    13.5.2013 
    

Näytteen nimi/tunniste 
Pitoisuus 
1. mittaus 

Pitoisuus 
2. mittaus 

Puhtaus 
1. mittaus 

Puhtaus 
2. mittaus 

FB018103, +4°C, ceramic, 1000 rpm, 3 
min 8,2 7,7 2,2 2,42 
FB018103, +4°C, ceramic, 2000 rpm, 1,5 
min 126,9 126,3 1,96 1,97 
FB018103, +4°C, ceramic, 1000 rmp, 1,5 
min 111,9 111,7 1,94 1,96 

Blankki, steriili vesi 0 0 0 0 

 

Kahden viimeisen GenoXtract-eristyskertojen DNA-tuotteet ajettiin agaroosigee-

lille (Kuva 1.), josta havaittiin suurimmat DNA-pitoisuudet kirkkaimpina bändei-

nä. Kuvassa on sivuilla ladderit ja keskellä eristystuotteet siten, että ensin on 

kolme näytettä kolmannesta taulukosta ja kuusi näytettä toisesta taulukosta. 

Kirkkaat bändit saatiin näytteistä, joissa oli DNA:ta 58–125 ng/µl. Näytteet, jois-

ta saatiin eristettyä DNA:ta alle 30ng/µl, näkyivät geelillä hyvin haaleasti. Geelil-

tä nähdään, että yli 50ng/µl DNA:ta sisältävät näytteet todella sisältävät näky-

västi mitattavaa DNA:ta.  

 

Kuva 1. Ensimmäinen geeliajo 

Erilaisten helmien testauksessa (Taulukko 4.) kävi ilmi, että aiemmin käytetyt 

keraamiset helmet tuottivat kaikkein matalimmat pitoisuudet. Keraamisilla saa-

tiin riittävä pitoisuus 1,5 minuutin homogenoinnilla ja erittäin matala pitoisuus 3 

minuutin käsittelyllä. Lasisilla helmillä saatiin korkeimmat DNA-pitoisuudet pie-
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nellä erolla garnet-helmiin verrattuna. Suurimmat pitoisuudet lasihelmillä saatiin 

homogenoinnilla, jossa käytettiin kierrosnopeutta 1000rpm ajalla 3 minuuttia. 

Garnet-helmet toimivat parhaiten kierrosnopeudella 1000 rpm ajalla 1,5 minuut-

tia.  

Taulukko 4. DNA-eristys 4 

DNA-eristys4      23.5.2013 
    

Näytteen nimi/tunniste 
Pitoisuus 
1. mittaus 

Pitoisuus 
2. mittaus 

Puhtaus 
1. mittaus 

Puhtaus 
2. mittaus 

FB018103, ceramic, 1000 rpm, 1,5 min 112,9 105,9 2,01 2,01 
FB018103, ceramic, 1000 rpm, 3 min 6 6,7 1,91 1,62 
FB018103, lasi, 1000 rpm, 1,5 min 150 146,8 1,99 1,99 
FB018103, lasi, 1000 rpm, 3 min 185,1 187,3 2 2 
FB018103, garnet, 1000 rpm, 1,5 min 168,6 167,1 2,01 2,02 
FB018103, garnet, 1000 rpm, 3 min 93,4 91,9 1,97 1,96 

Blankki, steriili vesi 0 0 0 0 

 

Kiteistä viimeisimpänä testattu (Taulukko 5.) MoBion kitti tuotti matalia DNA-

pitoisuuksia. MoBion antamat DNA-pitoisuudet, kaikki alle 17ng/µl, olivat siis 

lähes yhtä matalia kuin Qiagenin kitillä saadut pitoisuudet (Taulukko 1.). Samal-

la eristyskerralla (Taulukko 5.) testattiin taas esikäsittelyä ja kolmen minuutin 

lasihelmikäsittely tuotti helmikäsittelyistä jälleen korkeimman pitoisuuden, vaik-

ka ero garnet-helmiin tässä mittauksessa oli vielä pienempi kuin edellisessä. 
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Taulukko 5. DNA-eristys 5 

DNA-eristys5     24.5.2013 
    

Näytteen nimi/tunniste 
Pitoisuus 
1. mittaus 

Pitoisuus 
2. mittaus 

Puhtaus 
1. mittaus 

Puhtaus 
2. mittaus 

GenoXtract:         

FB017723, garnet, 1000 rpm, 1,5 min 114,2 113,5 1,93 1,92 
FB017723, garnet, 1000 rpm, 3 min 82 80,9 1,94 1,93 
FB017723, lasi, 1000 rpm, 1,5 min 76,9 74,4 1,9 1,92 

FB017723, lasi, 1000 rpm, 3 min 117,2 116,3 1,93 1,96 

MoBio:         

FB017723, garnet, 1000 rpm, 1,5 min 7,3 7,2 1,39 1,59 
FB017723, garnet, 1000 rpm, 3 min 4,6 3,6 1,35 1,43 
FB017723, lasi, 1000 rpm, 1,5 min 12,2 13,7 1,81 1,72 

FB017723, lasi, 1000 rpm, 3 min 15,9 16,3 1,91 1,69 

Blankki, steriili vesi 0 0 0 0 

 

Kahden viimeisen eristyskerran näytteet ajettiin taas geelille (Kuva 2.). Näin 

varmistettiin, että eristystuotteissa on mitattavaa DNA:ta. UV-kameralla kuvatul-

ta geeliltä nähdään DNA:ta sisältävät näytteet. Pienen pitoisuuden eristykset 

näkyvät hyvin haaleasti geelillä. Valtaosa näytteistä liikkuu osittain geelillä pi-

demmälle eli eristystuotteissa on vähän epäpuhtautta ja hajonnutta DNA:ta (Ku-

va 2.). 

 

Kuva 2. Toinen geeliajo 

DNA-eristysten kelpoisuus jatkotutkimuksia varten testattiin PCR:n (Kuva 3.) 

avulla. PCR:ää varten valittiin monistettavaksi Lactobacillus-bakteeri, jota aikai-

sempien tutkimusten mukaan valtaosalta imeväisikäisiltä löytyy suolistosta. (Ad-

lerberthin & Woldin 2009.) Kuvassa 3. on kuusi näytettä vierekkäin laimennok-
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sen kanssa eli yhteensä kaksitoista PCR-tuotetta. Positiivisesta kontrollista 

(Lactobacillus) saatiin positiivinen tulos ja negatiivisesta kontrollista (E. coli) 

saatiin negatiivinen tulos. Testi osoitti, että kaikista monistetuista näytteistä löy-

tyi Lactobacillus ja bändit näkyivät selkeästi ja kirkkaasti geeliajossa (Kuva 3.). 

 

Kuva 3. PCR-tuotteet 

Kuudennessa eristyksessä (Taulukko 6.) vertailtiin kahta parasta helmikäsitte-

lyä. Myös näytteen sisäistä vaihtelua ja toistettavuutta tutkittiin.  

Taulukko 6. DNA-eristys 6 

DNA-eristys6      27.5.2013 
    

Näytteen nimi/tunniste 
Pitoisuus 
1. mittaus 

Pitoisuus 
2. mittaus 

Puhtaus 
1. mittaus 

Puhtaus 
2. mittaus 

FB17723, lasi, 1000 rpm, 3 min  161,3 157,8 2 2,01 
FB17723, lasi, 1000 rpm, 3 min  115,6 115,6 1,98 1,99 
FB17723, lasi, 1000 rpm, 3 min  106,6 108,3 1,98 2,01 
FB17723, garnet, 1000 rpm, 1,5 min 122,1 120,2 1,99 2,01 
FB17723, garnet, 1000 rpm, 1,5 min 119,4 118,4 2,01 1,99 
FB17723, garnet, 1000 rpm, 1,5 min 90,6 92,3 2 2,03 

Blankki, steriili vesi 0 0 0 0 
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Toistettavuus oli kohtalainen lasihelmillä, koska variaatiokerroin oli suhteellisen 

korkea, 23 % (Taulukko 7.). Garnet-helmet olivat hieman paremmin toistettavia, 

koska variaatiokerroin on matalampi (16%), mutta lasihelmet tuottivat korke-

amman pitoisuuden.  

Taulukko 7. Tunnusluvut eri helmillä 

Tunnusluvut Lasihelmillä Garnet-helmillä 

   

Keskiarvo 127,8 110,7 

Mediaani 115,6 119,4 

Keskihajonta 29,3 17,5 

Varianssi 860,3 304,8 

Variaatiokerroin 23 % 16 % 

Vaihteluväli 54,7 31,5 

Minimi 106,6 90,6 

Maksimi 161,3 122,1 

Summa 383,5 332,1 

Lukumäärä 3 3 

 

Seitsemännellä eristyskerralla (Taulukko 8.) tutkittiin -70 asteen pakastuksen 

vaikutusta näytteisiin. Näytteenä käytettiin kaksi päivää aiemmin käytettyä ja 

pakastettua näytettä eli siis samaa näytettä kuin eristyskerralla 6. (Taulukko 6.). 

Lyhyt aikainen pakastus vaikutti nostavasti näytteiden DNA-pitoisuuteen kaikis-

sa näytteissä. Eristysten puhtausarvot olivat pakastetuissa näytteissä hieman yli 

2 yksikköä. Tuoreissa näytteissä puhtausarvot olivat 2 tai hieman alle 2.  
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Taulukko 8. DNA-eristys 7 

DNA-eristys 7      29.5.2013 
    

Näytteen nimi/tunniste 
Pitoisuus 
1. mittaus 

Pitoisuus 
2. mittaus 

Puhtaus 
1. mittaus 

Puhtaus 
2. mittaus 

FB17723, lasi, 1000 rpm, 3 min  180,4 180,4 2,06 2,04 
FB17723, lasi, 1000 rpm, 3 min  167,4 165,5 2,05 2,04 
FB17723, lasi, 1000 rpm, 3 min  209,4 213,9 2,03 2,04 
FB17723, garnet, 1000 rpm, 1,5 min 169,5 170,7 2,04 2,04 
FB17723, garnet, 1000 rpm, 1,5 min 152,7 153,2 2,04 2,04 

FB17723, garnet, 1000 rpm, 1,5 min 139,8 140,8 2,03 2,02 

Blankki, steriili vesi 0 0 0 0 
 

Viimeisellä eristyskerralla (Taulukko 9.) testattiin menetelmän toimivuutta suu-

remmalla näytesarjalla (12 näytettä), jotka olivat olleet pakastimessa kahdesta 

viikosta muutamaan kuukauteen. Näytesarjan kaikille näytteille tehtiin sama 

esikäsittely, eli näytteet homogenoitiin lasihelmillä kierrosnopeudella 1000 rpm 

ja ajalla 3 minuuttia. Pitoisuudet vaihtelivat välillä 10-147ng/µl. Yhdessä näyt-

teessä puhtausarvo oli erittäin matala, noin 0,7. 

Taulukko 9. DNA-eristys 8 

DNA-eristys8      30.5.2013 
    

Näytteen nimi/tunniste 
Pitoisuus 
1. mittaus 

Pitoisuus 
2. mittaus 

Puhtaus 
1. mittaus 

Puhtaus 
2. mittaus 

FB017013, lasi, 1000 rpm, 3 min 147,1 148,8 1,97 1,98 
FB015863, lasi, 1000 rpm, 3 min 36,9 34,2 1,83 1,83 
FB017273, lasi, 1000 rpm, 3 min 72,3 72,7 1,76 1,76 
FB116893, lasi, 1000 rpm, 3 min 84,9 83,8 1,71 1,73 
FB017223, lasi, 1000 rpm, 3 min 48,5 49,3 1,69 1,74 
FB017433, lasi, 1000 rpm, 3 min 24,2 24 1,95 2,04 
FB017973, lasi, 1000 rpm, 3 min 68,2 68,7 1,84 1,87 
FB015963, lasi, 1000 rpm, 3 min 92,5 94 2,03 2,01 
FB017333, lasi, 1000 rpm, 3 min 54,6 57,8 0,69 0,66 
FB017183, lasi, 1000 rpm, 3 min 10,7 10,7 1,82 1,83 
FB016883, lasi, 1000 rpm, 3 min 15,6 17,4 1,7 1,61 
FB017773, lasi, 1000 rpm, 3 min 60,9 61,1 1,88 1,89 
PCR, ei laimennettu, puhdistettu, nro. 5 17,8 17,7 1,77 1,96 
PCR, ei laimennettu, puhdistettu, nro. 9 13,1 13,2 1,71 1,85 

Blankki, steriili vesi 0 0 0 0 
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Optimoidulla menetelmällä saaduista tuloksista laskettiin tunnusluvut (Taulukko 

10.). Näytteistä saatiin eristettyä DNA:ta keskimäärin 59 ng/µl. Pitoisuudessa on 

paljon hajontaa. Minimi-arvo on erittäin matala ja vaihteluväli laaja.  

Taulukko 10. Pitoisuuden tunnusluvut 

Pitoisuus optimoidulla menetelmällä, tunnusluvut 

Keskiarvo 59,7 

Mediaani 57,8 

Keskihajonta 38,0 

Varianssi 1441,8 

Variaatiokerroin 64% 

Vaihteluväli 136,4 

Minimi 10,7 

Maksimi 147,1 

Summa 716,4 

Lukumäärä 12 

 

Myös optimoidulla menetelmällä tehdyn eristyksen puhtausarvojen tuloksista 

tehtiin yhteenvetona tunnusluvut (Taulukko 11.). Puhtaus pysyy keskimäärin <2 

yksikössä. Mediaani on 1,83 eli se osuu optimaalisimpien arvojen välille (1,8–

1,9). Hajonta on pientä.  

Taulukko 11. Puhtauden tunnusluvut 

Puhtaus 260/280nm optimoidulla menetelmällä, tunnusluvut 

Keskiarvo 1,74 

Mediaani 1,83 

Keskihajonta 0,35 

Varianssi 0,12 

Variaatiokerroin 20% 

Vaihteluväli 1,34 

Minimi 0,69 

Maksimi 2,03 

Summa 20,87 

Lukumäärä 12 

 

Kaikista eristysten pitoisuustuloksista laskettiin keskiarvot kiteittäin tulosten ha-

vainnollistamiseksi. Kuviosta 1. nähdään, että GenoXract antaa ylivoimaisesti 
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korkeimmat DNA-pitoisuudet. Qiagenilla on saatu alhaisimmat pitoisuudet. Ge-

noXtract:lla saadut DNA-pitoisuudet ovat moninkertaiset verrattuna Qiagenilla ja 

MoBio:lla saatuihin pitoisuuksiin.  

 

 

Kuvio 1. Pitoisuuksien keskiarvot 
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6 POHDINTA 

Opinnäytetyössä optimoitu DNA:n eristysmenetelmä otettiin käyttöön Turun yli-

opiston lääketieteellisen immunologian ja mikrobiologian laitoksella suolistomik-

robeja tutkivassa työryhmässä. Opinnäytetyö tuotti siis käytännön hyötyä työ-

elämän tarpeisiin. Lisäksi opinnäytetyön tulokset edistivät ja vauhdittivat suolis-

tomikrobiston tutkimusta. Tutkimustulokset eivät ole ristiriidassa aikaisempien 

tutkimusten kanssa.  

Mitattujen DNA-pitoisuuksien ja puhtausarvojen perusteella voidaan todeta, että 

paras DNA-eristysmenetelmä (Kuvio 1.) vauvojen ulostenäytteille on Geno-

Xtract-automaattilaite ja laitteeseen kuuluva kitti Stool-kit ver.2 yhdistettynä esi-

käsittelyyn lasihelmillä ja ravisteluasetuksilla 1000rpm/1,5min.  

Ensimmäisessä eristyksessä selvisi, että Qiagenin kitti antaa liian matalia DNA-

pitoisuuksia (Taulukko 1.), joista ei voi tehdä jatkotutkimuksia normaalimikrobis-

ton bakteeriston tutkimustyössä eikä siten sovellu eristysmenetelmäksi. Samalla 

kerralla testattu GenoXtract antoi hyvän DNA-pitoisuuden helmikäsitellystä vau-

vanäytteestä, mutta GenoXtractin toimivuus ei ollut kuitenkaan vielä selvää, 

koska eristystuote oli sameaa eli laadullisesti huonoa. Vauvanäytteen hyvä 

DNA-pitoisuus on tässä tapauksessa todennäköisesti virheellinen, koska samea 

näyte antaa virheellisen korkean absorbanssin. Helmikäsittely paransi pitoi-

suuksia huomattavasti. Qiagenin kitti ei toiminut edes helmikäsittelyn kanssa ja 

DNA-pitoisuudet olivat huonoja.  

Seuraavissa testauksissa (Taulukot 2.-9.) GenoXtractin menetelmällä saatiin 

useimmissa tapauksissa riittävästi DNA:ta ja näytteet olivat tarpeeksi puhtaita. 

Eri homogenointiaikojen ja voimakkuuksien testaus osoitti, että kolmen minuutin 

käsittely keraamisilla helmillä on liian pitkä (Taulukko 3.), koska pitoisuus oli 

todella matala ja puhtaus huono. Ravisteluvoimakkuus 2000 rpm tuotti vähän 

paremmat pitoisuudet kuin 1000rpm, mutta paremmaksi voimakkuudeksi vali-

koitui 1000rpm, koska se tuotti hieman puhtaammat eristykset ja riski DNA:n 

hajoamisesta olisi pienempi.  
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Erilaisten helmien testauksessa (Taulukko 4.) saadut tulokset osoittivat, että 

lasiset helmet toimivat parhaiten vauvanäytteiden kanssa, kun homogenointi 

tehdään asetuksilla 1000rpm/3min. Toiseksi parhaat olivat garnet-helmet 

1000rpm/1,5min -homogenoinnilla. Garnet-helmillä käsitellyt näytteet tuottivat 

hieman puhtaampia ja toistettavampia tuloksia kuin lasihelmet, mutta parem-

man saannon vuoksi lasihelmet valikoituivat parhaiksi. Keraamiset helmet tuot-

tivat kohtalaisia tuloksia pitoisuuden kannalta, mutta helmet olivat huonoimmat 

suhteessa muihin testattuihin helmiin.  

Viimeisenä testattu MoBion kitti (Taulukko 5.) tuotti heikot DNA-pitoisuudet ja 

eristystuotteet olivat kelvottomia jatkotutkimusten kannalta. Tässä vaiheessa oli 

selvää, että kolmesta testatusta kitistä GenoXtract antaa parhaat tulokset ja on 

siten paras eristysmenetelmä tässä sovelluksessa. Optimoidulla menetelmällä 

eristettyjen näytteiden tunnusluvuista (Taulukko 10.) nähdään, että näytteistä on 

saatu eristettyä riittävästi DNA:ta, keskimäärin 59 ng/µl. Hajontaa on paljon ja 

se kertoo näytteiden suuresta monimuotoisuudesta, joka on todettu aikaisem-

min useassa eri tutkimuksessa. Minimi-arvo kertoo, että kaikista näytteistä ei 

ole mahdollista saada kunnollista jatkotutkimusmateriaalia edes optimoidulla 

menetelmällä. Jos näytteet käsiteltäisiin yksilöllisesti niiden koostumuksen pe-

rusteella, saannot voisivat olla vielä paremmat. Koostumuksen arviointi ja yksi-

löllinen esikäsittely olisi toki hankalaa ja aikaa vievää. Puhtausarvojen tunnuslu-

vuista (Taulukko 11.) nähdään, että puhtaus pysyy keskimäärin sallitun ylärajan 

alapuolella, eli <2 yksikössä, muttei kuitenkaan kaikista ihanteellisimmassa ar-

vossa, eli 1,8–1,9. Toistettavuus on hyvä, koska hajontaa on vähän. 

Menetelmä saatiin siis optimoitua näytteille sopivaksi. Tutkimusongelmaan saa-

tiin vastaus, koska määrällisesti parhaan ja puhtaimman erityksen tuottava me-

netelmä ja esikäsittely saatiin selvitettyä. Onnistuneiden geelielektroforeesiajo-

jen (Kuvat 1. ja 2.) ja PCR-tulosten (Kuva 3.) perusteella on selvää, että Ge-

noXtractilla tehtyjä DNA-eristyksiä voidaan käyttää luotettavasti jatkotutkimuk-

sissa.  

Näytteiden säilyvyydestä saatiin suuntaa antavaa tietoa, mutta tarkempaa pa-

neutumista aiheeseen ei ehditty tekemään. Ensimmäisessä pakastukseen vai-
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kutuksen testaamisessa (Taulukko 2.) näytti siltä, että pakastus heikentää tu-

loksia laskemalla DNA-pitoisuutta. Toisessa pakastuksen testauksessa (Tau-

lukko 8.) pakastus paransi tuloksia nostaen DNA-pitoisuutta. Erot johtuvat to-

dennäköisesti siitä, että jälkimmäisessä testissä näytteet olivat pakastimessa 

vain muutaman päivän. joten pakastusajalla näyttäisi olevan suuri merkitys 

DNA-pitoisuuteen. Lisäksi ensimmäisessä testauksessa oli mukana vain yksi 

näyte, joka oli ollut pidemmän aikaa pakastuksessa. Pakastus heikensi puhtaut-

ta, mutta vaikutus oli vähäinen. Pakastuksen vaikutus voi olla myös näytteen 

laadusta riippuvainen. 

6.1 Luotettavuus 

Näytteiden lukumäärä (12 kpl) oli melko pieni, mikä heikentää luotettavuutta. N-

luku (n=53) jäi melko pieneksi, koska aikaa ja näytteitä oli rajallinen määrä. Pa-

ras menetelmä testattiin kuitenkin useamman kerran ja tulokset olivat yhteneviä 

sekä menetelmä kohtuullisen toistettava. Ensimmäisen eristyksen kontrollina 

olleet aikuisten näytteet tuottivat odotetusti hyviä tuloksia, joten eristyksen tu-

lokset eivät johtuneet tutkijoiden kokemattomuudesta ja eristyksen tuloksia voi-

tiin pitää luotettavana. Myös PCR:n luotettavuutta kontrolloitiin positiivisen ja 

negatiivisen kontrollin avulla. Kontrollit toimivat moitteettomasti. DNA-eristysten 

pitoisuudet mitattiin ensimmäisen eristyskerran jälkeen aina kahdesti, jotta väl-

tyttäisiin mahdollisten pipetointivirheiden aiheuttamilta vääriltä tuloksilta.  

Opinnäytetyössä testatut kitit olivat kaikki kaupallisia, mikä vähentää inhimillis-

ten virheiden riskiä työn suorituksessa. Lisäksi kitit ovat valmiiksi kontrolloituja 

ja testattuja, mikä lisää luotettavuutta. Näytteiden massat arvioitiin ensimmäisen 

testauksen jälkeen silmämääräisesti ja tämä saattaa vaikuttaa näytteiden vertai-

lukelpoisuuteen ja luotettavan tulkinnan tekemiseen. Optimoinnin jälkeen tilanne 

korjaantui ja näytteitä alettiin punnita rutiinisti. DNA-eritysten kannalta punnitus 

ei ole pakollista, mutta joidenkin jatkotutkimusten kannalta on ehdottoman tär-

keää tietää näytteen tarkka massa.  
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Empiirisen vaiheen aikana pidettiin laboratoriopäiväkirjaa reaaliajassa ja poik-

keustilanteet kirjattiin ylös. Tämä opinnäytetyö tehtiin parityönä, joten tutkimuk-

sen suoritusta oli tarkkailemassa yhden sijasta kaksi tutkijaa, mikä vähentää 

virheiden määrää ja lisää luotettavuutta. Työskentely laboratoriossa oli huolellis-

ta ja aseptista. Teoreettisen taustan tutustumiseen, työohjeiden lukemiseen ja 

työvaiheiden opetteluun käytettiin aikaa. Työvaiheet suoritettiin työohjeiden ja 

ohjaajan antamien ohjeiden mukaan. Muiltakin osin tämä opinnäytetyö suoritet-

tiin käytännön ohjaajan ja ohjaavan opettajan opastuksessa ja epäselviin tilan-

teisiin saatiin apua.  

6.2 Eettisyyden arviointi 

Hyvät tutkimuseettiset periaatteet toteutuivat tässä opinnäytetyössä, sillä tutki-

mus suoritettiin vaarantamatta henkilötietosuojaa, raportoinnissa oltiin rehellisiä, 

tuloksia ei vääristelty ja plagiointia ei tapahtunut. Tutkijat toimivat vastuullisesti, 

tarkasti ja avoimesti. Näytteet kulkivat koko laboratorioprosessin aikana juokse-

villa numeroilla ja henkilötiedot pysyivät salassa. Myöskään näytteisiin liittyvät 

taustatiedot, esimerkiksi synnytys, imetys ja antibioottikuurit, eivät tulleet tässä 

vaiheessa tutkimusta ilmi. Tuloksista raportoitiin rehellisesti niitä vääristelemät-

tä. Tuloksia arvioitiin kriittisesti ja kaikki muuttujat huomioitiin. Teoreettisen taus-

tan kirjoittamisessa käytettiin oikeaoppimisia lähdemerkintöjä. Teoreettinen 

tausta pohjautuu laadukkaaseen tieteellisen lähdemateriaaliin. Lähdemateriaa-

lia ja aikaisempien tutkimusten tuloksia oli kuitenkin käytettävissä rajallinen 

määrä, koska tämän opinnäytetyön aihe on melko spesifi.  

6.3 Jatkotutkimusaiheet 

Menetelmän optimointi saatiin suoritettua loppuun asti, joten itsestään selvää 

jatkotutkimusaihetta ei ole. Toisaalta näytteen oikeanlainen säilytys on osa laa-

dukasta esikäsittelyä, joten sitä voisi mahdollisissa jatkotutkimuksissa tutkia 

tarkemmin, koska tässä tutkimuksessa ei saatu selvää vastausta pakastuksen 

vaikutuksesta näytteen laatuun ja DNA:n saantoon. Myös koko näytteen homo-
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genisoinnin vaikutus voisi olla jatkotutkimusaihe, jolla voitaisiin selvittää saa-

daanko tuloksista toistettavampia, kun koko alkuperäinen näyte homogenisoi-

daan ennen ulosteen annostelua mikroputkiin. DNA-eristysten toimivuutta ko-

kogenomisekvensoinnissa ei tässä opinnäytetyössä tutkittu, joten myös sitä voi-

si tutkia jatkotutkimuksissa.  
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Liite 1. MoBio-kitin ohjeet 

 



Liite 1 
 

TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Heidi Kunnasranta ja Meri Lehto 

 

 



Liite 1 
 

TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Heidi Kunnasranta ja Meri Lehto 

 

 



Liite 2 
 

TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Heidi Kunnasranta ja Meri Lehto 

Liite 2. FinnBrain-näytteiden käsittely 
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Liite 3. Qiagen-kitin ohjeet 
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Liite 4. NanoDropin käyttöohje 
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Liite 5. PCR-ohje 
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Liite 6. Toimeksiantosopimus 
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