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Ihmisen normaalimikrobisto vaikuttaa monella tavalla terveyteen ja hyvinvointiin. Valtaosa
normaalimikrobistosta sijaitsee suolistossa. Normaalimikrobiston kehitys alkaa heti lapsen
synnyttyd. Normaalimikrobiston tutkimuksessa kaytetdaan nykyaan yleisesti moleekyylibiologisia
analyysimenetelmid, joita edeltdd bakteeri-DNA:n eristys. Eristysmenetelmia on monenlaisia ja
aikaisempien tutkimuksien perusteella eri menetelmét antavat ristiriitaisia tuloksia, jolloin jotkin
bakteerilajit ylikorostuvat ja toiset jaavat huomaamatta.

Tama opinnaytetyd tehtiin Turun yliopiston laaketieteellisen mikrobiologian ja immunologian
laitoksella suolistomikrobiston terveysvaikutuksia tutkivassa projektissa. Taméan opinndytetyon
tarkoituksena oli optimoida bakteeri-DNA-eristysmenetelma 2,5 kuukauden ikaisten vauvojen
ulostenaytteille. Tavoitteena oli edistaa lasten kehitysta tutkivaa FinnBrain-projektia ja kehittaa
Turun yliopiston suolistomikrobistoon liittyvaa tutkimusta. DNA-eristysmenetelméan optimoinnilla
taattiin naytteiden kelpoisuus jatkotutkimuksia varten.

TyOssa testattin kolmea kaupallista Kittia yhdistettyna erilaisiin esikasittelyihin. Kitit olivat
Qiagen, GenoXtract (automaatilla) ja MoBio. Bead beating eli ndytteen homogenointi helmilla
testattiin kolmilla eri helmilla ja eri homogenointiohjelmilla. Korkeimmat DNA-pitoisuudet tuotti
GenoXract-automaattilaitteen kitti ja lasihelmikasittely homogenointiasetuksilla 1000rpm/3min.
Eristystuotteet olivat myods riittavan puhtaita.  Jatkotutkimuskelpoisuus tarkistettiin
geelielektroforeesilla ja PCR-menetelmalla. Tulosten perusteella GenoXtract yhditettyna
lasihelmikasittelyyn valikoitui parhaaksi menetelmaksi.
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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.

KEYWORDS:

DNA-extraction, extraction-method, gut microbiota, establishment of gut microbiota
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KAYTETYT LYHENTEET

AGE Agaroosigeelielektroforeesi
DNA Deoksiribonukleiinihappo
PCR Polymeraasiketjureaktio
gPCR Kvantitatiivien PCR

rpm Rounds per minute
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1 JOHDANTO

Ihmisen normaalimikrobistolla on merkittava yhteys yksilon terveyteen ja hyvin-
vointiin. Suurin osa ihmisen normaalimikrobistosta on suolistossa. Syntyvalla
lapsella ei ole juurikaan normaalimikrobistoa, koska sikio eldd kohdussa kay-
tdnnossa steriileissa olosuhteissa. Ensimmaiset mikrobit, joita lapsi kohtaa, ovat
perinteisesti aidin vaginan bakteerit tai iholta tulevat bakteerit. Vasta noin vuo-

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

Tama opinnaytetyd® on osa vaitdskirjaprojekteja seka lasten kehitysta tutkivaa
projektia FinnBrain. Taman opinnaytetyon tarkoituksena on kehittdéd vauvojen
ulostenaytteiden DNA-eristysmenetelman esikasittelyja ja eristysmenetelmaa
siten, ettd ulostenaytteistd on mahdollista eristda koko mikrobiomin DNA. Kah-
den ja puolen kuukauden ikédisten vauvojen naytteet ovat ensimmaiset uloste-
naytteet, jotka taman opinnaytetyon tutkimukseen osallistuvilta lapsilta tutkitaan,
ja ne kertovat nain suolistoflooran "lahtétilanteen”. Vauvojen ravintona on tassa
IAssa paasaantoisesti aidinmaito tai sen korvike. Haasteena on vauvojen ulos-
tenaytteiden koostumus, koska se on hyvin erilainen kuin aikuisella tai kiinteaa
ruokaa syovalla lapsella. Nykyinen esikasittely, jota ulosteelle tehdaan, on liian
raju vauvan ulostenaytteelle. Aiemmin kaytetylla eristysmenetelmalla DNA-

eristykset eivat ole onnistuneet.

Tutkimuksen tavoitteena on, ettd menetelmdéd voidaan kayttaa jatkossa seka
tutkimus- ettd rutiinindytteiden kasittelysséa. FinnBrain- ja vaitoskirjaprojektien
kaytdossa on arvokasta tutkimusmateriaalia, joten on tarkeda, ettd menetelmét
toimivat. Tutkimus edistaa lasten normaalimikrobiston kehityksen tutkimista,
mika on tarkedd, koska normaalimikrobiston kehitys on yhteydessa lasten hy-

vinvointiin.
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2 TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Suoliston normaalimikrobisto

Ihmisen normaalimikrobistosta valtaosa sijaitsee suolistossa. Suoliston baktee-
rilajisto on erittdin monipuolinen, silla lajeja voi olla jopa 800-1000 erilaista.
(Sekirov ym. 2010.) Suurin osa ruuansulatuskanavan bakteereista on anaero-
beja, joista yleisimpid ovat bakteroidekset, bifidobakteerit, klostridit, peptostrep-
tokokit ja fusobakteerit. Heti syntyman jalkeen yksilén kehoon alkaa muodostua
yksil6llinen valikoitunut mikrobisto. Uusia mikrobeja saadaan hengittamalla,
koskettamalla, syomalla ja juomalla. Ymparistotekijoiden ohella myés omien
solujen pintarakenteet méaaraavat millainen mikrobilajisto yksilolle kehittyy.
Normaalimikrobisto suojaa tehokkaasti suolistoa patogeenisten bakteerien ko-
lonisaatiolta ja osallistuu mm. K-vitamiinin tuottamiseen. Normaalimikrobiston
tavallisin hairidtekija on antibioottihoito, joka vahentaa elintéarkeiden bakteerien
maaraa vaikutuskirjonsa mukaisesti. (Hellsten 2005.)

2.2 Normaalimikrobiston kehitys

Syntyvalla lapsella ei ole normaalimikrobistoa, mutta mikrobisto alkaa muodos-
tua valittomasti syntyman jalkeen. Noin vuoden iassa suolistomikrobisto saavut-
taa saman tason kuin aikuisella. Mikrobiston muodostumiseen vaikuttaa merkit-
tavasti ymparistotekijat. Myos geeniperimalla on vaikutusta normaalimikrobiston
muodostumisessa, mutta vaikutus on vahaisempi ymparistotekijdiden rinnalla.
Lapsen saamat ensimmaiset bakteerit tulevat synnytyskanavasta, joten synny-
tystavallakin on vaikutusta normaalimikrobiston muodostumisessa. Alateitse
syntyva lapsi saa mikrobeja aidin vaginasta ja keisarinleikkauksella syntyva lap-
si saa ensimmaiset mikrobinsa aidin iholta. Vaginan bakteeriston jalkia on I6y-
detty imevaisten suolistofloorasta, mutta synnytystien tarkeys lapsen suolisto-

flooran kehitykselle on epaselva. (Palmer ym. 2007.)
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Normaalimikrobiston bakteerien maarassa on suurta kausittaista vaihtelua alle
vuoden ikaisella lapsella, joten kehitys ei ole lineaarista vaan bakteerien maara
suolistossa heittelee ensimmaisten elinkuukausien aikana. Osa bakteereista
haviaa hetkeksi, mutta sitten ne taas palaavat suolistoon ja lopullinen normaa-
limikrobiston koostumus alkaa muodostua. Bifidobakteerit ja Laktobasillit ovat
vallalla erityisesti ensimmaisten elinkuukausien aikana. (Palmer ym. 2007.) Lak-
tobacilleja I6ydetaan tavallisesti vaginan normaalimikrobistosta, joten alateitse
syntyva lapsi kohtaa kyseisia bakteereja jo synnytyksessa (Jalava 2010.). Bifi-
dobakteerien suuri maara voi selittyd aidin maidonkorvikkeilla, jotka siséltavat
yleensa bifidobakteereja (Kok ym. 1996.). Kyseisten bakteerien maara kuitenkin
tasaantuu lapsen ollessa noin vuoden ikéinen, jolloin normaalimikrobistoa alkaa
muistuttaa aikuisen normaalimikrobistoa. Ravinnolla oletetaan olevan myo6s
suuri vaikutus normaalimikrobistoon. Vauvalla ravinto koostuu l&hinn&a &idin-
maidosta ja/tai aidinmaidon korvikkeesta. Noin neljan kuukauden ikaisena lap-
selle aletaan antaa kiinteampaa ruokaa ja tuolloin lapsen uloste ja bakteeristo

muuttuu erilaiseksi. (Palmer ym. 2007.)

2.3 Normaalimikrobiston vaikutukset terveyteen

Normaalimikrobiston monimuotoisuus on tunnettu jo vuosikymmenid, mutta sen
merkitys erilaisissa sairauksissa on alkanut avautua vasta viime vuosien aikana.
Tutkimustyd on useiden tutkimuksien kohdalla viela kesken. Normaalimikrobis-
tolla on monenlaisia vaikutuksia yksilon terveyteen ja hyvinvointiin ja vaikutuk-
set nayttavat olevan paljon suuremmat kuin aikaisemmin on ajateltu. (Huovinen
2012.)

Valtaosa normaalimikrobistosta on bakteereja. Ne suojaavat elimistéa ensisijai-
sesti patogeeneilta (ns. kolonisaatioresistenssi) ja osallistuvat ruuansulatukseen
(Hellsten 2005.). Naiden niin sanottujen perustoimintojen lisaksi bakteerit voivat
esimerkiksi tuottaa sydpasolujen kasvua hidastavia ja terveytta edistavid hor-
moneja suolistossa (Kilkkinen 2004.). Suolen solujen rakennusmateriaalina ja

energian lahteenda toimivat rasvahapot ovat bakteerien tuottamia. Suoliston bak-
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teereilla voi olla my6s negatiivisia vaikutuksia. Tasta on esimerkkina joidenkin
la&kkeiden inaktivointi. Bakteerit sdatelevat myds immuniteettia, mika on havait-
tu immuunivalitteisissa sairauksissa, joita ovat muun muassa allergiat, tyypin 1
diabetes, autoimmuuniartriitit ja kokeellinen autoimmuunienkefalomyeliitti.
(Huovinen 2012.)

Suolistomikrobiston koostumuksella saattaa myos olla osuutta lihavuudessa,
silla lihavien ihmisten suoliston bakteeriston diversiteetti on vahaisempi kuin
normaalipainoisilla, = mikd johtaa  epasuotuisin  muutoksiin  rasva-
aineenvaihdunnassa. Tutkimus bakteerien vaikutuksesta tyypin 2 diabetekseen
on viela kesken, mutta tiedetdan jo, ettd bakteeristolla on yhteys insuliininerk-
kyyteen. Mikrobien tuottaman rapamysiinin on todettu pidentavan elinikéda koe-
elaimilla, mutta ihmisella se aiheuttaa haittavaikutuksena immuunipuutosta. Ra-
pamysiinin vaikutus on samankaltainen kuin niukka energisella dieetilla, jossa
elimistd menee niin sanotulle saastdliekille. Runsaan energian saannin aikana

tallaiset toiminnot sammuvat ja ylipainon kehitys lisdéantyy. (Huovinen 2012.)

Amerikkalaisessa tyypin 1 diabeteksen tutkimuksessa on saatu viitteita siita,
ettd suolistoon lisatyilla bakteereilla voisi olla haiman saarekesolujen tuhoutu-
mista hidastava tai estava vaikutus. Haiman tulehduksen aiheuttavat valkosolut
kypsyvat osittain suoliston alueella ja jos alueen bakteeristo on vaaranlainen,
valkosolujen muuttunut toiminta voi johtaa haimaa tuhoavaan reaktioon. MS-
taudin synnyssa vaikutus on painvastainen. Tutkimuksessa bakteerien tuomi-
nen hiiren elimistoon sairastutti lahes kaikki sairausalttiuden omaavat hiiret, kun
taas mikrobittomissa olosuhteissa elaneille hiirille sairautta ei kehittynyt. Croh-
nin taudissa vaikutus vaihtelee olosuhteiden mukaan ja bakteeriston muutoksilla

pystytdan selittamaan vaihteleva taudinkuva. (Huovinen 2012.)

On todettu, ettd jopa yksittéaisella bakteerilla voi olla mittavat vaikutukset elimis-
ton toimintaan. Muutama vuosi sitten tutkijat 16ysivat bakteerin nimelta 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 estdaa elimiston immuuniteetin ylilydnteja. On
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mahdollista, etta suoliston runsaan tuhannen bakteerilajin joukossa on enem-

mankin samankaltaisia bakteereja. (Huovinen 2012.)

Suolistobakteereilla on havaittu olevan vaikutusta myos aivojen valittédjaaineiden
toimintaan. Niin sanotuilla mikrobivapailla hiirilla (engl. germ free, GF) on lisdan-
tynyt valittajaaineiden tuotanto, mika aiheutti levottomuutta ja motorisen aivo-
alueen lisdantynyttad aktiivisuutta. Kun GF-hiirille muodostettiin normaalimikro-
bisto, niiden levottomuus véaheni. Liséksi bakteeristolla uskotaan olevan vaiku-
tusta alylliseen kehitykseen sekd autismiin. (Huovinen 2012.) Talla hetkella
Varsinais-Suomessa kaynnissa oleva tutkimus FinnBrain tutkii lasten kognitiivis-
ta kehitysta ja hyvinvointia, johon osaprojektina kuuluu tekeilla oleva vaitéskirja
lasten suolistoflooran kehitykseen liittyen (FinnBrain 2013.). FinnBrain-tutkimus
selvittdd muun muassa suolistomikrobiston ja varhaislapsuudessa koetun stres-

sin valista yhteytta (Karlsson 2012.).

Bakteerit nayttaisivat saatelevan myos lisaantymiskayttaytymista hyonteisilla
tehdyssa tutkimuksessa. Havaittiin, ettd samaa ravintoa saaneet hydnteiset pa-
rittelivat keskenaan, mutta antibioottinoidon jalkeen parittelukumppanilla ei ollut
endd valia, josta paateltiin, ettd bakteerit vaikuttavat feromonien toimintaan.
Toisessa tutkimuksessa steriilit urokset eivat houkutelleet naaraita, koska nai-
den gammasateilytettyjen urosten suoliston bakteerit olivat kuolleet. (Huovinen
2012))

Sateilyn lisdksi bakteerit voivat kuolla antibiootteihin, jotka muuttavat mittavalla
tavalla bakteeriston luonnollista koostumusta jopa vuosien ajaksi. Antibioottial-
tistuksessa on havaittu huomattava allergiavasteen kasvu ympéariston ho-
mesienille. (Noverr ym. 2005.) Antibioottihoidosta on hydtya suolistotulehdusten
estamisessa ja haittaa Crohnin taudin synnyn estdmisessa. Ristiriita johtuu to-
dennakdisesti bakteeriston koostumuksen eroista eri tilanteista, siksi voidaan
olettaa, ettd tulevaisuudessa yksilollinen bakteeristo huomioidaan yksilollisen
hoidon suunnittelussa, jota jo nykyisin korostetaan hyvan hoidon kriteereissa.
(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 eristysta kaytetaan esimerkik-
si DNA-kirjastojen valmistusta varten. Niita varten elion genominen DNA pitaa
eristéa mahdollisimman ehjand, ja puhdistaa. Kromosomien DNA on pitkda ja
ohutta rihmaa, joten se on herkkaa pilkkoutumaan. (Suominen ym. 2010.)

Bakteerit kuuluvat prokaryootteihin eli tumattomiin eli6ihin. Niissa DNA sijaitsee
vapaana solulimassa eli sytoplasmassa (Suominen & Ollikka. 2004.). Bakteeri-
en perima eli genomi koostuu yhdesta tai erdilla ryhmilla kahdesta tai useam-
mastakin pitkasta, useimmiten rengasmaisesta DNA-molekyylistd, kromosomis-
ta. Useiden mikrobien genomien sekvenssi tunnetaan kokonaan. Bakteeri-
genomin yksinkertainen rakenne rajoittaa genomin kokoa, mik& taas rajoittaa
solun kehittymismahdollisuuksia. (Hedman ym. 2010.) Kromosomin liséksi bak-
teereilla on itsenaisesti muodostuvia plasmideja. Plasmidit ovat kromosomiin

verrattuna pienid, rengasmaisia DNA-molekyyleja. (Suominen & Ollikka. 2004.)

DNA:n eristysmenetelmat perustuvat eristettavan molekyylin tai komponentin
biologisiin, fysikaalisiin tai kemiallisiin ominaisuuksiin ja etenkin niiden erojen
hyodyntamiseen. Usein eristimisessa kaytetaan teollisesti valmistettuja kitteja.
(Parssinen ym. 2012.) Kitti on kaupallinen reagenssi- ja/tai vélinesarja, jolla
saadaan tehtya tietty laboratoriomenetelma tai analyysi kayttamalla yhden val-
mistajan tuotteita (Suominen ym. 2010). Aikaisemmin eristykset on toteutettu
itse valmistetuilla reagensseilla laboratoriokasikirjojen ohjeilla. Suurien nayte-
maarien myota ollaan siirtymassa automatisoituun eristamiseen. (Parssinen ym.
2012.)

Bakteeri-DNA:n eristyksessa voidaan kayttda useita erilaisia protokollia riippuen
naytemateriaalista ja etsitysta bakteerista. DNA:n saantoa voidaan parantaa
erilaisilla kemiallisilla, entsymaattisilla ja mekaanisilla esikasittelyilla (Rice
2013.). Erilaisia esikasittelyja voidaan kayttad niin yksindan kuin yhdistelmina.
Yleisin mekaaninen esik&asittely on homogenointi, mutta myds korkeapaine- ja

ultradanikasittelyja kaytetaan. Homogenoinnin etuina on sen tehokkuus, koska
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kasittelyn jalkeen hajoitusliuos (lyysi) pystyy tunkeutumaan koko naytteeseen
ulosteen koostumuksesta riippumatta. Mekaanisen kasittelyn huono puoli on
DNA:n hajoaminen, mika vaikeuttaa ehjien kromosomien saantia. Kemialliset ja
entsymaattiset kasittelyt ovat hellempid, mutta DNA:n saanto on yleensa huo-

nompi. (Salonen ym. 2010.)

Homogenoinnin jalkeen solut kasitellaan yleensa proteinaasi K-entsyymilla, jon-
ka tarkoituksena on hajottaa eli lyysata solut. Tamén jalkeen suoritetaan DNA:n
puhdistus. DNA:n puhdistukseen voidaan kayttaa fenoliuuttoa, etanolisaostusta
ja sentrifugointia, mutta nama tekniikat ovat useimmiten nykyisissa menetelmis-
sa korvattu silikakalvo-spin-kolonni -puhdistusmenetelmilla. Puhdistukseen kay-
tetdan useimmiten kaupallisia, tarkoitusta varten suunniteltuja DNA:n puhdis-
tuskitteja. Silikamenetelmat perustuvat nukleiinihappojen sitoutumiseen silikaan
korkeassa ionivahvuudessa kaotroopin lasnaollessa. Kaotrooppi on biomolekyy-
leja denaturoiva yhdiste, joka rikkoo molekyylia ympéardivan vesivaipan. Silika
on useimmiten sidottu pieneen pylvaaseen eli spin-kolonniin. Puhdistus tehd&éan
yleens&d mikrosentrifuugia apuna kayttaen. Tall6in DNA-liuos sentrifugoidaan
pylvaan pohjalla olevan silikakalvon lapi etanolilla korkeassa ionivahvuudessa,
jolloin DNA sitoutuu silikaan, ja muut aineet menevat silikan lapi. Myds seuraa-
van vaiheen pesuliuokset sentrifugoidaan silikakalvon lapi, jolloin viimeisetkin
hairitsevét aineet saadaan pestya pois. Taméan jalkeen DNA eluoidaan pieneen
maaraan laimeaa puskuria. Puskuri sentrifugoidaan kalvon lapi puhtaaseen ste-

riiliin putkeen. (Suominen ym. 2010.)

Silikakalvo-spin-kolonni —puhdistusmenetelman vaihtoehtona voidaan kayttaa
magneettipartikkeliteoriaan perustuvia menetelmia. Naissa menetelmissa DNA
sidotaan silikakalvon sijasta silikapaallystettyihin paramagneettisiin partikkelei-
hin. Muut vaiheet, eli DNA:n sitoutuminen, pesu ja irrotus tapahtuvat samalla
periaatteella kuin silikakalvo-spin-kolonni —menetelmassékin. Magneettipartik-
kelimenetelmassa partikkelit voidaan siirtdé putkesta tai kuopasta toiseen seu-
raavaa vaihetta varten kayttamalla manuaalista tai automatisoitua magneettista
kerailykarkea. Toinen vaihtoehto on sitoa magneettipartikkelit putken tai kuopan

pohjalle ja asettaa ulkopuolelle riittavan voimakas magneetti. Tallbin putkessa
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oleva liuos voidaan imea pois ja putkeen voidaan lisatd uusi liuos. Partikkelit
saadaan vapautumaan loitontamalla ulkopuolella olevaa magneettia riittavan
kauas. Magneettipartikkelitekniikoiden hyvana puolena on se, ettd ne ovat suh-
teellisen helposti automatisoitavissa, jolloin ne mahdollistavat suurten nayte-

maarien kasittelyn samanaikaisesti. (Suominen ym. 2010.)

2.5 Vauvan ulostenayte

Vauvat ulostavat normaalisti vaippaan, joten naytetta kerataan vaipasta uloste-
purkkiin. Naytteenoton suorittaa tutkimukseen osallistuvan lapsen vanhempi.
(Finnbrain 2013.). Ulosteeseen ei saa sekoittua virtsaa. Ulostetta siirretaan vai-
pasta tehdaspuhtaaseen nayteastiaan néayteastian korkissa olevalla lusikalla
noin puoli purkillista (Oyslab ohjekirja 2010.). Ulostenaytteet sailytetdén jadka-
pissa ja toimitetaan laboratorioon jaahdytettyna tai huoneenlammaossa (Tykslab
ohjekirja 2010.). Terveen vauvan ulosteen koostumus voi vaihdella 16ysasta
kiinted&n. Myo6s vari voi vaihdella runsaasti, yleensa sinapin keltaisesta vihre-
aan. Rakenteeltaan uloste voi olla hieman ryynimdista, limaista tai venyvaa.
(Salovaara 2008.)

2.6 DNA-eristyksista tehtavat jatkotutkimukset

2.6.1 Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroosigeelielektroforeesia (AGE) kaytetaan nukleiininappojen analysointiin.
Agaroosi on polysakkaridi, joka liukenee veteen kiehautettaessa. Jadhtyessaan
seos muodostaa hyytelomaisen geelin. Nukleiinihappojen kulkeutuminen geelil-
|& perustuu siihen, etta ne ovat happamia ja negatiivisesti varautuneita. DNA-
palasia ajetaan sahkokentdssa ja ne kulkeutuvat negatiivisesti varautuneena
positiivista napaa kohti. Geelin verkkorakenne hidastaa DNA:n kulkeutumista
sitd enemman, mita suurempia palat ovat, eli pidemmat DNA-molekyylit kulkeu-

tuvat hitaammin kuin lyhyemmat. Erikokoiset DNA-jaksot jakautuvat geeliajon
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aikana omiksi vyohykkeikseen ja kulkeutuvat tietylla nopeudella. Lopputulokse-
na geelilld on kullekin jaksolle oma vyohyke, jota kutsutaan myos nimella "ban-
di”. Nukleiinihapot eivat nayt sellaisenaan geelissa, vaan DNA:han sekoitetaan
ennen ajoa esimerkiksi etidiumbromidia, joka tunkeutuu nukleiinihappojen
emasten valiin. Ajon jalkeen geelia sateilytetaan ultraviolettivalolla, jolloin
emakset absorboivat UV-sateita ja luovuttavat saamansa energian etidiumille,

joka fluoresoi oranssinpunaisena. (Suominen ym. 2010.)

2.6.2 Polymeraasiketjureaktio

Polymeraasiketjureaktiota eli PCR:&a kaytetddn eripituisten DNA-jaksojen mo-
nistamiseen. Monistettava péatka voi olla esimerkiksi yksittdinen geeni. Monistet-
tavat DNA-jaksot sijaitsevat kahden nukleotidijarjestykseltdan tunnetun DNA-
jakson vélissa. Yleensd myds monistettavan jakson emasjarjestys tunnetaan
joko kokonaan tai ainakin osittain. PCR:84 kaytetd&dn moniin eri tarkoituksiin.
Silla voidaan muun muassa etsia perinndéllisia sairauksia tai kloonata haluttua
geenia. (Suominen & Ollikka. 2004.)

PCR:n perusajatuksena on kayttdd lampoa kestdvaa eli termostabiilia DNA-
polymeraasia, joka ei inaktivoidu korkeissa lampdtiloissa. Kéaytettavat polyme-
raasit on eristetty muun muassa kuumissa lahteissa elavista bakteereista. Eni-
ten kaytetty polymeraasi on Thermus aquanticus — bakteerista eristetty Tag-
polymeraasi. Toinen perusajatus on kahden erilaisen, tarkalleen tunnetun aluk-
keen kayttaminen. Polymeraasiketjureaktiossa kaytetadn kahta aluketta, jotka
sitoutuvat kaksinauhaisen DNA:n eri juosteisiin, monistettavan DNA-alueen vas-
takkaisiin paihin. Alukkeiden valiin jaavd DNA-péatka on se, jota monistetaan.
(Suominen & Ollikka. 2004.)

Templaatti-DNA on monistuksen kohde (Suominen & Ollikka. 2004.). DNA:n ei
valttaméatta taydy olla taysin puhdasta, jotta sita voitaisiin kayttda PCR:ss&, mut-
ta DNA:ta eristettdessa pyritddn poistamaan PCR:aa hairitsevia ja inhiboivia
tekijoitéd (Suominen ym. 2010.). Templaattina toimii kaksijuosteinen DNA. Temp-

laatti pitda denaturoida kuumennuskasittelylld, jotta alukkeet voisivat sitoutua
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siihen. Kuumennuksen jalkeen lampotilaa lasketaan hetkellisesti, jolloin aluk-
keet kiinnittyvat templaattiin. Tata kutsutaan annealing-reaktioksi. Kun alukkeet
ovat saaneet kiinnittyd, lampdétilaa nostetaan taas, jolloin DNA-polymeraasi al-
kaa liittdd reaktioseoksessa olevia nukleotideja alukkeen 3’-péésta lahtien
templaatin mallin mukaisesti. Tata tapahtumaa kutsutaan templaatin pidennys-
reaktioksi. Talloin templaatin kummallekin nauhalle syntyy vastinnauha. Nauhan
synteesi on valmis muutaman minuutin kuluttua, jonka jalkeen lampdtilaa taas

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

Sarjaa denaturointi-annealing-pidennys kutsutaan sykliksi. Yhdessa syklissa
syntyy kahdesta DNA-nauhasta nelja nauhaa, seuraavassa syklissa taas neljas-
téd nauhasta kahdeksan nauhaa ja niin edelleen. Sykleja toistettassa saadaan
pienestd maarasta templaatti-DNA:ta monistettua suuri maara tarkalleen maa-
ratyn pituisia haluttuja DNA-jaksoja. (Suominen & Ollikka. 2004.)

2.6.3 Kvantitatiivinen PCR

Perinteisen PCR:n ongelmana on se, ettd hyvin pienet muutokset naytteessa,
kasittelyssa tai PCR-oloissa voivat muuttaa tulosta huomattavasti, jolloin se ei
ole kovinkaan hyva menetelméa kvantitatiiviseen tyoskentelyyn. Tasta syysta
tutkimuksissa kaytetaan apuna kvantitattivista PCR-mentelelmaa eli gPCR:aa.
QPCR on reaaliaikaisen PCR:n sovellus. Naytteiden kasittely seka alukkeiden
ja koettiminen suunnittelu ovat tarkeassa osassa gPCR:n onnistumiselle. Kvan-
titatiivista PCR:aa kaytettaessa kontrollireaktioita tulee tehda perinteista PCR-

metodia useammin. (Suominen ym. 2010)

Reaaliaikaista PCR-menetelmaa kaytettdessa PCR-prosessi nopeutuu ja DNA-
riskikontamionaatioriski pienenee. Reaaliaikainen PCR eroaa perinteisesta
PCR-mentelmasta. Perinteisessd menetelmassa PCR-tuote analysoidaan esi-
merkiksi AGE:lla. (Suominen ym. 2010.) Reaaliaikainen PCR perustuu fluore-
soivan merkkiaineen kayttéon, jolloin reaktiossa syntyvan tuotteen méaaréa voi-
daan seurata reaktion edetessa. (Ritz & Spiess 2008.) Fluoresoiva aine voi olla

joko vari tai koetin. Fluoresoiva vari sitoutuu kaksinauhaiseen DNA:han, jolloin
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vari muuttuu voimakkaammin fluoresoivaksi. Signaalin maaréa korreloi DNA:n
maaraa. Koetin on pieni DNA-patka, 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 nukleotidijarjestyk-
sen, maarittamistd. Kokogenomisekvensointi on menetelma, jossa selvitetaan
yksilon koko perimdn emasjarjestys. Koko genomin sekvensointiin on kaksi eri
periaatetta: koko genomin satunnaissekvensointi ja vaiheittainen aluke- tai kro-
mosomikavely. Nykyiset genomisekvensointiprojektit kayttavat satunnaisse-
kvensointia, jota voidaan taydentaa esimerkiksi alukekavelylla. (Suominen ym.
2010.)

Shotgun-sekvensointia on satunnaissekvensointi, jota kaytetd&n pitkien DNA-
patkien sekvensointiin. Siina suuri joukko satunnaisesti valmistettuja DNA-
fragmentteja sekvensoidaan molemmista paistaan. Satunnaissekvensoinnissa
tuotetaan suuri maara lukuja eli "readeja”, jotka voivat olla paallekaisia. Readit
ovat siis yhdesta sekvensointireaktiosta saatava DNA-sekvenssin maaréa. Kun
read-toistoja tehdaan riittavasti, lahes koko genomi saadaan sekvensoitua. Sa-
tunnaissekvensointi on nopeampaa kuin perinteisemmalla alukekavelylla sek-
vensointi. Menetelmallda saadaan myds tuotettua enemmaéan dataa. Suurten ge-
nomien sekvensoinnissa kaytetdaan apuna valmiita geenikirjastoja. (Suominen
ym. 2010.)

2.7 Aikaisemmat tutkimukset

Edwardsin ja Parretin (2002) artikkeli on tehty tieteellisesta tutkimuksesta, jossa
on tutkittu vauvan suolistoflooran kehitystd ensimmaisten elinkuukausien aikana
ja vertailtu didinmaidon ja korvikkeen vaikutuksia mikrobiston kehitykseen. Tut-
kimus osoitti, ettd aidinmaidon korviketta saaneiden vauvojen normaalimikrobis-

to kehittyy nopeammin kuin rintaruokittujen vauvojen ja vauvan ravinnolla on

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Heidi Kunnasranta ja Meri Lehto



18

suurempi vaikutus mikrobistoon kuin aikuisella. Adlerberthin ja Woldin (2009)
katsausartikkelissa esitellaan imevaisikaisten suolistoflooran muodostumista ja
kerrotaan lapsilla tyypillisesti esiintyvistd bakteerilajeista. Tutkimus antaa tietoa
siitd, mitd bakteereja vauvoilta todennakdisimmin |6ytyy. Lisdksi artikkelissa
todetaan, ettd imevaisikaisten suolistokolonisaatioon ja sen terveysvaikutuksiin

liittyen tarvitaan viela lisdé tutkimusta.

Salosen ym. (2010) artikkelissa kerrotaan tutkimuksesta, jossa tutkittiin aikuis-
ten ulostenaytteistd eri menetelmilla eristettyd DNA:ta. Tutkimus osoittaa, etta
muun muassa erilaisilla mekaanisilla kasittelyilla DNA:n saantoa saadaan pa-
rannettua huomattavasti. Tutkimus osoitti myos, etta eri eristysmenetelmilla voi
olla jopa 35-kertainen ero kvantitatiivisessa saannossa seka suuria eroja eri
bakteerisukujen saannossa. Myds Maukosen ym. (2012) tutkimuksessa havait-
tiin, etta eri DNA-eristys menetelméat antavat erilaisia tuloksia ulosteen bakteeri-

populaatioista.

Anniina Rintalan (2013) pro gradu — tutkimuksessa tutkittiin suolistobakteeri
Faecalibacterium prausnitziin Kliinistd merkistystd ja diagnostiikkaa. Tydssa
pystytettiin kvantitatiivinen tutkimusmenetelmd F. prausnitziin diagnosointiin.
Tutkimuksessa kaytettiin kahta samaa DNA-eristyskittia kuin tdssa opinnayte-
tydssa ja paras eristys saatiin aikaan GenoXtract-automaattilaitteella ja siihen
kuuluvalla kitilla. Dna-eristykset eivat vaatineet erillista puhdistusta ja eristykset
toimivat PCR:ssa.

Furetin ym. (2009) tutkimuksessa vertailtiin ihmisten ja eléinten ulosteen mikro-
bistoa reaaliaikaisen PCR:n (RT-PCR) avulla. Tutkimuksessa selvisi,etta tietyt
bakteerirynmat ovat yleisempid ihmisellda ja jotkin ryhmat monimuotisempia
elaimilla. Tutkimuksessa todettiin, ettd mikrobiston vertailu voi olla hyddyllista
biomarkkereiden identifioinnissa ulostekontaminaatiossa. DNA eristettiin t&ssa-
kin tutkimuksessa kaupallisella kitilla ja esikéasittelyssa soluja hajotettiin helmilla.
Naytteet sailytettiin -80 asteessa ja eristyt DNA:t -20 asteessa jatkotutkimuksia
varten. Kyseiset kasittelytavat tukevat opinnaytetydssa kaytettavia naytteiden

kasittelytapoja.
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Ulostenaytteiden sailytykseen liittyva Roeschin ym. (2009) tutkimus osoittaa,
etta ulostenaytteen bakteeriston monimuotoisuus laskee merkittavasti, jos nay-
tetté ei pakasteta (-80°C) 12 tunnin sisalla. Merkittavimmat muutokset tapahtui-
vat 12 ja 24 tunnin valilla (8,61 %). Pientd muutosta bakteeristossa tapahtuu jo
kahdentoista tunnin kohdalla, mutta saannon lasku hidastuu 72 tunnin jalkeen
(~10 %). Sailytyksen vaikutukset otetaan huomioon opinnaytetyssa.
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3 TYON TARKOITUS, TAVOITE JA
TUTKIMUSONGELMA

Tutkimuksen tarkoituksena on kehittdéda menetelm&é vauvojen ulostenaytteiden
esikasittelyyn ja bakteeri-DNA:n eristykseen. Tarkoituksena on saada validoitua
Kliinisistd naytteistd seka kvantitatiivisesti ettd kvalitatiivisesti mahdollisimman
hyva DNA-eristysmenetelma. Eristyksen jalkeen naytteissa pitaisi olla riittava
maara DNA:ta ja sen tulisi olla riittdvan puhdasta jatkoanalysointia varten (esim.

gPCR, kokogenomisekvensointi).
Opinnaytetyon tutkimusongelma:

- Milla esikasittelylla ja eristysmenetelmalla (kitti/automaattilaite) saadaan

maarallisesti parhaat ja puhtaimmat DNA:n saannit?

Tutkimuksen lopullisena tavoitteena on, ettd menetelmaa voidaan kayttaa tule-
vaisuudessa Turun yliopiston ladketieteellisen mikrobiologian laitoksella seka
tutkimus- etta rutiininaytteiden kasittelyssa. Tutkimus mahdollistaa luotettavan
mikrobiomin DNA:n maarityksen, mik& edistaa lasten normaalimikrobiston kehi-
tyksen tutkimista. Opinnaytetyon tulokset edistavat suolistomikrobiston tutki-

musta erilaisissa Turun yliopiston vaitdskirjaprojekteissa.
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4 TYON TOTEUTUS

4.1 Aineiston keruu ja toteutus

FinnBrain-kohorttitutkimuksessa tullaan keraamaan erilaisia naytteitd usean
vuoden ajan ja vahintdan viidelta tuhannelta vauvalta Varsinais-Suomessa ja
Ahvenanmaalla. Kevaalla 2013 kohortissa ryhdyttiin keraamaan suuremmassa
mittakaavassa myos vauvojen ulostenaytteitd, ja varsinainen tutkimustyd L&a-
ketieteellisen mikrobiologian ja immunologian laitoksella aloitettiin. Menetelmén

optimoinnin tuli sen vuoksi olla valmiina kesén 2013 loppuun mennessa.

Opinnaytetyon kaytdnndn osuus suoritettiin toukokuussa 2013 Turun yliopiston
la&ketieteellisen mikrobiologian ja immunologian laitoksen tiloissa. Bakteeri-
DNA:n eristysta parannettiin esikasittelya ja menetelmaa optimoimalla. Tarkoi-
tuksena oli testata erilaisia esikasittelyja (bead beating ja homogenointi) ja use-
aa kaupallista kittia (Qiagen Stool Mini Kit, MoBio Stool Kit, Chelex) seka auto-
maattilaitetta (Hain Lifesciense GenoXtract). Naytteen koostumuksessa yksi
haasteellisimmista ominaisuuksista oli viskositeetti. Naytteiden viskositeettia
pyrittiin vAhentamaan proteinaasi-K entsyymilla, joka kuuluu joidenkin kaupallis-

ten kittien protokollaan.

Eristetyn DNA:n maara ja puhtaus testattiin spektrofotometrilla (NanoDrop ND-
1000) ja sisaltd geelielektroforeesin avulla. Riittavalla maaralla tarkoitetaan bak-
teeri-DNA-pitoisuutta, joka on vahintaan 50ng/ul. Puhtauden kannalta merkitta-
vin arvo on aallonpituuksien 260 ja 280 nm suhde ja ihanteellista olisi, jos arvo
olisi valilla 1,8-1,9. Puhtaus on kuitenkin riittdva, kun se on noin 2. Huomiota

pitaa kiinnittda myos pitoisuuskayran muotoon.

Kun menetelma oli saatu optimoitua naytteille sopivaksi, tehtiin menetelman
sisaisen vaihtelun testaus kolmelle eri ulostenaytteelle. Tulosten analysoinnissa

kaytettiin apuna tilastollisia menetelmia. Tulokset raportoitiin syksylla 2013.

Testattavaksi valittiin nelja erilaista kaupallista kitti&: Qiagen, Chelex, MoBio

sekad Hain Lifesciencen valmistaman GenoXtract-automaattilaitteen kitti Stool
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kit. Naista karsittiin kuitenkin heti alkuun Chelex-menetelmd, joka ei sovellu
normaalimikrobiston tutkimiseen, koska Kkitti oli tarkoitettu ainoastaan tiettyjen
patogeenien etsimiseen ja eristykset kyseisella kitilla eivat ole olleet puhtauden
kannalta tarpeeksi laadukkaita jatkoanalysointeja varten. Erilaisten kittien ohella
testattiin myds helmikasittelya eli niin sanottua bead beatingia. Helmikasittelyyn
kuuluu homogenisointi eli voimakas ravistelu, jolloin ulostenaytteesta tehdaan
tasainen massa ja samalla soluja hajoaa. Naytteet voidaan myo6s vaihtoehtoi-
sesti homogenisoida ennen naytteen annostelua mikroputkeen ja tuolloin nayt-
teeseen saadaan mukaan tasaisesti koko naytteessa oleva mikrobisto ja toistet-
tavuus saattaa parantua. Tasséa tutkimuksessa alkuperéiset naytteet haluttiin
sdilyttaa kasittelemattomana mydhempaa kayttéa varten, joten koko naytetta ei
homogenisoitu, vaan naytteita sekoitettiin silmukalla ennen punnitusta tai nayt-
teenannostelua mikroputkeen. Naytteet homogenisoitiin vasta mikroputkissa ja
jaljelle jaanyt nayte pakastettiin sellaisenaan.

Helmien ja voimakkaan ravistelun oikeanlaisella yhdistelmalla eli homo-
genisoinnilla solut saadaan rikottua ja DNA vapautettua. Liian pitka tai voimakas
ravistelu saattaa kuitenkin vahingoittaa DNA:ta ja lisata epapuhtauksia. Helmien
testauksessa kaytettiin kolmea erilaista helmimateriaalia: keraamisia, lasisia ja
garnet helmid. Keraamiset helmet ovat kaytdssa aikuisten ulosteen bakteeri-
DNA:n eristyksessd. Keraamiset helmet ovat valkoisia ja testatuista helmista
isoimpia halkaisijaltaan (keraamiset 1,4 mm, Garnet 0,7 mm, lasiset 0,5 mm).
Lasiset helmet ovat kirkkaita ja kooltaan paljon pienempia kuin keraamiset hel-
met. (MoBio 2013a) Garnet-helmet on tehty silica-ryhman mineraaleista. Garnet
on erittdin kova materiaali, jota on kaytetty muun muassa hioma- ja hankausai-
neena. (Lowe 2013.) Garnet-helmet eivat ole pydreita pallohelmid kuten muut
testatut helmet, vaan ne ovat teravakulmaisia ja vaihtelevan muotoisia. (MoBio
2013a.)

Ensimmaisend  testattiin rinnakkain ~ Qiagen-kittiA ja  GenoXtract-
automaattilaitteen kittia Stool kit. Ennen esikasittelyd nayttetta punnittiin 1,5ml:n
eppendorf-putkiin noin 200mg. Jatkossa naytetta jaettiin putkiin silmamaarai-

sesti 10pl silmukalla. Automaattilaitteelle on kehitetty useampi kitti, ja testaa-
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mamme Kitti oli tarkoitettu erityisesti ulostenaytteille. Sita kaytetaan talla hetkella
aikuisten naytteiden eristyksissa. Automaattilaitteella kaytettiin samaa eristysoh-
jelmaa kuin aikuisten naytteissa. Samalla kerralla kokeiltiin my6s helmikasittelyn
vaikutusta eli osa naytteista helmikasiteltiin ja osa ei. Testatut helmet olivat ke-
raamisia. Testauksessa oli kontrollina muutama jo tutkittu aikuisten nayte. Eris-
tetty DNA laitettiin pakastimeen -20 asteen lampoétilaan sailytykseen aina mitta-

usten jalkeen.

Toinen eristys tehtiin GenoXtractilla kayttden kolmea eri vauvanaytettd. Osalle
naytteista tehtiin helmikasittely ja osaa kaytettiin sellaisenaan. Kaytdssa olleet
helmet olivat keraamisia kuten edeltdvassakin testauksessa. Osa naytteista oli

sdilytetty +4 asteessa ja osa pakastettuna -70 asteessa.

Kolmantena testattiin helmikéasittelya 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 bandeina.

Uusia vauvanaytteita ei saatu kovinkaan usein, ja testauksessa pystyttiin kayt-
tamaan enimmakseen runsaimpia naytteitd, koska jokaista naytetta oli jaatava
varsinaista vaitoskirjatutkimusta varten. Tasta syysta neljanteen eristykseen oli
kaytettavissa vain yhta naytettd. Neljdnnesséa eristyksessa vertailtiin erilaisia
helmia: keraamisia, lasisia ja garnet-helmia. Samalla kokeiltin my6s eri homo-
genointiaikojen vaikutusta, koska eri helmet saattaisivat vaatia eri homogenoin-

tigjan.

Viidennessa testauksessa haluttiin toistaa kaksi parasta helmikasittelya eli nayt-
teet homogenoitiin lasi- ja garnethelmilla. Tassa vaiheessa saatiin kayttoon vie-
l& lisdksi MoBion Kitti. Kitin toiminta testattiin yndessa helmikasittelyjen kanssa
seka myds rinnakkain GenoXtract-automaattilaitteen Stool-kitin kanssa. Helmi-
kasittely tehtiin lasi- ja garnethelmilla. Naytteet esikasiteltiin lasihelmilla homo-
genisointiasetuksilla ~ 1000rpm/1,5min  ja  garnet-helmilla  asetuksilla

1000rpm/3min. Kahden viimeisen eristyskerran naytteet ajettiin taas geelille
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(Kuva 2.). Tarkoituksena oli varmistaa, ettd eristystuotteissa on mitattavaa
DNA:ta.

DNA-eristysten kelpoisuus jatkotutkimuksia varten testattiin PCR:n avulla (Kuva
3.). PCR:aa varten valittin monistettavaksi Lactobacillus-bakteeri, jota valta-
osalta imevaisikaisilta 16ytyy suolistosta. Oikean esikasittelyn ja eristysmene-
telman 16ydyttya kuudennessa eristyksessa vertailtiin kahta parasta helmikasit-
telyd. Myos toistettavuutta seurattiin. Seitseméannella eristyskerralla tutkittiin -70
asteen pakastuksen vaikutusta naytteisiin. Naytteind kaytettiin kaksi paivaa ai-
emmin kaytettyd naytettd tuoreena ja pakastettuna. Viimeisella eristyskerralla
testattiin menetelméan toimivuutta suuremmalla naytesarjalla (12 naytetta), jotka
olivat olleet pakastimessa kahdesta viikosta muutamaan kuukauteen. Naytesar-
jan kaikille naytteille tehtiin sama esik&sittely eli naytteet homogenoitiin lasihel-

milla kierrosnopeudella 1000 rpm ja ajalla 3 minuuttia.

4.2 Metodologiset lahtokohdat

Kvantitatiivisessa tutkimuksessa korostetaan syy-seuraussuhteita ja hydédynne-
taan johtopaatoksia ja teorioita aikaisemmista tutkimuksista. Tutkimuksen ha-
vaintoaineisto soveltuu maarélliseen eli numeeriseen mittaamiseen. Kvantitatii-
visen tutkimuksen tavoitteena on tutkia muuttujia saatelemalla ymparistosta va-
lin tulevia muuttujia. limidille pyritdan aina loytamaan selitys. Kvantitatiiviselle
tutkimukselle voidaan asettaa hypoteeseja, tutkimusongelmia tai tutkimustehta-
vid. (Hirsjarvi ym. 2004.) Tutkimuksen n&kokulmaa valitessa tulisi tarkastella
tutkimustehtavaa, joka maarittda tutkimuksen luonteen. Tutkimuksessa voidaan
myo6s yhdistelld erilaisia lAhestymistapoja. (Mcvilly ym. 2008.) Tuloksia voidaan
havainnollistaa tilastollisin menetelmin. Kvantitatiivissa tutkimuksessa ilmiot seli-
tetdaan keraamalla tietoa, joka analysoidaan matemaattisilla menetelmilla. (Hirs-
jarvi ym. 2004.)

Tama opinnaytetyd on kvantitatiivinen tutkimus, koska siina hyddynnetaan ai-
kaisempia tutkimuksia ja teorioita. T&méan tutkimuksen tulokset ovat maarallisia
ja ne on mahdollista muuttaa tilastollisesti kasiteltavdan muotoon. Taméa opin-

naytetyd sisaltda tutkimusongelman, johon maarallisella tutkimuksella haettiin
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vastausta. Tutkimuksen tuloksista on tehty johtopaatdksia. Opinnaytetyohon
kuului empiirista tutkimusta, jonka aikana numeeriset tutkimustulokset kerattiin.
Tutkimustulosten esittamisessa ja havainnollistamisessa kaytettiin tilastollisia
menetelmid, joita ovat tulosten taulukointi, graafinen esitys ja tunnuslukujen las-

keminen.

4.3 Kaytettyjen kittien menetelméat

Opinnaytetyossa kaytetyt 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 kittia voidaan kayttaa, naytteet taytyvat alkuvalmistella: nay-
tettda mitataan noin 0,2 grammaa ja homogenisoidaan helmikasittelylla tasaisek-
si. Helmikasittelylla halutaan rikkoa solut, jotta hajotusliuos paasee sitoutumaan
soluihin paremmin. Taméan jalkeen naytteen solut lyysataan eli hajotetaan, jol-
loin haluttu DNA vapautuu solujen, tassa tapauksessa bakteerisolujen sisalta.
Seuraavaksi naytteestd poistetaan ylimaaraiset aineet, jotka hairitsevat usein
DNA-eristyksen jalkeen tehtavdd PCR:44. Ylim&araisten aineiden poistamisen
jalkeen DNA sidotaan silikaan (ks. s. 13), pestaan ja eluoidaan, jolloin saadaan
valmis DNA-tuote. (MoBio 2013b.)

Myds Qiagenin kittia kaytettaessa naytettd mitataan noin 0,2 grammaa. Uloste-
nayte voi olla joko tuoretta tai pakastettua. Taman jalkeen nayte lyysataan pro-
teinaasi K:lla. Lyysattuun naytteeseen lisdtdan InhibitEX-tabletti, jonka tarkoi-
tuksena on imeé itseensa eli inhiboida ylimaaraiset PCR:4& hairitsevat aineet.
Taman jalkeen naytetta sentrifugoimalla tabletti saadaan poistettua naytteesta.
Seuraavaksi DNA-sidotaan silikakalvoon ja pestaan (ks. s. 13) kahteen kertaan,
jotta ylimaaraiset aineet poistuvat naytteesta varmasti. Taman jalkeen DNA elu-

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

GenoXtract-automaattilaitteen kitin toiminta perustuu innovatiiviseen magneetti-
helmikasittelyyn. (ks. s. 13) Eristys tehddan neljassa vaiheessa. Ensimmaiseksi

solut lyysataan, jonka jalkeen irronnut DNA sidotaan magneettisiin helmiin. T&-
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man jalkeen DNA-magneettihelmi-yhdistelma pestdén ja DNA eluoidaan. Lop-
putuloksena on puhdas DNA. (Hain Lifescience 20l1la.) GenoXtract-
automaattilaitteessa on 12-kanavainen pipetointijarjestelma, joka mahdollistaa
12 naytteen samanaikaisen DNA-eristyksen. Laite on semi-automatisoitu eli
kitin pipetit ja reagenssikaivot laitetaan koneeseen kasin ja kone suorittaa pro-
tokollan. (Hain Lifescience 2011b.)

4 .4 Eettiset lahtokohdat

Hyvien tieteellisten menettelytapojen noudattaminen on lahtokohta tutkimuksen
luotettavuudelle ja uskottavuudelle. Hyvaan tieteellisen kaytant6én kuuluu re-
hellisyys, huolellisuus ja tarkkuus koko tutkimuksen ajan. Liséksi hyvaan tieteel-
liseen kaytantoon kuuluu kaytantéjen 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 laake-
tieteellisen tutkimuksen kohdalla. Huolellisesti tehty tutkimus on usein eettisesti
kestavaa tutkimusta, jossa tutkimuskohteen moraalinen asema ja oikeudet ote-

taan asianmukaisesti huomioon. (Launis 2007.)

Tutkimusaiheen valinta on eettinen valinta. Tutkijan tulee pohtia tutkimuksen
yhteiskunnallista merkittavyyttd. Tutkimuksessa tulee valttdd eparehellisyytta,
tutkimuksessa ei saa plagioida toisen tekstia, tutkimustuloksia ei saa keksia tai
kaunistella. Tutkimukseen osallistuvia henkil6ita tulee tiedottaa, mita tutkimuk-
sessa tulee tapahtumaan. Henkildiden tulee my6s ymmartaa kaikki tutkimuk-
seen liittyvat asiat ja heidan tulee osallistua tutkimukseen vapaaehtoisesti.
(Hirsjarvi ym. 2004.)

Tahan tutkimukseen osallistuvat koehenkilot ovat osallistuneet tutkimukseen
vapaaehtoisesti ja heitda on tiedotettu naytteiden kaytdsta. Tutkimukset eivat
aiheuta fyysista haittaa tutkittaville vauvoille tai heiddn vanhemmilleen. Tutkitta-
vat eivat saa tutkimuksesta terveydellista hyotya. Tutkittavilla on oikeus vetay-

tya tutkimuksesta missa vaiheessa tahansa ja heilla on oikeus kuulla tutkimus-
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tuloksista. (FinnBrain 2013.) Tassa opinnadytetydssa naytteisiin liittyvat tutki-
museettiset nakokulmat oli huomioitu FinnBrain-projektin taholla. Opinnaytetytn
alkaessa FinnBrain-projektilla oli jo tarvittavat tutkimusluvat. Toimeksianto talle
opinnaytetydlle saatiin opinnaytetydn ohjaajalta ja Turun yliopiston ladketieteel-
lisen mikrobiologian ja immunologian laitoksen palvelutoiminnanjohtajalta tou-
kokuun alussa 2013.
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5 TULOKSET

Ensimmaisen eristyskokeilun (Taulukko 1.) jalkeen huomattiin, ettd Qiagenin
Kitti vapauttaa vauvojen naytteista erittain vahan DNA:ta, alle 9ng/ul. Kontrollina
olleista aikuisten naytteista saatiin Qiagenilla korkeampia DNA-pitoisuuksia.
GenoXtract-automaatilla helmikasitellylle vauvanaytteelle saatiin korkea DNA-
pitoisuus. Helmikasittely nosti DNA-pitoisuuksia huomattavast, silla ilman helmi-
kasittelyd molemmat Kitit antoivat matalia DNA-pitoisuuksia. Helmikasittely ei
kuitenkaan vaikuttanut negatiivisesti naytteiden puhtauteen, vaikka DNA-

pitoisuus olikin korkeampi. Kaytetyt helmet olivat keraamisia.

Taulukko 1. DNA-eristys 1

DNA-eristysl 8.5.2013

Pitoisuus | Pitoisuus |Puhtaus Puhtaus
Niytteen nimi/tunniste 1. mittaus | 2. mittaus | 1. mittaus | 2. mittaus
GenoXtract:
Vauva, ceramic, (ndyte mustaa)
2500rpm, 3min 164,4 1,49
Vauva, ilman helmia, 2500rpm, 3min 10,4 13,6 2,25 1,87
Aikuinen, ceramic, 2500rpm, 3min 165,7 1,97
Aikuinen, ilman helmia, 2500rpm, 3min 74,8 1,96
Qiagen:
Vauva, ceramic, 2500rpm, 3min 4,7 6,3 2,9 1,7
Vauva, ilman helmia, 2500rpm, 3min 4,2 2,9 2,97 2,77
Vauva, ceramic, 2500rpm, 3min 8,3 8,7 1,71 1,82
Vauva, ilman helmia, 2500rpm, 3min 4,8 5,3 1,97 1,94
Aikuinen, ceramic, 2500rpm, 3min 101,5 2,08
Aikuinen, ilman helmia, 2500rpm, 3min 58,4 2,15
Aikuinen, ceramic, 2500rpm, 3min 57 2,01
Aikuinen, ilman helmia, 2500rpm, 3min 71,8 2,08

Toisessa eristyksen testauksessa (Taulukko 2.) haluttiin varmistaa helmikasitte-
lyn tarpeellisuus. Helmik&sitellyista naytteista saatiin korkeita DNA-pitoisuuksia
kuten aikaisemminkin. llman helmiéd kasitellyista naytteista saatiin matalia DNA-

pitoisuuksia. Helmikasiteltyjen ja ilman helmia kasiteltyjen naytteiden ero DNA-
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pitoisuuksissa on tdssa mittauksessa parhaimmillaan jopa 5-kertainen. LAmpoti-
lan vaikutus sailytyksessa oli viela epéselva, koska sita testattiin vain yhdelle
naytteelle rinnakkain. Yksittdisen naytteen perusteella DNA:n méaara naytteessa

vahenisi lahes puolella pitkdaikaisen pakastussailytyksen aikana.

Taulukko 2. DNA-eristys 2

DNA-eristys2 10.5.2013
Pitoisuus | Pitoisuus |Puhtaus |Puhtaus

Niytteen nimi/tunniste 1. mittaus | 2. mittaus | 1. mittaus | 2. mittaus
FB018043, 4°C, ei helmia 16,5 16,9 1,76 1,76
FB018103, 4°C, ei helmia 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, etta kolmen minuu-
tin kasittely nailla helmilla tuotti erittain matalan pitoisuuden ja melko heikon
puhtausarvon. Puolitoista minuuttia homogenoiduissa naytteissa oli moninker-
tainen maara DNA:ta. Homogenoinnin kierrosnopeuksilla ei ollut suurta merki-
tystd, koska 1000 kierrosta minuutissa antoi vain vdh&n pienemman DNA-
pitoisuuden kuin 2000 kierrosta minuutissa, ja puhtausarvo oli lahes sama.

Opinnaytetydn ohjaaja paatti, ettd 1000 kierrosta minuutissa on riittava.
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DNA-eristys3 13.5.2013

Pitoisuus | Pitoisuus |Puhtaus |Puhtaus
Ndytteen nimi/tunniste 1. mittaus | 2. mittaus | 1. mittaus | 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 bandei-
na. Kuvassa on sivuilla ladderit ja keskella eristystuotteet siten, etta ensin on
kolme naytettd kolmannesta taulukosta ja kuusi naytetta toisesta taulukosta.
Kirkkaat bandit saatiin naytteista, joissa oli DNA:ta 58—-125 ng/pl. Naytteet, jois-
ta saatiin eristettyd DNA:ta alle 30ng/pl, nakyivat geelilla hyvin haaleasti. Geelil-
ta ndhdaan, etta yli 50ng/ul DNA:ta sisdltavat naytteet todella sisaltavat naky-
vasti mitattavaa DNA:ta.

Kuva 1. Ensimmainen geeliajo

Erilaisten helmien testauksessa (Taulukko 4.) kéavi ilmi, etta aiemmin kaytetyt
keraamiset helmet tuottivat kaikkein matalimmat pitoisuudet. Keraamisilla saa-
tiin riittava pitoisuus 1,5 minuutin homogenoinnilla ja erittain matala pitoisuus 3
minuutin kasittelylla. Lasisilla helmilla saatiin korkeimmat DNA-pitoisuudet pie-
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nella erolla garnet-helmiin verrattuna. Suurimmat pitoisuudet lasihelmilla saatiin
homogenoinnilla, jossa kaytettiin 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
Pitoisuus | Pitoisuus |Puhtaus Puhtaus

Niytteen nimi/tunniste 1. mittaus | 2. mittaus | 1. mittaus | 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

Kiteistd viimeisimpana testattu (Taulukko 5.) MoBion Kitti tuotti matalia DNA-
pitoisuuksia. MoBion antamat DNA-pitoisuudet, kaikki alle 17ng/ul, olivat siis
lahes yhta matalia kuin Qiagenin Kkitilla saadut pitoisuudet (Taulukko 1.). Samal-
la eristyskerralla (Taulukko 5.) testattiin taas esikasittelya ja kolmen minuutin
lasihelmikasittely tuotti helmikasittelyista jalleen korkeimman pitoisuuden, vaik-
ka ero garnet-helmiin tassa mittauksessa oli viela pienempi kuin edellisessa.
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DNA-eristys5 24.5.2013

Pitoisuus | Pitoisuus |Puhtaus |Puhtaus
Ndytteen nimi/tunniste 1. mittaus | 2. mittaus | 1. mittaus | 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
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Kahden viimeisen eristyskerran naytteet ajettiin taas geelille (Kuva 2.). Nain
varmistettiin, etta eristystuotteissa on mitattavaa DNA:ta. UV-kameralla kuvatul-
ta geeliltd nahdaan DNA:ta sisaltavat naytteet. Pienen pitoisuuden eristykset
nakyvat hyvin haaleasti geelilla. Valtaosa naytteista liikkuu osittain geelilla pi-
demmalle eli eristystuotteissa on vahan epépuhtautta ja hajonnutta DNA:ta (Ku-
va 2.).

Kuva 2. Toinen geeliajo

DNA-eristysten kelpoisuus jatkotutkimuksia varten testattin PCR:n (Kuva 3.)
avulla. PCR:4a varten valittiin monistettavaksi Lactobacillus-bakteeri, jota aikai-
sempien tutkimusten mukaan valtaosalta imevaisikaisilta 16ytyy suolistosta. (Ad-

lerberthin & Woldin 2009.) Kuvassa 3. on kuusi naytetta vierekkain laimennok-
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sen kanssa eli yhteenséd kaksitoista PCR-tuotetta. Positiivisesta kontrollista
(Lactobacillus) saatiin positiivinen tulos ja negatiivisesta kontrollista (E. coli)
saatiin negatiivinen tulos. Testi osoitti, ettd kaikista monistetuista naytteista 10y-

tyi Lactobacillus ja bandit nékyivat selkeasti ja kirkkaasti geeliajossa (Kuva 3.).

Kuva 3. PCR-tuotteet

Kuudennessa eristyksessa (Taulukko 6.) vertailtin kahta parasta helmikasitte-

lya. MyOs naytteen sisaista vaihtelua ja toistettavuutta tutkittiin.

Taulukko 6. DNA-eristys 6

DNA-eristys6 27.5.2013
Pitoisuus | Pitoisuus |Puhtaus |Puhtaus

Niytteen nimi/tunniste 1. mittaus | 2. mittaus | 1. mittaus | 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 lasihelmilla, 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 helmilla

Tunnusluvut Lasihelmilléd Garnet-helmilld
Keskiarvo 127,8 110,7
Mediaani 115,6 119,4
Keskihajonta 29,3 17,5
Varianssi 860,3 304,8
Variaatiokerroin 23 % 16 %
Vaihteluvali 54,7 31,5
Minimi 106,6 90,6
Maksimi 161,3 122,1
Summa 383,5 332,1
Lukumaara 3 3

Seitseménnella eristyskerralla (Taulukko 8.) tutkittin -70 asteen pakastuksen
vaikutusta naytteisiin. Naytteena kaytettiin kaksi paivaa aiemmin kaytettya ja
pakastettua naytetta eli siis samaa naytetta kuin eristyskerralla 6. (Taulukko 6.).
Lyhyt aikainen pakastus vaikutti nostavasti naytteiden DNA-pitoisuuteen kaikis-
sa naytteissa. Eristysten puhtausarvot olivat pakastetuissa naytteissa hieman yli

2 yksikkda. Tuoreissa naytteissa puhtausarvot olivat 2 tai hieman alle 2.
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DNA-eristys 7 29.5.2013
Pitoisuus | Pitoisuus | Puhtaus Puhtaus

Ndytteen nimi/tunniste 1. mittaus | 2. mittaus | 1. mittaus | 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
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Viimeisella eristyskerralla (Taulukko 9.) testattiin menetelméan toimivuutta suu-

remmalla naytesarjalla (12 naytettd), jotka olivat olleet pakastimessa kahdesta

vilkosta muutamaan kuukauteen. Naytesarjan kaikille naytteille tehtiin sama

esikasittely, eli naytteet homogenoitiin lasihelmilla kierrosnopeudella 1000 rpm

ja ajalla 3 minuuttia. Pitoisuudet vaihtelivat valilla 10-147ng/pl. Yhdessa nayt-

teessa puhtausarvo oli erittain matala, noin 0,7.

Taulukko 9. DNA-eristys 8

DNA-eristys8 30.5.2013
Pitoisuus | Pitoisuus |Puhtaus Puhtaus

Niytteen nimi/tunniste 1. mittaus | 2. mittaus | 1. mittaus | 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 menetelmalld saaduista tuloksista laskettiin tunnusluvut (Taulukko
10.). Naytteista saatiin eristettyd DNA:ta keskimaarin 59 ng/ul. Pitoisuudessa on

paljon hajontaa. Minimi-arvo on erittain matala ja vaihteluvali laaja.

Taulukko 10. Pitoisuuden tunnusluvut

Pitoisuus optimoidulla menetelmalld, tunnusluvut
Keskiarvo 59,7
Mediaani 57,8
Keskihajonta 38,0
Varianssi 1441,8
Variaatiokerroin 64%
Vaihteluvali 136,4
Minimi 10,7
Maksimi 147,1
Summa 716,4
Lukumaara 12

Myds optimoidulla menetelmélla tehdyn eristyksen puhtausarvojen tuloksista
tehtiin yhteenvetona tunnusluvut (Taulukko 11.). Puhtaus pysyy keskimaarin <2
yksikdssa. Mediaani on 1,83 eli se osuu optimaalisimpien arvojen valille (1,8—

1,9). Hajonta on pienta.

Taulukko 11. Puhtauden tunnusluvut

Puhtaus 260/280nm optimoidulla menetelmalla, tunnusluvut
Keskiarvo 1,74
Mediaani 1,83
Keskihajonta 0,35
Varianssi 0,12
Variaatiokerroin 20%
Vaihteluvali 1,34
Minimi 0,69
Maksimi 2,03
Summa 20,87
Lukumaara 12

Kaikista eristysten pitoisuustuloksista laskettiin keskiarvot kiteittéin tulosten ha-

vainnollistamiseksi. Kuviosta 1. nahdaan, ettd 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.

ng/ul

20 T DNA-pitoisuuden keskiarvo eri

100 Kiteilla

80

60

40

20

0 - B |
Qiagen MoBio GenoXract

Kuvio 1. Pitoisuuksien keskiarvot
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6 POHDINTA

Opinnaytetydssa optimoitu DNA:n eristysmenetelma otettiin kayttéon Turun yli-
opiston la&ketieteellisen immunologian ja mikrobiologian laitoksella suolistomik-
robeja tutkivassa tydoryhmassa. Opinnaytetyd tuotti siis kaytdnnén hyotya tyo-
elaman tarpeisiin. Lisaksi opinnaytetydn tulokset edistivat ja vauhdittivat suolis-
tomikrobiston tutkimusta. Tutkimustulokset eivat ole ristiriidassa aikaisempien

tutkimusten kanssa.

Mitattujen DNA-pitoisuuksien ja puhtausarvojen perusteella voidaan todeta, etta
paras DNA-eristysmenetelma (Kuvio 1.) vauvojen ulostenaytteille on Geno-
Xtract-automaattilaite ja laitteeseen kuuluva kitti Stool-kit ver.2 yhdistettyna esi-

kasittelyyn lasihelmilla ja ravisteluasetuksilla 2000rpm/1,5min.

Ensimmaisessa eristyksessa selvisi, etta Qiagenin kitti antaa liian matalia DNA-
pitoisuuksia (Taulukko 1.), joista ei voi tehda jatkotutkimuksia normaalimikrobis-
ton bakteeriston tutkimustydssa eika siten sovellu eristysmenetelméksi. Samalla
kerralla testattu GenoXtract antoi hyvan DNA-pitoisuuden helmikasitellysta vau-
vanaytteestd, mutta GenoXtractin toimivuus ei ollut kuitenkaan viela selvaa,
koska eristystuote oli sameaa eli laadullisesti huonoa. Vauvanaytteen hyva
DNA-pitoisuus on tassa tapauksessa todennakaoisesti virheellinen, koska samea
nayte antaa virheellisen korkean absorbanssin. Helmikasittely paransi pitoi-
suuksia huomattavasti. Qiagenin Kkitti ei toiminut edes helmikasittelyn kanssa ja

DNA-pitoisuudet olivat huonoja.

Seuraavissa testauksissa (Taulukot 2.-9.) GenoXtractin menetelmalla saatiin
useimmissa tapauksissa riittdvasti DNA:ta ja naytteet olivat tarpeeksi puhtaita.
Eri homogenointiaikojen ja voimakkuuksien testaus osoitti, ettd kolmen minuutin
kasittely keraamisilla helmilla on liian pitk& (Taulukko 3.), koska pitoisuus oli
todella matala ja puhtaus huono. Ravisteluvoimakkuus 2000 rpm tuotti vdhan
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, etta
lasiset helmet toimivat parhaiten vauvanaytteiden kanssa, kun homogenointi
tehdaan asetuksilla 1000rpm/3min. Toiseksi parhaat olivat garnet-helmet
1000rpm/1,5min -homogenoinnilla. Garnet-helmilla kasitellyt naytteet 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.

Viimeisena testattu MoBion Kkitti (Taulukko 5.) tuotti heikot DNA-pitoisuudet ja
eristystuotteet olivat kelvottomia jatkotutkimusten kannalta. Tasséa vaiheessa oli
selvaa, etta kolmesta testatusta kitistd GenoXtract antaa parhaat tulokset ja on
siten paras eristysmenetelma téassa sovelluksessa. Optimoidulla menetelmélla
eristettyjen naytteiden tunnusluvuista (Taulukko 10.) nahdaan, ettéa naytteista on
saatu eristettya riittavasti DNA:ta, keskimaarin 59 ng/ul. Hajontaa on paljon ja
se kertoo naytteiden suuresta monimuotoisuudesta, joka on todettu aikaisem-
min useassa eri tutkimuksessa. Minimi-arvo kertoo, ettd kaikista naytteista ei
ole mahdollista saada kunnollista jatkotutkimusmateriaalia edes optimoidulla
menetelmalla. Jos naytteet kasiteltaisiin yksilollisesti niiden koostumuksen pe-
rusteella, saannot voisivat olla viela paremmat. Koostumuksen arviointi ja yksi-
I6llinen esik&sittely olisi toki hankalaa ja aikaa vievaa. Puhtausarvojen tunnuslu-
vuista (Taulukko 11.) nahdaan, etta puhtaus pysyy keskimaarin sallitun ylarajan
alapuolella, eli <2 yksikdssa, muttei kuitenkaan kaikista ihanteellisimmassa ar-

vossa, eli 1,8-1,9. Toistettavuus on hyva, koska hajontaa on vahan.

Menetelma saatiin siis optimoitua naytteille sopivaksi. Tutkimusongelmaan saa-
tiin vastaus, koska maarallisesti parhaan ja puhtaimman erityksen tuottava me-
netelma ja esikasittely saatiin selvitettyd. Onnistuneiden geelielektroforeesiajo-
jen (Kuvat 1. ja 2.) ja PCR-tulosten (Kuva 3.) perusteella on selvaa, etta Ge-
noXtractilla tehtyja DNA-eristyksia voidaan kayttaa luotettavasti jatkotutkimuk-

sissa.

Naytteiden sailyvyydesta saatiin suuntaa antavaa tietoa, mutta tarkempaa pa-

neutumista aiheeseen ei ehditty tekemaan. Ensimmaisessa pakastukseen vai-
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kutuksen testaamisessa (Taulukko 2.) naytti silta, etta pakastus heikentaa tu-
loksia laskemalla DNA-pitoisuutta. Toisessa pakastuksen testauksessa (Tau-
lukko 8.) pakastus paransi tuloksia nostaen DNA-pitoisuutta. Erot johtuvat to-
dennékdisesti siitd, etta jalkimmaisessa testissd naytteet olivat pakastimessa
vain muutaman pdaivan. joten pakastusajalla nayttéisi olevan suuri merkitys
DNA-pitoisuuteen. Liséksi ensimmaisessa testauksessa oli mukana vain yksi
nayte, joka oli ollut pidemman aikaa pakastuksessa. Pakastus heikensi puhtaut-
ta, mutta vaikutus oli vahainen. Pakastuksen vaikutus voi olla myds naytteen

laadusta riippuvainen.

6.1 Luotettavuus

Naytteiden lukumaara (12 kpl) oli melko pieni, mika heikentaa luotettavuutta. N-
luku (n=53) jai melko pieneksi, koska aikaa ja naytteita oli rajallinen maara. Pa-
ras menetelma testattiin kuitenkin useamman kerran ja tulokset olivat yhtenevia
seka menetelma kohtuullisen toistettava. Ensimmaisen eristyksen kontrollina
olleet aikuisten naytteet tuottivat odotetusti hyvia tuloksia, joten eristyksen tu-
lokset eivat johtuneet tutkijoiden kokemattomuudesta ja eristyksen tuloksia voi-
tiin pitaa luotettavana. Myds PCR:n luotettavuutta kontrolloitiin positiivisen ja
negatiivisen kontrollin avulla. Kontrollit toimivat moitteettomasti. DNA-eristysten
pitoisuudet mitattiin ensimmaisen eristyskerran jalkeen aina kahdesti, jotta val-

tyttaisiin mahdollisten pipetointivirheiden aiheuttamilta vaarilta tuloksilta.

Opinnaytetydssa testatut kitit olivat kaikki kaupallisia, mikad vahentaa inhimillis-
ten virheiden riskia tyon suorituksessa. Lisaksi kitit ovat valmiiksi kontrolloituja
ja testattuja, mika lisda luotettavuutta. Naytteiden massat arvioitiin ensimmaisen
testauksen jalkeen silmamaaraisesti ja tAma saattaa vaikuttaa naytteiden vertai-
lukelpoisuuteen ja luotettavan tulkinnan tekemiseen. Optimoinnin jalkeen tilanne
korjaantui ja naytteita alettiin punnita rutiinisti. DNA-eritysten kannalta punnitus
ei ole pakollista, mutta joidenkin jatkotutkimusten kannalta on ehdottoman tar-
ke&a tietdd naytteen tarkka massa.
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Empiirisen vaiheen aikana pidettiin laboratoriopaivékirjaa reaaliajassa ja poik-
keustilanteet kirjattiin ylos. Tama opinnaytetyo tehtiin paritydna, joten tutkimuk-
sen suoritusta oli tarkkailemassa yhden sijasta kaksi tutkijaa, mikd vahentaa
virheiden maaraa ja lisaa luotettavuutta. Tydskentely laboratoriossa oli huolellis-
ta ja aseptista. Teoreettisen taustan tutustumiseen, tydohjeiden lukemiseen ja
tyovaiheiden opetteluun kaytettiin aikaa. TyoOvaiheet suoritettiin tydohjeiden ja
ohjaajan antamien ohjeiden mukaan. Muiltakin osin tama opinnaytetyd suoritet-
tiin kaytdnndn ohjaajan ja ohjaavan opettajan opastuksessa ja epaselviin tilan-

teisiin saatiin apua.

6.2 Eettisyyden arviointi

Hyvat tutkimuseettiset periaatteet toteutuivat tassa opinnaytetydssa, silla tutki-
mus suoritettiin vaarantamatta henkilotietosuojaa, raportoinnissa oltiin rehellisia,
tuloksia ei vaaristelty ja plagiointia ei tapahtunut. Tutkijat toimivat vastuullisesti,
tarkasti ja avoimesti. Naytteet kulkivat koko laboratorioprosessin aikana juokse-
villa numeroilla ja henkilétiedot pysyivat salassa. Mydskaan naytteisiin liittyvat
taustatiedot, esimerkiksi synnytys, imetys ja antibioottikuurit, eivat tulleet tassa
vaiheessa tutkimusta ilmi. Tuloksista raportoitiin rehellisesti niitd vaaristelemat-
ta. Tuloksia arvioitiin kriittisesti ja kaikki muuttujat huomioitiin. Teoreettisen taus-
tan Kirjoittamisessa kaytettiin oikeaoppimisia lahdemerkintdja. Teoreettinen
tausta pohjautuu laadukkaaseen tieteellisen lahdemateriaaliin. Lahdemateriaa-
lia ja aikaisempien tutkimusten tuloksia oli kuitenkin kaytettavissa rajallinen

maara, koska tdman opinnaytetyon aihe on melko spesifi.

6.3 Jatkotutkimusaiheet

Menetelm&n optimointi saatiin suoritettua loppuun asti, joten itsestaan selvaa
jatkotutkimusaihetta ei ole. Toisaalta naytteen oikeanlainen sailytys on osa laa-
dukasta esikasittelya, joten sitd voisi mahdollisissa jatkotutkimuksissa tutkia
tarkemmin, koska tassé tutkimuksessa ei saatu selvaa vastausta pakastuksen

vaikutuksesta naytteen laatuun ja DNA:n saantoon. Myos koko naytteen homo-
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genisoinnin vaikutus voisi olla jatkotutkimusaihe, jolla voitaisiin selvittdéd saa-
daanko tuloksista toistettavampia, kun koko alkuperéinen nayte homogenisoi-
daan ennen ulosteen annostelua mikroputkiin. DNA-eristysten toimivuutta ko-
kogenomisekvensoinnissa ei tdssa opinnaytetydssa tutkittu, joten myos sita voi-

si tutkia jatkotutkimuksissa.
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Liite 1

Liite 1. MoBio-kitin ohjeet

Laboratories, Inc.

PowerFecal” DNA Isolation Kit

Prepare Sample - Add sample to Dry Bead Tube
- - Add Bead Solution

i - Add Solution C1
- Heat Tubes at 65°C
- Attach to Vortex Adapter
: - Vortex

Centrifuge

Cell Lysis - Add Solution C2
- Incubate at 4°C

Centrifuge

Inhibitor Removal Technology® - Add Solution C3
- Incubate at 4°C

Centrifuge
Bind DNA - Add Solution C4

- load into Spin Filter

Centrifuge

Wash ! - Wash with Solution C5
Centrifuge
Elute - Elute with Solution C6
v

Technical Information: Toll free 1-800-606-6246. or 1-760-929-9911 Email: technical@mabin com Waehsite: www mahio com
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Laboratories, Inc.

Experienced User Protocol

Please wear gloves at all times

1. Tothe Dry Bead Tube, provided, add 0.25 grams of stool or biosolid.

Note: For fecal samples that are especially high in lipids, polysaccharides and protein (for
example: meconium or some bird feces) less material (0.10 grams) may improve the DNA
yield and purity.

2. Add 750 pl of Bead Solution to the Dry Bead Tube. Gently vortex to mix.

3. Check Solution C1. If Solution C1 has precipitated, heat solution to 60°C until dissolved before use.

4. Add 60 pl of Solution C1 and invert several times or vortex briefly.

5. Heat the tubes at 65°C for 10 minutes.

6. Secure the bead tubes horizontally using the MO BIO Vortex Adapter tube holder for the vortex (MO
BIO Catalog# 13000-V1) or secure tubes horizontally on a flat-bed vortex pad with tape. Vortex at
maximum speed for 10 minutes. Powerlyse~ 10600cpm 1 J0n ( 2,7_,‘)‘.9)

7. Centrifuge the tubes at 13,000 x g for 1 minute.

8. Transfer the supernatant to a clean 2 ml Collection Tube (provided). Expect between 400 to 500 pl
of supernatant.

9. Add 250 pl of Solution C2 and vortex briefly to mix. Incubate at 4°C for 5 minutes.

10. Centrifuge the tubes at 13,000 x g for 1 minute.

11. Avoiding the pellet, transfer up to 600 pl of supernatant to a clean 2 ml Collection Tube (provided).
12. Add 200 pl of Solution C3 and vortex briefly. Incubate at 4°C for 5 minutes.

13. Centrifuge the tubes at 13,000 x g for 1 minute.

14. Avoiding the pellet, transfer the supernatant to a clean 2 ml Collection Tube (provided).
Do not transfer more than 750 pl at this step.

15. Shake to mix Solution C4 before use. Add 1200 pl of Solution C4 to the supernatant and vortex for
5 seconds.

16. Load 650 pl of supernatant onto a Spin Filter and centrifuge at 13,000 x g for 1 minute. Discard the
flow through and repeat until all the supernatant has been loaded onto the Spin Filter.
Note: A total of-three loads for each sample processed are required.

High Throughput Option: Step 16 can become tedious when many samples need to be processed.

For this reason, MO BIO has developed a vacuum protocol. It does require the purchase of our
aluminum Spin Filter Adapters (MO BIO Catalog# 11992-10) which will allow you to fit our flat bottom

Technical Information: Toll free 1-800-606-6246, or 1-760-929-9911 Email: technical@mobio.com Website: www.mobio.com
6
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spin filters on to any vacuum manifold with Luer lock fittings. Please read Vacuum Protocol using
the PowerVac™ Manifold on page 11.

17. Add 500 pl of Solution C5 and centrifuge for 1 minute at 13,000 x g.
18. Discard the flow through.
19. Centrifuge again for 1 minute at 13,000 x g.

20. Carefully place the Spin Filter in a clean 2 ml Collection Tube (provided). Avoid splashing any of
Solution C5 onto the Spin Filter.
e LA aqva
21. Add 100 pl of Solution C6 to the center of the white filter membrane. Alternatively, sterile DNA-Free
PCR Grade Water or TE buffer may be used for elution from the silica Spin Filter membrane at this
step (MO BIO Catalog# 17000-10).
Note: Eluting with 10Q yl of Solution C6 will maximize DNA yield. For more concentrated
DNA, a minimum of 50 pl of Solution C6 can be used. Do not use less than 50 ul of
Solution C6.

22. Centrifuge at 13,000 x g for 1 minute and discard the Spin Filter basket.
The DNA in the tube is now ready for any downstream application. No further steps are required.

We recommend storing DNA frozen (-20° to -80°C). Solution C6 contains no EDTA. To concentrate
the DNA see the Hints & Troubleshooting Guide.

Thank you for choosing the PowerFecal™ DNA Isolation Kit.

Technical Information: Toll free 1-800-606-6246, or 1-760-929-9911 Email: technical@mobio.com Website: www.mobio.com
7
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FinnBrain-naytteiden kasittely

FinnBrain-ndytteet toimitetaan TYKS:std keskiviikkoisin ja torstaisin. Saapuvat naytteet (5-6 kpl/péiva)
tulee kasitella mahdollisimman nopeasti; pakastus tehdaan samana p&ivdnd ja DNA-eristykset kerran
viikossa.

1) Jokainen ndyte jaetaan vetokaapissa (labra 333) kolmeen, kierrekorkilliseen 2ml Eppendorf-putkeen
ja putket pakastetaan -70°C. HUOM! Kiytetddn putkien koodaamiseen FinnBrain-tutkimuksen
koodia, ja putkiin myos ylos pakastuspdivamaara.

v 1 puheetin 500 1l EhT PR - linesta L 165 nagteli=. Aaepeldn

2) Saapuvasta ndytteestd siirretddn n. 100mg (sininen siirrostussilmukka) 2 ml helmiputkeen DNA-

eristystd varten.

Mahdollinen ylimédardinen ndyte pakastetaan sellaisenaan ndytepurkissa. Jos DNA-eristystd ei suoriteta
samana pdivdnd, laitetaan ndyte odottamaan (+4 C:een). Pyritddn siihen, ettd néytteitd ei kuitenkaan
sdilytettaisi + 4 C:ssa vujorokautta kauempaa ennen DNA-eristysta.

Jos ndyte on todella niukka, on DNA-eristys etusijalla ja pakastetaan kaikki mité jaa (jos jaa).

FinnBrain-tutkijoitten yhteystiedot:
Tutkija Susanna Hakonen, susanna.hakonen at utu.fi
Tutkimushoitaja (rekrytointi) Johanna Wahlback, 02-333 7802

Professori Hasse Karlsson, hasse.karlsson at utu.fi, 02-333 7805
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DNA-ERISTYS GENOXTRACT-AUTOMAATILLA
Ndytteiden kdsittely (labra 333):

e Siirrostetaan vetokaapissa n. 100 mg naytetta (hernettd pienempi nokare) 2 ml helmiputkeen.
= Ndytemdard arvioidaan, 10 pl silmukka on ehka paras viline néytteiden siirtamiseen.

e Lisdtdan helmiputkeen 1 ml Stool Stabilizer —liuosta, vorteksoidaan nopeasti
= Stool Stabilizer I6ytyy GenoXtract-laitteen alla séilytettdvastd GXT Stool —boksista.

e Homogenisoidaan ndytteet MO BIO —homogenisaattorilla (Hdnnisen labra)
= 2000 rpm, 5 min, ohjelma valmiina
= Varmistetaan, ettd putkien korkit ovat kunnolla kiinni! Naytetunnukset pitaa
ehdottomasti merkitad putkien kylkeen, koska voivat homogenisoinnin aikana kulua
korkeista pois.
= Naytteet muuttuvat homogenisoinnin aikana tavallisesti vaaleanruskeaksi “vaahdoksi”

@v 0 nm
e Sentrifugoidaan ndytteet pikkufuugilla 5000 *g, 4 min

e Pipetoidaan putkista 500ul supernatanttia 2 ml kierrekorkilliseen eppariin.
= Pipetointi voi vililld olla hankalaa, koska naytteissd on runsaasti vaahtoa joka meinaa
pursua ulos putkista.
* Jos ndytteen pintaan on jaanyt ohut “mutakerros”, pipetoidaan kirkasta nestettd
taman kerroksen alta. Tarvittaessa sentrifugointi voidaan toistaa.

GenoXtract-laitteen valmistelu (voidaan tehdd homogenisoinnin aikana):

e Liitetdan tarvittava maara GXT Stool-kitistd |6ytyvida pumpetteja pipetinkarkiin, ja kiinnitetdan
pipettiyhdistelmat automaattiin
= Tarkistetaan, etté pipetit ovat hyvin kohdillaan. Pyérittdessa karkiosaa my6s pumpetin
kuuluu py6ria vapaasti ruttaantumatta

e Rei’itetddn reagenssikasetit lavistdjalla, laitetaan kasetit paikoilleen
® Lavistys on helpointa, kun kasetit ovat omassa laatikossaan. Jos joku kuoppa ei aukea
kunnolla, voi muovikalvon rikkoa pipetinkarjella.
= Kasetit jaavat helposti vahan ylos alustasta koneeseen laitettaessa, on tarkea painaa ne
kunnolla paikoilleen

e Asetetaan hyllyltd I6ytyvéat mustat muovirinkulat paikoilleen ja laitetaan 2 ml nayteputket (joissa 500 pl
liuosta) néihin rinkuloihin
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® Asetetaan etummaisiin koloihin 1,5 ml kierrekorkilliset epparit ilman korkkeja (sddstetidn korkit
johonkin laitteen ldhelle). Ndma putket ovat lopullisia tuotteita varten.

® Kaynnistetdan laite (ensin laitteen takaa, sitten edessi olevasta pyoreést metallinapista), suoritetaan
initialization ja painetaan sitten START PROTOCOL -> GXT_Stool_DNA_V2 = Elution volume 2Q0 pl >
OK, OK, OK, OK - START W

Ajo kestad noin tunnin. (50 "1 )

® Kun ajo on Idhtenyt kdyntiin, huuhdellaan lavistdj aqualla, kuivataan ja laitetaan takaisin pussiinsa.
e Kun ajo on valmis:

pakastetaan DNA:t -70°C. (20 ) e

Heitetddn nayteputket, reagenssikasetit ja pipetit riskijatteeseen

Laitetaan muovirinkulat likoamaan 70% etanoliin (sininen purkki tiskipoydalld on tata
varten)

Irrotetaan laitteen metallitaso ja suihkutetaan se 70% etanolilla -9<kuivumaan esim.
paperien paille laitteen kylkea vasten) bwWiv adman pperilla — taken N e\ 8en
Kun viina on haihtunut metallitasosta, asetetaan taso takaisin paikoilleen ja suoritetaan

UV dekontaminaatio —ohjelma (60 min).
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Figure 1. The QlAamp DNA Stool procedure
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Protocol for Isolation of DNA from Stool for Pathogen
Detection

Lysis conditions in this protocol are optimized to increase the ratio of non-human DNA
to human DNA. Human DNA is not excluded by this procedure.

Important notes before starting

Ensure that Buffers AW1 and AW2 have been prepared according to the
instructions on the labels.

Mix all buffers before use.
If a precipitate has formed in Buffer ASL or AL, dissolve by incubating at 70°C.
Prepare a 70°C water bath for use in steps 3 and 12.

For detection of cells that are difficult to lyse, such as those of some bacteria and
parasites, the lysis temperature in step 3 can be increased to 95°C, if necessary.

All centrifugation steps should be carried out at room temperature (15-25°C) at
20,000 x g (~14,000 rpm). Increase the centrifugation time proportionately if your
centrifuge cannot provide 20,000 x g (e.g., instead of centrifuging for 5 min at
20,000 x g, centrifuge for 10 min at 10,000 x g).

The 2 ml tubes used in step 5 should be wide enough to accommodate an InhibitEX
tablet (e.g., Eppendorf Safe-lock, cat. no. 0030120.094 or Sarstedt Safe-Seal,
cat. no. 72.695).

To increase robustness of downstream PCR assays of DNA eluates from stool
samples, we strongly recommend adding BSA to PCR mixtures to a final
concentration of 0.1 pg/yl (e.g., Serva cat. no. 11920 or New England Biolabs®
BSA, cat. no. BSA-007). To increase PCR specificity, we recommend the use of
QIAGEN HotStarTag DNA Polymerase (see ordering information on page 39).

w~ () \ LLJ,
Weigh 180-220 mg stool in a 2 ml microcentrifuge tube (not provided) and place
the tube on ice.

If the sample is liquid, pipet 200 pl into the microcentrifuge tube. Cut the end of the
pipet tip to make pipetting easier.

If the sample is frozen, use a scalpel or spatula to scrape bits of stool into a 2 ml
microcentrifuge tube on ice.

Note: When using frozen stool samples, take care that the samples do not thaw
until Buffer ASL is added in step 2 to lyse the sample; otherwise the DNA in the
sample may degrade. After addition of Buffer ASL, all following steps can be
performed at room temperature.

QlAamp DNA Stool Mini Kit Handbook 08/2001 15
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2. Add 1.4 ml Buffer ASL to each stool sample. Vortex continuously for 1 min or until
the stool sample is thoroughly homogenized.

Note: It is important to vortex the samples thoroughly. This helps ensure maximum
DNA concentration in the final eluate.

3. Heat the suspension for 5 min at 70°C. 1 i

This heating step increases total DNA yield 3- to 5fold and helps fo lyse bacteria
and other parasites. The lysis temperature can be increased to 95°C for cells that
are difficult to lyse (such as Gram-positive bacteria).

4. Vortex for 15 s and centrifuge sample at full speed for 1 min to pellet stool particles.

5.  Pipet 1.2 ml of the supernatant into a new 2 ml microcentrifuge tube (not provided)
and discard the pellet.

Note: The 2 ml tubes used should be wide enough to accommodate an InhibitEX
tablet (e.g., Eppendorf Safe-lock, cat. no. 0030120.094 or Sarstedt Safe-Seal,
cat. no. 72.695).

Transfer of small quantities of pellet material will not affect the procedure.

6.  Add 1 InhibitEX tablet to each sample and vortex immediately and continuously for
1 min or until the tablet is completely suspended. Incubate suspension for 1 min at
room temperature to allow inhibitors to adsorb to the InhibitEX matrix.

7. Centrifuge sample at full speed for 3 min to pellet inhibitors bound to InhibitEX.

8.  Pipet all the supernatant into a new 1.5 ml microcentrifuge tube (not provided) and
discard the pellet. Centrifuge the sample at full speed for 3 min.

Transfer of small quantities of pellet material from step 7 will not affect the
procedure.

9.  Pipet 15 pl Proteinase K into a new 1.5 ml microcentrifuge tube (not provided).

10. Pipet 200 pl supernatant from step 8 into the 1.5 ml microcentrifuge tube
containing Proteinase K.

11. Add 200 pl Buffer AL and vortex for 15 s.
Note: Do not add Proteinase K directly to Buffer AL.

It is essential that the sample and Buffer AL are thoroughly mixed to form a
homogeneous solution.

12. Incubate at 70°C for 10 min.
(Opﬁonal: Centrifuge briefly fo remove drops from the inside of the tube lid. )
13. Add 200 pl of ethanol (96-100%) to the lysate, and mix by vortexing.
(Opﬁonol: Centrifuge briefly to remove drops from the inside of the tube lid. )

O
o4
=
o
=
(=W

16 QlAamp DNA Stool Mini Kit Handbook 08/2001
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14. Label the lid of a new QlAamp spin column placed in a 2 ml collection tube.
Carefully apply the complete lysate from step 13 to the QlAamp spin column
without moistening the rim. Close the cap and centrifuge at full speed for 1 min.
Place the QlAamp spin column in a new 2 ml collection tube, and discard the tube
containing the filirate.

Close each spin column in order to avoid aerosol formation during centrifugation.

o
-
e
o
()
=

If the lysate has not completely passed through the column after centrifugation,
centrifuge again until the QlAamp spin column is empty.

15. Carefully open the QlAamp spin column and add 500 pl Buffer AW 1. Centrifuge at
full speed for 1 min. Place the QlAamp spin column in a new 2 ml collection tube,
and discard the collection tube containing the filtrate.

16. Carefully open the QlAamp spin column and add 500 pl Buffer AW2. Centrifuge at
full speed for 3 min. Discard the collection tube containing the filtrate.

Note: Residual Buffer AW2 in the eluate may cause problems in downstream
applications. Some centrifuge rotors may vibrate upon deceleration, resulting in the
flow-through, which contains Buffer AW2, contacting the QIAamp spin column.
Removing the QIAamp spin column and collection tube from the rotor may also
cause flow-through to come into contact with the QlAamp spin column. In these
cases, the optional step below should be performed.

Optional: Place the QlAamp spin column in a new 2 ml collection tube (not
provided). Centrifuge at full speed for 1 min. Discard the collection tube containing
the filirate.

17. Transfer the QlAamp spin column info a new, labeled 1.5 ml microcentrifuge tube
(not provided) and pipet 200 pl Buffer AE directly onto the QlAamp membrane.
Incubate for 1 min at room temperature, then centrifuge at full speed for 1 min to
elute DNA.

Note: When using eluates in PCR, for maximum PCR robustness we highly
recommend adding BSA fo a final concentration of 0.1 pg/pl to the PCR mixture.
For maximum PCR specificity we recommend using QIAGEN HotStarTaq DNA
Polymerase (see ordering information on page 38). For best results in downstream
PCR, use the minimum amount of eluate possible in PCR; the volume of eluate used
as template should not exceed 10% of the final volume of the PCR mixture. Also,
note that high amounts of template DNA may inhibit the PCR.

DNA yield is typically 15-60 pg but, depending on the individual stool sample and
the way it was stored, may range from 5 to 100 pg. DNA concentration is typically
75-300 ng/pl.

For more information about elution and how to determine DNA vyield, purity, and
length, see page 11.

For longterm storage, keeping the eluate at ~20°C is recommended.

QlAamp DNA Stool Mini Kit Handbook 08/2001 17
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NanoDropin kayttéohje

DNA-PITOISUUDEN MITTAAMINEN

DNA-pitoisuus mitataan puhdistetusta PCR-tuotteesta NanoDrop ND-1000-spektrofotometrilld
huoneessa 4.25.

Kéytd laitteen pesuun ja nollaamiseen mitattavassa néytteessd kéytettyé eluointipuskuria.

Kyt spektrofotometrin (optisten) mittauspintojen pyyhkimiseen pehmopaperia (Kimtech Science).

Laita tietokone paille.
Avaa tietokoneen tyopoydaltd pikakuvake ”NanoDrop”.
Valitse ”Nucleic Acid Measurement”.

Puhdista pehmopaperilla spektrometrin optiset mittauspinnat ja pipetoi 1,5 pl ndytteeseen
kaytettyéd eluointipuskuria mittauspisteeseen (~10 sek.).

Kéinna spektrometrin varsi alas ja valitse ”OK?” (to Initialize the Spectrometer).
Nosta spektrometrin varsi ylos ja pyyhi mittauspinnat pehmopaperilla.
Muuta aallonpituus 260 nm.

Pipetoi 1,5 pl eluointipuskuria mittauspisteeseen ja laske varsi alas. Nollaa laite valitsemalla
néytoltd ”Blank” (~10 sek.).

Nosta spektrometrin varsi ylos ja pyyhi mittauspinnat pehmopaperilla.

Pipetoi 1,5 pl ndytettd mittauspisteeseen, laske varsi alas ja valitse "Measure” (~10 sek.).
Néytolle ilmestyy mitattavan ndytteen DNA-pitoisuus, jonka yksikké on ng/pl. Sample ID-
kohtaan voi kirjoittaa ndytteen tietoja ja tarvittaessa tdimén nikymén voi tulostaa paperille
valitsemalla ”Print Screen”.

Nosta fotometrin varsi ylos ja pyyhi mittauspinnat pehmopaperilla.

Mittaa seuraava ndyte/ndytteet kuten edelld ja viimeisen ndytteen jélkeen pyyhi
mittauspinnat pehmopaperilla. Aseta spektrometrin varsi alas ja aseta laitteen pehmuste sen
mittauspintojen viliin.

Sulje NanoDrop-ohjelma valitsemalla ”Exit”.

Sulje tietokone.

DNA-pitoisuuden mittaamisen jélkeen néyte on valmis sekvensointireaktiota ja —ajoa varten.
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Liite 5. PCR-ohje

33

3.2.1. Traditional PCR
Lach)

Traditional PCR was performed using-/prau primers that had been previously designed
and approved by Sokol and co-workers (2009; Table 3). Primers were ordered from

ThermoFischer Scientific, and 10 uM stock solutions of the primers were made.

Table-3: Fprau primers used for both convemismatches are highlighted.
Primer name_ uence ' ;
Fprau 07 = GCC TTC AAA ACT GTT-3’
5°-GAG CCT CAG CGT CAGFEG.GT-3’

For traditional PCR, AmpliTag Gold™ DNA polymerase enzyme (Applied Biosystems,
CA, USA) and 10x PCR buffer containing 15 mM MgCl, (Applied Biosystems®, CA,

USA) were used. As deoxyribonucleotide triphosphates, a 1 mM stock solution made from
the 10 mM dNTP mix (Promega Biotech AB) was used.

The recipe for one PCR reaction is represented in Table 4. The reaction mixture had a final

concentration of 0.2 uM of each primer, 100 uM of dNTPs and 1.5 U of the polymerase

enzyme. All the fecal DNA samples were diluted 1:10 before pipetting.

Table 4: Reaction mixture for one PCR reaction

Reagent Volume (ul)
10x Buffer containing 15 mM MgCl, 5.0
Fpraw0Fprimer (10 pM ) Lo el 07| 1.0
Fpraw 02 primer (10 uM) (e fy O O 1.0
dNTP mix (1 mM) 5.0
AmpliTaq Gold™ polymerase enzyme 0.3
Aqua 36.7
Total 49
DNA template 1.0

The PCR program with “Vertti” (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems)
consisted of pre-incubation at 95°C for 10 minutes, 40 cycles of 95°C for 30 seconds, 60°C

for 1 min and 72°C for 30 seconds and then a final extension at 72°C for eight minutes. The

expected PCR product size WM

The PCR products were checked with Agarose Gel Electrophoresis (AGE) to confirm that

a single, correct-size band was obtained. 1.5 % GellyPhor gels including 4 ul Midori Green

Advance DNA stain (Biotop Oy, Finland) per 120 ml gel were used. 8 pl of PCR product

was mixed with 2 pl of Crystal 5x DNA loading buffer blue (Bioline), and from this
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Liite 6. Toimeksiantosopimus
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TURUN AMMATTIKORKEAKOULU
TURKU UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES

OPINNAYTETYON SOPIMUSEHDOT*

OHJAUS JA VASTUUT

Vastuu opinndytetydn tekemisestd ja tuloksista on
opiskelijalla. Turun ammattikorkeakoulu vastaa
opinndytetydn ohjauksesta. Toimeksiantaja sitou-
tuu antamaan opiskelijan k&yttéén kaikki opin-
néytetydn tekemisessé tarvittavat tiedot ja aineis-
tot sek& ohjaamaan opinndytetydtd toimeksianta-
jaorganisaation nékdkulmasta.

OIKEUDET

Opinndytetydn tekijdnoikeus kuuluu tekijélle eli
opiskelijalle. Tekijénoikeuden lisgksi myds muiden
Immateriaaliolkeuksien osalta noudatetaan
kulloinkin voimassa olevaa kyseesss olevaa
oikeutta koskevaa lains&&dantss.

TYOSUHDE JA KUSTANNUKSET

Mahdollisesta tydsuhteesta, tydstd maksettavasta
palkki- osta ja tydstd mahdollisesti alheutuvien
kustannusten korvaamisesta toimeksiantaja ja
opinndytetydn tekijéd sopivat erikseen.

TULOSTEN JULKISTAMINEN JA LUOTTAMUK-
SELLISUUS

Opinndy tetydsta laaditaan Turun ammattikorkea-
koulun ohjeen mukainen kirjallinen raportti.
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OPINNAYTETYON 2
TOIMEKSIANTOSOPIMUS

Kirjallinen raportti luovutetaan toimeksiantajalle
ja asetetaan kirjaston kokoelmiin tai julkaistaan
elektronisessa muodossa verkkokirjastossa.

Julkaistava opinndytetydraportti on laadittava niin,
ettei se sisélld liike- tal anmattisalaisuuksia tai
muita julkisuuslaissa (laki viranomaisten toiminnan
julkisuudesta) salassa pidettavaksi masrattyja
tietoja, vaan ne jatetd&n tyon tausta-aineistoon.
Opinnéytetydn arvioinnissa otetaan huomioon sek&
julkaistava etts salassa pidettavé osa.

Opinnaytetydén toimeksiantaja ja opiskelija sitoutuvat

pitdma&én salassa kaikki opinndytetydn tekemisessé ja
sitd edeltdvissa tai sen jélkeisissé neuvotteluissa esiin
tulevat luottamukselliset tiedot ja asiakirjat.

Toimeksiantajan edustajalle varataan mahdollisuus
tutustua opinnédytetydraporttiin viimeistaan neljatoista
(14) p&iv&a ennen alottua julkaisemista. Toimeksiantaja
antaa tydstd ennen edelld mainittua julkaisemis-
ajankohtaa lausunnon, jossa voidaan mé&éritell&
opinndytetydraporttiin mahdollisesti siséltyvat like-

tal ammattisalaisuudet, joita el julkaista.

Mita like- tai ammatti-
salaisuuksiin liittyvia
asioita ei esitetd
opinnédytetyéraportissa?
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* Turun ammattikorkeakoulun toiminnan yhtisittdmisté vuoden 2014 alusta valmistellaan. Osakeyhtién toiminnan
alettua t&ma sopimus slirtyy Turun AMK:n toiminnan vastaanottavalle yhtislle.

Turun ammattikorkeakoulu
Joukahaisenkatu 3 A, 20520 Turku

puh. 02 263 350 faksi 02 2633 5791
sposti etunimi.sukunimi@turkuamk. fi
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