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Bordetella pertussis on pieni gramnegatiivinen sauvabakteeri ja tavallisin hinkuyskan aihe-
uttaja. Hinkuysk& on merkittava syy vastasyntyneiden kuolemiin maailmanlaajuisesti. Se
on edelleen yleinen kansanterveysongelma jopa maissa, joissa on kattava rokotusohjelma.
B. pertussiksen diagnosointiin erityisesti lapsilla ja vastasyntyneilla kaytetadan kvantitatiivi-
sia reaaliaikaisia PCR-menetelmia.

PCR:&an perustuvan diagnostiikan ongelmana ovat tutkittavista naytteista peraisin olevat
PCR-reaktiota estavat inhibiittorit. Tama korostaa tehokkaiden naytteenkasittely- ja nukle-
linihappoeristysmenetelmien tarpeellisuutta. Magneettipohjainen nukleiinihappoeristys on
yksinkertainen, tehokas ja nopea menetelmé, jota kaytetdan nykyaan yleisesti nukleiini-
happojen eristykseen.

Orion Diagnosticalla tuotekehityksessé oleva uusi nukleiinihappojen eristykseen pohjautu-
va haytteenkasittelymenetelma perustuu paramagneettisten silikananopartikkeleiden kayt-
t6on. Taman insindoritydn tarkoituksena oli kehittéda kyseista naytteenkasittelymenetelmaa
B. pertussis -bakteerin eristdmiseen kayttden ndytemateriaalina nenasivelyndytetta. Ta-
voitteena oli kehittdd menetelmaa mahdollisimman tehokkaaksi eristetyn DNA-mé&aran
suhteen. Kehitettdvan menetelman DNA-saannon mittaamiseksi kaytettiin kvantitatiivista
reaaliaikaista PCR:84. Liséksi yhtena osa-alueena oli kehitettdvan naytteenkasittelymene-
telman testialustan visuaalisen ilmeen suunnittelu ja kaytettavyyden testaus. Menetelméan
testialustan visuaalista ilmettd suunniteltiin 3D-mallinnuksella ja -tulostuksella.

Uuden naytteenkasittelymenetelman kehittAmiseksi tehtiin kokeita, joiden perusteella me-
netelméan todettiin toimivan B. pertussis -bakteerille. Verrattaessa kaupalliseen magneetti-
partikkelipohjaiseen eristysmenetelmaan kehitettavalla menetelmalla paastiin lahes yhta
hyviin DNA-saantoihin. Kokeiden perusteella tunnistettiin myds sellaisia menetelméan osa-
alueita, joita DNA-saannon parantamiseksi tulee muun muassa optimoida: naytteenkasitte-
lymenetelman pesuliuoksiin jaava DNA-maaré ja naytemateriaalina olevan nenaliman inhi-
biittorit vahentavat DNA-saantoa. Tuotekehityksen jatkuessa Orion Diagnosticalla jatkotut-
kimuksissa tulisi keskittyd menetelmassa kaytettavien pesuliuoksien kehittamiseen DNA-
saannon parantamiseksi.

Avainsanat Bordetella pertussis, polymeraasiketjureaktio, magneettipohjai-
nen eristys
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Bordetella pertussis is a small gram-negative coccobacillus and causative agent of whoop-
ing cough. Whooping cough is a significant cause of infant deaths worldwide, and it is a
public health concern even in countries with high vaccination coverage. Quantitative real-
time PCR methods are used for diagnosis of B. pertussis particularly among children and
infants.

One challenge with PCR-based diagnostics is impurities of clinical samples that inhibit the
PCR reaction. This emphasizes the importance of an effective sample preparation method.
Extraction based on magnetic beads is a simple, effective and rapid method which is wide-
ly used for extraction of nucleic acids.

Orion Diagnostica is developing a new sample preparation method that uses paramagnetic
silica-coated nanoparticles for nucleic acid extraction. The purpose of this thesis was to
develop the sample preparation method for B. pertussis using nasal mucus as sample ma-
terial. The aim was to develop the method as effective as possible in terms of DNA yield.
The efficiency of the sample preparation method was determined by quantitative real-time
PCR. In addition, the aim was to design the visual appearance of the sample preparation
product and test its usability in practice as well. The visual appearance of the product was
designed by using 3D modeling and printing.

On the basis of the results of this thesis project, the new method proved to work for B. per-
tussis nearly as effectively as a commercial DNA extraction method. According to the re-
sults, some critical issues for increasing the DNA yield were identified, for example a large
amount of DNA is left in the washing solutions, and the inhibitors of the sample material,
nasal mucus, reduces the DNA yield. In future the development work of the sample prepa-
ration method should focus on for example developing the washing solutions to further
increase the DNA vyield of the method.

Keywords Bordetella pertussis, polymerase chain reaction, magnetic
based nucleic acid extraction
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1 Johdanto

Bordetella pertussis on pieni gramnegatiivinen sauvabakteeri ja tavallisin hinkuyskan
aiheuttaja. Hinkuyska on merkittdva syy vastasyntyneiden kuolemiin maailmanlaajui-
sesti ja on edelleen yleinen kansanterveysongelma jopa maissa, joissa on kattava ro-
kotusohjelma. B. pertussiksen diagnosointiin kaytetddn viljelyd, PCR- ja serologisia

menetelmia.

Viimevuosina kvantitatiivisia reaaliaikaisia PCR-menetelmid on kehitetty tartuntatau-
tien, erityisesti bakteeritautien, rutiinidiagnostiikkaan. PCR-menetelmia kaytetdédn B.
pertussiksen diagnosointiin erityisesti pienilta lapsilta ja vastasyntyneiltd. PCR:4&n pe-
rustuvan diagnostiikan ongelmana ovat tutkittavista naytteista peraisin olevat PCR-
reaktiota estavat inhibiittorit. Tama korostaa tehokkaiden naytteenkasittely- ja nukleiini-
happoeristysmenetelmien tarpeellisuutta. Magneettisiin silikananopartikkeleihin pohjau-
tuva nukleiinihappoeristys on yksinkertainen, tehokas ja nopea menetelma, jota kayte-

taan nykyaan yleisesti nukleiinihappojen eristykseen.

Orion Diagnostica Oy:n tuotekehityksessa on kehitteella uusi nukleiinihappojen eristyk-
seen pohjautuva naytteenkasittelymenetelmd, joka perustuu paramagneettisten sili-
kananopartikkeleiden kayttoon. Tama insindority0 oli osa kyseisen naytteenkasittely-
menetelmén tuotekehitysta. Tavoitteena oli kehittdd menetelmdd mahdollisimman te-
hokkaaksi eristetyn DNA-maaran suhteen Bordetella pertussis -bakteerin eristamiseen
ja tutkia miten tyypillinen B. pertussis -nayte, nenasivelynayte, vaikuttaa DNA:n eristy-
vyyteen ja PCR:aan kehitettavalla menetelmallda. Lisdksi insinddritydon yhtena osa-
alueena oli kehitettavan naytteenkasittelymenetelmén testialustan visuaalisen ilmeen
suunnittelu seka suunnitellun testialustan kaytettavyyden testaus. Kehitettdvan mene-
telman DNA-saannon mittaamiseksi kaytettiin kvantitatiivista reaaliaikaista PCR:aa ja
Menetelman testialustan visuaalista ilmettd suunniteltin  3D-mallinnuksella ja -

tulostuksella.

Uuden naytteenkasittelymenetelman kehittamiseksi tehtiin kokeita, jotka koostuivat
menetelméssa kaytettavien puskureiden kehittamisesta ja naytemateriaalina olevan
nendasivelynaytteen vaikutuksen selvittamisesta eristymiseen sek& magneettipartikke-
leiden sailyvyyden tutkimisesta. Kehitettavad menetelmaé verrattiin myos kaupalliseen
silikamagneettipartikkeleinin  perustuvaan  Qiagenin EZ1  Advance XL -



eristysmenetelmaan ja menetelmassa kaytettdvad magneettivartta kaupalliseen Quic-

Pick™-magneettikynaan.



2 Bordetella pertussis

Bordetella pertussis on tavallisin hinkuyskan aiheuttaja. Se eristettiin ensimmaisen ker-
ran vuonna 1906. Bordetella sukuun kuuluu yhdeksén lajia, joista nelja on ihmiselle
patogeenisia: B. pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica ja B. holmesii. Muita
Bordetelloja ovat: B. avium, B. hinzii, B. trematum, B. ansorpii seka B. petrii. B. pertus-
sis on pieni, kooltaan noin 0,4-0,8 um pitk& gramnegatiivinen sauvabakteeri, joka elda
aerobisissa oloissa. Koska bakteeri on gramnegatiivinen, sen solurakenne koostuu
sisd- ja ulkokalvosta ja periplasmisesta tilasta, jonka vélissd on ohut peptidogly-
gaanikerros. Bakteerisolun ulkokalvolla on B. pertussikselle tyypillisid proteiineja ja
lipopolysakkarideja (kuva 1). Bakteeri on tyypillisesti likkumaton ja jarjestaytynyt yksit-
tain tai ryhmiin. (Finger & Wirsing von Koenig 1996; Mertsola & He 2010: 170.)

B. pertussis on tehokas patogeeni, joka tarttuu hengitysteiden kautta asettuen ylahen-
gitysteiden limakalvojen véarekarvalliseen lieribepiteeliin. B. pertussisksen pato-
geneesitekijoihin lukeutuu useita adhesiineja ja toksiineja (kuva 1), joiden avulla se
tarttuu hengitysteiden varekarvalliseen lieridepiteeliin ja tuhoaa sitd. Bakteerin merkit-
tava adhesiini on filamenttihemagglutiniini, jonka avulla bakteeri pystyy sitoutumaan
moniin eri soluihin, kuten epiteelisoluihin ja muihin hengitystie-epiteelin solun ulkoisiin
rakenteisiin. Muita adhesiineja, jotka mahdollistavat bakteerin kolonisaation ovat fibiriot,
pertaktiini sek& henkitorven kolonisaatiotekija. Adhesiinien lisdksi B. pertussis ilmentaa
useita eri toksiineja, joiden vaikutuksesta hengitysteihin syntyy paikallisia epiteelikuoli-
oita. Pertussistoksiini lamauttaa henkitorven véarekarvojen toimintaa, ja henkitorven
sytotoksiini yhdessa lampolabiilin toksiinin kanssa tuhoaa varekarvallisia soluja ja estda
hengitysteiden epiteelin uudistumista. Adenylaattisyklaasitoksiinin vaikutuksesta bak-
teeri pystyy héairitsemaan fagosytoivien solujen toimintaa. Hinkuyskalle tyypillinen hin-
kuva yskd on todennakdisesti seurausta bakteereiden aiheuttamasta sitkedn liman
muodostumisesta seka limakalvovaurioista. (Guiso 2007: 3—4; Mertsola & He 2010:
170.)
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Kuva 1. Bordetella pertussiksen rakenne ja patogeneesitekijoita (Finger & Wirsing von Koenig
1996, muokattu).

2.1 Hinkuyskéan taudinkuva

Hinkuyskan taudille tunnusomaista on jopa useita viikkoja kestava puuskittainen, tikah-
duttava yska. Puuskat esiintyvat enimméakseen gisin. Muita oireita ovat limainen oksen-
telu ja sisddnhengityksen vaikeutuminen, johon liittyy hinkuyskalle tyypillinen hinkuva
aani. Potilas voi olla vahaoireinen ja hyvakuntoinen yskanpuuskien vélilla. Oireet vaih-
televat myds potilaan ian mukaan: Muutaman viikon ikaisilla lapsilla oireina voi olla
toistuvat hengityspysahdykset, mutta ei lainkaan yskaa. Kouluikaisilla lapsilla ja aikuisil-
la oireena on tavallisesti viikkoja tai jopa kuukausia kestava yska. (Terveyden ja hyvin-
voinnin laitos 2013; Mertsola & He 2010: 172-173.)

Japanissa vuonna 2010 tehdyssa tutkimuksessa (Nakamura ym.) selvitettiin syita ai-
kuisten sekd pienten ja vastasyntyneiden lasten oireiden eroihin tutkimalla nenénielu-
tikkunaytteiden bakteerimaaria. Tutkimuksessa mitattiin bakteerimaaria 19 aikuiselta,
21 lapselta ja 19 vastasyntyneeltd. Tulosten perusteella bakteerimaéarat naytteissa

vaihtelivat voimakkaasti potilaan ian mukaan. Bakteerisoluja oli aikuisilla keskim&éarin



320, lapsilla 2,1 x 10* ja vastasyntyneilla 1,1 x 10°. Tuloksen perusteella potilaan i&ll4

on vaikutusta naytteen bakteerimaardan ja sitéd kautta potilaan oireisiin.

Hinkuyskainfektiota hoidetaan antibioottiladkityksella, joka tulee aloittaa 1-2 viikkoa
taudin alkamisesta. Tata myohemmin antibiooteista ei ole enaa apua, vaan tauti para-
nee itsestaan useiden viikkojen kuluessa. Pienten imevaisten seka rokottamattomien
lasten hoito vaatii sairaalahoitoa hengitystievaikeuksien, oksentelun seka kouristusris-
kin takia. Hinkuyska tarttuu helpoiten taudin alkuvaiheessa ja se tarttuu sairastavasta
henkildstéa pisaratartuntana toiseen. Tarttuvuus on pienin noin kolmen viikon sairasta-
misen jalkeen ja viiden paivan jalkeen antibioottikuurin aloittamisesta. Rokottamattomil-
la lapsilla on suurin mahdollisuus saada hinkuyskainfektio. Hinkuyskarokotus kuuluu
Suomessa yleiseen rokotusohjelmaan. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2013.) Vuon-
na 2003 aloitettiin kuusivuotiaiden tehosterokotukset ja vuodesta 2005 lahtien, uuden
rokotusohjelman myota, tehosterokotukset aloitettiin nelja- ja neljatoistavuotiaille (Hulk-
ko ym. 2010: 14). Nykyaan kaytdssa on uusia soluttomia rokotteita, jotka sisaltavat B.
pertussis -bakteerin virulenssitekijoita: inaktivoitua pertussistoksiinia, filamenttihemag-
glutiniinia, pertaktiinia ja fibrioita. Rokotteet annetaan kolmen rokotteen sarjana: 3 kk:n,
5 kk:n ja 12 kk:n iassa DTaP-IPV-Hib -rokote, 4 vuoden iassa DTaP-IPV -rokote ja 14
vuoden iassa dtap-rokote. (Mertsola & He 2010: 175-176.)

2.2 Epidemiologia

Hinkuyska on merkittdva syy vastasyntyneiden kuolemiin maailmanlaajuisesti ja on
edelleen yleinen kansanterveysongelma jopa maissa, joissa on kattava rokotusohjel-
ma. WHO:n (World Health Organization) (World Health Organization 2011) mukaan
vuonna 2008 hinkuyskatapauksia oli maailmanlaajuisesti noin 16 miljoonaa, joista 95 %
kehitysmaissa. Samana vuonna noin 195 000 lasta kuoli tautiin. Hinkuyska on erityisen
vaarallinen pienille rokottamattomille lapsille ja on hieman tavallisempaa naisilla kuin
miehilla. Tayden perusrokotuksen sarjan B. pertussista vastaan Suomessa saa noin 97
% lapsista. Suoja kestaa kuitenkin vain muutamia vuosia, minka takia hinkuyskéaéa esiin-
tyy paljon myo6s kouluikaisilla lapsilla ja aikuisilla. Suomessa vuosina 1995-2014 Ter-
veyden ja hyvinvoinnin laitokselle raportoidut hinkuyskatapaukset on esitetty kuvassa
2. Vuosina 2003-2004 oli laaja hinkuyskaepidemia, jossa valtaosan tapauksista aiheut-
ti Ranskassa vuonna 1994 todettu uusi B. pertussiksen tyyppi (SR11). Epidemia koh-

distui erityisesti rokottamattomiin ja puutteellisen rokotussuojan omaaviin imevaisiin ja



kouluikaisiin lapsiin. Vuoden 2004 jalkeen SR11 havitessa epidemiologinen tilanne on
ollut rauhallinen. (Hulkko ym. 2010: 14; Mertsola & He 2010: 171-172; World Heatlh
Organization 2011.)

THL:lle raportoidut hinkuyskatapaukset Suomessa vuosina 1995-2014
1800

1600

1400

1200

1000

800 -

600 -

400 -

200 -

Kuva 2. Terveyden ja hyvinvoinnin laitokselle raportoidut hinkuyskatapaukset Suomessa vuo-
sina 1995-2014. Vuosina 2003-2004 oli laaja hinkuyska epidemia, jossa valtaosan
tapauksista aiheutti Ranskassa vuonna 1994 todettu uusi B. pertussiksen tyyppi
(SR11). (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2015.)

3 Bordetella pertussiksen diagnostiikka

Bordetella pertussiksen diagnosointiin  kaytetaan viljelya, PCR- ja serologisia -
menetelmia. Viljelyd ja PCR-menetelmia taudin diagnosointiin kaytetddn enimmakseen
pienilla lapsilla ja imevaisilla, jotka tuodaan usein jo taudin alkuvaiheessa hoitoon. Nai-
ta menetelmia ei kannata kayttaa, jos tauti on kestanyt yli kolme viikkoa. Varsinkin vilje-
lyn herkkyys huononee, mita kauemmin oireiden alkamisesta on. Kouluikaiset lapset ja
aikuiset hakeutuvat hoitoon yleensa vasta myéhemmin, jolloin hinkuyska diagnosoi-
daan serologisin menetelmin. (Mertsola & He 2010: 173.) Serologisia menetelmid ei
voida kayttda vastasyntyneille, johtuen immuunisysteemin kehittymattémyydesta ja

aidin vasta-aineiden lasnéolosta (Guiso 2007: 6). Vuonna 2013 Terveyden ja hyvin-



voinnin laitoksen raportin (Jaakola ym. 2014: 10) mukaan kaikki alle yksivuotiaat sai-
rastuneet diagnosoitiin PCR-tutkimuksella. Muutoin valtaosa tapauksista diagnosoitiin

serologisin menetelmin.

Liitteesséa 1 on esitetty Suomen sairaanhoitopiirien, pois lukien Kymenlaakson sairaan-
hoitopiirin, kayttamat menetelmat B. pertussiksen diagnosointiin, tuloksen saamiseen
kuluva aika, ndytemateriaalit, indikaatiot seka lahteet. Tiedot ovat keréatty Suomen sai-
raanhoitopiirien internetista 16ytyvista laboratorio-ohjekasikirjoista. Kymenlaakson sai-
raanhoitopiirin laboratorio-ohjek&sikirjaa ei ollut saatavilla. Mukana on myo6s Yhtyneet
Medix laboratoriot, seka Turun yliopiston UTUIlab, joista monet sairaanhoitopiirit ostavat
yksittéisten analyysien testipalveluja, mutta eivat kuitenkaan suoraan palvele yksittaista
sairaanhoitopiirid. Kuten aikaisemmin mainittu, kaytettyja menetelmid B. pertussiksen
diagnosointiin ovat viljely, PCR-pohjaiset ja serologiset menetelméat. PCR-menetelmilla
tulos varmistuu parhaimmillaan jo seuraavana paivana. Viljelylla ja serologisten mene-
telmien avulla tuloksen saamiseen kuluu noin viikko. B. Pertussisksen diagnosoinnissa
vilielya ja PCR:aa varten ndytemateriaalina kaytetddn nenanielutikku-, nenanieluimuli-
ma- tai sylkinaytetta. Serologisissa tutkimuksissa ndytemateriaalina suositellaan kaytet-
tavan pariseeruminaytetta alle yksivuotiailla potilailla. Vanhemmilla potilailla tulos voi-
daan saada jo yhdella seeruminaytteelld. (Epshp; Fimlab laboratoriot Oy; Huslab; Islab;
Korkeila 2014; Nordlab; Phsotey; Satadiag; Tykslab; Utulab; Vshp; Yhtyneet Medix

Laboratoriot.)

3.1 Vilely

Viljelya pidetddn 100 % spesifisena, mutta esimerkiksi naytteenoton haastavuus ja
kuljetusaika vahentavat menetelman herkkyytta. Viljelyn herkkyys on korkeimmillaan
vastasyntyneilla ja rokottamattomilla lapsilla, joilla bakteeripitoisuus on suurempi kuin
nuorilla ja aikuisilla. B. pertussiksen viljelyssa kaytdssa olevia kasvatusalustoja ovat
Regan Lowe (RL) ja Bordet Gengou (BG). Jokaista naytetta tulisi kasvattaa selektiivi-
sella, normaaliflooraa inhiboivalla kefaleksiini-antibioottia sisaltavalla kasvualustalla
sekd antibioottia sisaltamattomalla ei-selektiiviselld kasvualustalla. Nenanielunayte
voidaan myds rikastaa Stainer-Scholte -liemessa ennen maljoilla kasvattamista. Maljo-
ja inkuboidaan aerobisissa oloissa 35—36 °C:ssa. Inkuboinnin tulisi kestdd seitseman
paivaa ennen tuloksen hylkdamisté negatiivisena, mutta negatiivinen tuloskaan ei pois-

sulje hinkuysk&n mahdollisuutta. Pesékkeiden ilmentyessa maljoille, ne eristetaan ja



identifioidaan mikroskopialla gramvarjayksen avulla. B. pertussikselle tyypilliset pesak-
keet ovat BG maljalla pienid ja hohtavan lapikuultavia ja hemolyysivyohykkeen ympa-
réimid. RL maljalla pesékkeet ovat pyoreita, kiiltavia ja hopeanvérisid. (Guiso 2007: 6—
9; Riffelmann ym. 2005.)

3.2 PCR-menetelmét

PCR-menetelma Bordetella pertussiksen detektoimiseen Kliinisista naytteista kuvailtiin
ensimmaisen kerran vuonna 1989 ja reaaliaikainen PCR vuonna 2001 (Loeffelholz, M.
2012). PCR-menetelmat ovat kallimpia kuin viljely, mutta herkempia ja nopeampia
etenkin taudin my6haisemmasséa vaiheessa ja antibioottikuurin aloittamisen jalkeen.
Néayte PCR:44 varten tulisi ottaa kolmen viikon kuluessa oireiden alkamisesta, mutta
tarkkoja tuloksia voidaan saada neljankin viikon jalkeen. Tata myéhemmin bakteeri-
DNA vahenee merkittavasti, mika nostaa vaarien negatiivisten tulosten riskid. PCR-
menetelmien avulla on mahdollista I6ytaa myds oireettomia B. pertussiksen kantajia
potilaan laheisyydestd. Kouluikaisille lapsille ja aikuisille suositellaan nenanielutikku-
naytetta ja pienille lapsille nenanielunimulimanaytetta, jolla saadaan enemman nayte-
materiaalia. Nenanielunaytteen naytetikuksi suositellaan dacron- tai rayon-tikkuja, jotka
Cloudin ym. (2002) tutkimuksen mukaan eivat inhiboi ollenkaan PCR:4& toisin kuin
kalsiumalginaattitikkujen alginaatti, joita ei suositella kaytettavan. Tikku kuljetetaan ste-
riilissa, kuivassa koeputkessa laboratorioon. (Mertsola & He 2010: 174; Riffelmann ym.
2005.)

Talla hetkella ei ole olemassa FDA:n (Food And Drug Administration) hyvaksymia
PCR-menetelmia B. pertussikselle (Loeffelholz 2012). Euroopan tautivirastolla (Euro-
pean Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) on kuitenkin ohjeet ja proto-
kollat, joita se suosittelee reaaliaikaisen PCR:n kayttdéon B. pertussiksen diagnosoin-
nissa, mukaan lukien ohjeet naytteenottoon ja tulosten tulkintaan. ECDC suosittelee
kaytettavaksi PCR-menetelmaksi reaaliaikaista PCR:84, ja sekvenssispesifisia koetti-
mia parantamaan tulosten spesifisyytta (Dalby ym. 2012). Useita kohdesekvensseja on
mahdollista kayttda B. pertussiksen tunnistamiseen, mutta useammat niista esiintyvat
myds muissa bordetella lajeissa. Yleisesti kohdesekvenssind B. pertussiksen diag-
nosoinnissa kaytetddn insertiosekvenssia 1S481 (Dalby ym. 2012; Riffelmann ym.
2005.) Sekvenssin on todettu olevan herkka ja spesifinen kohdesekvenssi, jota 10ytyy

B. pertussiksen genomista noin 80—-100 kopiota (Reischl ym. 2001).



3.3 Serologiset menetelmat

Suurin osa hinkuyskaan sairastuvista vanhemmista rokotetuista lapsista, nuorista ja
aikuisista diagnosoidaan serologian avulla. Serologiaa ei kannata kayttaa taudin alku-
vaiheilla, silla vasta-aineet nousevat hitaasti monen viikon kuluessa. B. pertussiksen
vasta-aineiden tunnistuksessa kaytetdan yleensad ELISA-menetelmia (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay), jossa mitataan enimmakseen IgG-, mutta myds IgA- ja IgM-
luokan vasta-aineita. ELISA-menetelmissa yleisesti kaytdssa oleva antigeeni on per-
tussistoksiini. ECDC suosittelee pertussistoksiini IgG-ELISA:aa B. pertussiksen serolo-
giseen diagnostiikkaan ja WHO:n standardisoimaa referenssiseerumia B. pertussis -
antigeenin vasta-aineiden mittaamiseen (Riffelmann ym. 2012). Eri tutkimuksissa per-
tussistoksiini-lgG-serologiasta on saatu hyvid tuloksia, mutta jos potilas on rokotettu
l&hiaikoina, testi ei ole kayttokelpoinen, silla myds kaytdssa olevat rokotteet sisaltavat

pertussistoksiini-antigeenia. (Mertsola & He. 2010: 174; Riffelmann ym. 2005.)

3.4 Muiden Bordetellojen erotusdiagnostiikka

B. pertussis ja B. parapertussis ovat samankaltaisia lajeja, mutta B. parapertussis ei
ilmenna pertussistoksiinia koodaavaa geenia. Lajien on arvioitu kehittyneen itsenaisiksi
ihmisten patogeeneiksi B. bronchisepticasta, joka on eldimista |6ydetty patogeenin laji.
(Guiso 2007.) B. parapertussis aiheuttaa myos hinkuyskaa, mutta taudinkuva on lie-
vempi ja sita esiintyy enimmakseen rokotetuilla lapsilla. Mertsolan & Hen (2010: 172)
mukaan suomalaisten tekeméssa tutkimuksessa joka kolmas avohoidon potilailta vilje-
Iylla tai PCR:Il& varmistettu hinkuyskainfektio oli B. parapertussiksen aiheuttamaa. B.
parapertussis diagnosoidaan omalla PCR-menetelmalla ja yleisesti kaytdssa oleva
kohdesekvenssi on 1S1001. Askettain USA:ssa loydettiin uusi B. pertussiksen sukulu-
lainen B. holmesii, joka aiheuttaa myds puuskittaista yskaa. Se ei kasva normaalissa B.
pertussikselle tarkoitetussa kefaleksiinia sisaltdmalla kasvatusalustalla, mutta sen on
huomattu reagoivan ristiin tavallisimman B. pertussis -alukkeen, 1S481, kanssa antaen
vaaria positiivisia tuloksia. B. holmesiita ei ole kuitenkaan 16ydetty Suomesta. (Mertsola
& He 2010: 171-172.)
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4 DNA:n eristdminen

DNA:n eristys on molekyylibiologiassa kaytetty perusmenetelma. Ennen kuin DNA:ta
voidaan kayttaa, kuten esimerkiksi monistaa PCR:lI4, taytyy se ensin monesti eristaa ja
puhdistaa lahtémateriaalista (Suominen ym. 2010). Lahtdmateriaalina voi toimia mika
tahansa biologinen materiaali, kuten kudokset, solut tai viruspartikkelit. Talla hetkella
on olemassa monia erikoistuneita DNA-eristysmenetelmia erilaisille naytemateriaaleille.
Menetelmista on kehitetty erilaisia manuaalisia kaupallisia kittejd, joista suurin osa on
kuitenkin monivaiheisia ja aikaa vievid. Viimeisten vuosien aikana vdhemman tyota
vaativien automaattisten menetelmien kayttd onkin kasvanut. Vaikka DNA:ta on mah-
dollista eristaa monilla eri menetelmilla, on niilla kaikilla yhteiset perusvaiheet: solun
lyysaus ja DNA:n puhdistaminen muista solun komponenteista. Solun lyysauksessa
solun rakenne hajotetaan ja nukleiinihapot vapautetaan. Lyysauksen jalkeen vapautu-
neet nukleiinihapot puhdistetaan muista solun komponenteista, kuten proteiineista,
hiilihydraateista, lipideista ja RNA:sta. DNA:n eristyksessd on tarkeaa, etta kohde-

DNA:han jaisi mahdollisimman vahéan epapuhtauksia. (Tan & Yiap 2009.)

Orion Diagnostican Oy:n tuotekehitysvaiheessa oleva uusi naytteenkasittelymenetelma
on nukleiinihappojen eristysmenetelma Kkliiniseen diagnostiikkaan. Naytteenkasittely-
menetelm& on tarkoitus kehittdd mahdollisimman nopeaksi, helpoksi ja kayttajaystaval-
liseksi. Menetelm& perustuu superparamagneettisiin silikananopartikkeleihin ja Boomin
ym. (1993) patentoimaan kiintedfaasiuuttomenetelméan, jossa sililkapaallysteiset par-
tikkelit sitoutuvat nukleiininappoihin kaotrooppisen suolan lasna ollessa.

4.1 DNA:n eristaminen Bordetella pertussis- ja muista kliinisista naytteista

PCR:aan perustuvan diagnostiikan ongelmana on kliinisten naytteiden epapuhtauksista
johtuva inhibitio, mik& tekee DNA:n eristimisen suoraan kliinisesta naytteesta haasta-
vaksi. T&h&n mennessé esimerkiksi veren, nenaliman ja virtsan on osoitettu inhiboivan
PCR:ssé kaytettavaa DNA-polymeraasia. Naiden inhibiittoreiden toiminta on kuitenkin
huonosti tunnettua. Kliinisista naytteista johtuva inibitio korostaa tehokkaiden eristys-
menetelmien tarpeellisuutta diagnostiikassa. Erilaisten kliinistennaytteiden eri koostu-
muksista johtuen, kullekin naytteelle tulisi soveltaa niille ominaisia eristysprotokollia.
(Aygan 2005.)
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Erilaiset kaupalliset manuaaliset kitit ja automaattiset menetelmat ovat sopivia kliinisten
naytteiden DNA:n eristamiseen. ECDC suosittelee Bordetella pertussiksen eristami-
seen esimerkiksi Qiagenin QlAamp DNA mini -kittid (Dalby 2012), joka on myos silika-
pohjainen nukleiinihappojen eristysmenetelma (Qiagen 2012) sekd Rochen Pure DNA
template preparation -kittid, joka perustuu silikapartikkeleilla immobilisoituihin spin-
kolonneihin (Roche Applied Science 2008). Myds automaattista magneettisiin silikapar-
tikkeleihin perustuvaa Rochen MagNA Pure system -eristysmenetelmaa pidetdan sopi-

vana (Roche diagnostics 2012).

4.2 Magneettipohjainen nukleiinihappoeristys

Magneettipartikkeleihin pohjautuva nukleiinihappoeristys on yksinkertainen ja tehokas
menetelma, jota kaytetaan nykyaan yleisesti nukleiinihappojen eristykseen. Magnetis-
miin perustuvat menetelmat ovat nopeita ja helppoja verrattuna tavallisiin monivaihei-
siin paljon pipetointia ja sentrifugointeja vaativiin eristysmenetelmiin. Eristys on mah-
dollista tehda suoraan naytemateriaalista, kuten verestd, homogeenisesta kudoksesta
tai viljelyalustasta, ilman tyolaita esikasittelyvaiheita. Menetelmat ovat myds tarpeeksi
herkkia erityisesti nukleiinihappojen sekd myo6s proteiinien ja muiden biomolekyylien
eristykseen, silla ne altistavat kohdemolekyylin vain hyvin vahaiselle mekaaniselle
stressille. Magneettiset partikkelit ovat myos helposti ja valikoidusti poistettavissa jopa
hyvin viskoosisista naytemateriaaleista, kuten erilaisista kliinisistd naytteista. Teknolo-
gia on myos helposti automatisoitavissa, miké mahdollistaa useiden naytteiden kasitte-
lyn samanaikaisesti. Nykydan monia eri magneettisia partikkeleita seka niille kehitettyja
manuaalisia etta automatisoituja protokollia on kaupallisesti saatavilla. (Berensmeier
2006; Saiyed ym. 2003.)

Perinteisessa manuaalisessa magneettisessa erottelussa magneettiset partikkelit py-
syvét yhdessa reaktioputkessa, liikkuvana osana olevan nesteen vaihtuessa. Kuvassa
3 on esitetty DNA:n eristys magneettisilla nanopartikkeleilla. Ensimmaisessa vaiheessa
lyysispuskuriin lisdtddn naytemateriaali. Puskuri hajottaa naytteessa olevien solujen
rakenteet ja vapauttaa nukleiinihapot. Lyysauksen jalkeen putkeen lisdtdan sidospus-
kuri ja magneettipartikkelit, joihin lyysauksessa vapautuneet nukleiinihapot sitoutuvat.
Kolmannessa vaiheessa nukleiinihapot puhdistetaan epapuhtauksista lisdadmalla pesu-
puskuri. Pesun jalkeen magneettipartikkelit sidotaan ulkoisen magneetin avulla putken

seindmaan ja muu neste poistetaan. Viimeisessa vaiheessa reaktioputkeen lisatdan
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eluutiopuskuri, johon nukleiinihapot irtoavat magneettipartikkeleista. Lopulta eluu-
tiopuskuri puhtaine nukleiinihappoineen voidaan poistaa siirtamalla magneettipartikkelit

putken seind&n taas ulkoista magneettia kayttden. (Berensmeier 2006.)

Niyte Magneettipartik- Pesupuskuri Eluutiopuskuri Puhdas DNA
. - kelit ja Supernatantin
i Lyysispuskuri i sidospuskuri 'i poisto i?
Yy - > C > > CY

Kuva 3. Perinteinen magneettinen nukleiinihappoeristys. 1. Solut hajotetaan lyysispuskurissa.
2. Sidospuskuri lisataan, jolloin vapautuneet nukleiinihapot sitoutuvat magneettipartik-
keleihin. 3. Reaktioputkeen lisatd&n pesupuskuri, jonka jalkeen magneettipartikkelit si-
dotaan ulkoisen magneetin avulla reaktioputken seindm&an ja muu neste poistetaan.
4. Nukleiinihapot eluoidaan magneettipartikkeleista eluutiopuskuriin 5. Puhtaat nukle-
iinihapot voidaan poistaa. (Berensmeier 2006, muokattu.)

Suurin osa nykyaan kaytetyistd magneettipartikkeleista on superparamagneettisia eli
ne voidaan helposti magnetisoida ulkoisella magneettikentalla ja palauttaa valittomasti,
kun magneettikenttd poistetaan. Partikkelit ovat kooltaan noin 0,5-10 pm ja ne voidaan
paallystaa usealla eri tavalla eri kdyttétarkoituksiin. Yleisid magneettipartikkeleita ovat
rautaoksideista, kuten magnetiittista (FesO4) ja maghemiittista (y-Fe,O3) valmistetut
partikkelit. Partikkelit voidaan paallystaa erilaisilla materiaaleilla, kuten nukleiinihappoja
sitovilla ligandeilla, synteettisilla polymeereilla, biopolymeereilla, huokoisella lasilla tai
epaorgaanisilla magneettisilla materiaaleilla. (Berensmeier 2006; Tan & Yiap 2009.)
Silikapaallysteiset magneettipartikkelit ovat yleisesti kaytettyja nukleiinihappojen eris-
tykseen. Ne ovat erittdin stabiileja ja adsorboivat tehokkaasti DNA:ta pinnalleen (Gritt-
ner ym. 2001).

4.3 Kehitettdva menetelma

Ty6ssa kehitettdva naytteenkasittelymenetelmé pohjautuu Boomin ym. (1990) kehitta-
maan kiinteafaasiuuttomenetelmaan nukleiinihappojen eristykseen erilaisista kliinisista
naytteistd. Menetelmassa nukleiinihapot sitoutuvat silikapaallysteisiin nanopartikkelei-
hin kaotrooppisen suolan, guanidiinitiosyanaatin (GUSCN), lasna ollessa (Boom ym.
1990). Guanidiinitiosyanaatti tehostaa nukleiinihappojen adsorptiota silikapartikkeleiden

pintaan denaturoimalla proteiineja ja muodostamalla kationisillan DNA:n ja silikapartik-
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keleiden vélille sek&a suojaamalla DNA:n negatiivista varausta (Sun ym. 2013). Guani-
diinitiosyanaattilla on myos nukleaaseja inaktivoivia ja soluja hajottavia ominaisuuksia,
jolloin solujen lyysaus ja nukleiinihappojen sitoutuminen silikapartikkeleihin voidaan
tehd&d samassa reaktiossa. Boomin metodiin perustuvissa menetelmissa solujen hajo-
tusta ja nukleiinihappojen sitoutumista silikapartikkeleihin seuraa yksi tai useampi pe-
suvaihe, jossa poistetaan kaotrooppisen suolan jaanndkset ja muut epapuhtaudet. Pe-
suliuoksena voidaan kayttda esimerkiksi suolaa tai etanolia. Pesukerrat vaihtelevat
protokollasta riippuen ja jalkimmaisissa pesuissa suola/etanolipitoisuus on yleensa
pienempi. Liian monet pesut ja varsinkin liilan alhainen suolapitoisuus voi johtaa kuiten-
kin nukleiinihappojen eluoitumiseen pesuliuokseen ja taten nukleiinihapposaannon
vahenemiseen. Lopuksi puhdistetut nukleiinihapot eluoidaan matalasuolaiseen pusku-
riin, kuten TE (Tris-Ethylenediaminetetraacetic acid) -puskuriin PCR:aa varten. (Herzer
2001: 174-177; Sun ym. 2013)

Tuotekehityksessa olevaa naytteenkasittelymenetelmaéd ja sen puskureiden koostu-
muksia ei tydssa voida yksityiskohtaisesti selostaa. Kuvassa 4 on havainnollistettu ke-
hitettdvassa naytteenkasittelymenetelmassa olevat nelja eri vaihetta. Ensimmaisessa
ja toisessa vaiheessa bakteerien soluseinat hajotetaan ja vapautuneet nukleiinihapot
sidotaan silikapaallysteisiin paramagneettisiin partikkeleihin guanidiinitiosyanaattia si-
saltdvassa puskurissa. Magneettipartikkelit nukleiinihappoineen siirretdan magneetti-
varren avulla kolmanteen vaiheeseen, pesuvaiheeseen, joka koostuu etanolia ja natri-
umkloridia sisaltavista puskureista. Neljannessd vaiheessa, eluutiossa, puhdistetut

nukleiinihapot irrotetaan magneettipartikkeleista TE-puskuriin.

=—1 Magneettivarsi

L

Magneettipartikkeleita

1-2. Solujen hajotus ja L . )
nukleiinihappojen sitominen 3. Nukleiinihappojen pesuvaihe 4. Eluutio
magneettipartikkeleihin
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Kuva 4. Kehitettdvan eristysmenetelmén vaiheet. 1-2. Solut hajotetaan ja nukleiinihapot sido-
taan magneettipartikkeleihin guanidiinitiosyanaatti-puskurissa. 3. Magneettipartikkelit
nukleiinihappoineen siirretddn magneettivarren avulla pesuvaiheeseen, joka koostuu
etanoli- ja natriumkloridi-puskureista. 4. Eluutiovaiheessa puhdistetut nukleiinihapot ir-
rotetaan magneettipartikkeleista.

4.4 Vertaillumenetelmét

4.4.1 Qiagen EZ1 Advance XL

Vertailumenetelméné kehitettavélle menetelmaélle kaytettiin Qiagenin EZ1 Advance XL
-eristysmenetelmé&d, joka on automatisoitu menetelma nukleiinihappojen puhdistuk-
seen eri ndytemateriaaleista seka diagnostiseen etta tutkimukselliseen kayttéon. Myos
Qiagenin EZ1 Advance XL -eristysmenetelma perustuu silikapdallysteisten magneettis-
ten nanopartikkeleiden kayttooén. Menetelmassa esikasiteltyyn naytteeseen lisataan
ensin sidospuskuri ja vapautuneet nukleiinihapot sitoutuvat silikapaallysteisiin nanopar-
tikkeleihin kaotrooppisen suolan lasna ollessa. Taman jalkeen magneettipartikkelit pes-
téaan ja lopulta puhtaat nukleiinihapot eluoidaan eluutiopuskuriin. (Himmelreich & Wer-
ner 2012.) Bakteerien DNA-eristyksesséd voidaan kayttdd EZ1® DNA Tissue Kit -
tuotepakkausta, joka sisaltdd kaikki eristyksessa tarvittavat liuokset ja komponentit.
Kaytettavan protokollan asennukseen kaytetdan EZ1 Advanced DNA Bacteria -korttia.
(Qiagen 2011.)

4.4.2 Bio Nobile QuicPick™-magneettikyna

Vertailumenetelméana kehitettavan menetelman magneettivarrelle kaytettiin Bio Bobilen

kTM

QuicPick™-magneettikynaéa. QuickPick™-teknologia perustuu kehitettdvan menetel-

man tavoin magneettipartikkeleiden liikuttamiseen nesteen sijaan. Teknologiassa nuk-

kTM kTM_

leiinihappoja eristetdan kayttaen QuicPick “-magneettista kynda yhdessa QuickPic

regenssien kanssa. Kynéda on kuitenkin mahdollista kayttaa myds muihin sovelluksiin,
jotka perustuvat magneettisiin partikkeleihin. (Bio-Nobile.) Kuvassa 5 on esitetty ko-

kTM

keessa kaytetty QuicPick'™ 1-M -magneettikyna ja kynan magneetin paalla kaytettavat

kertakayttoiset karjet.
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@ QuicPick™ 1-M
23001 - 1-magnet

Kuva 5. QuicPick™-magneettikyna ja siihen kuuluvat kérjet.

5 PCR menetelmana ja kayttoé diagnostiikassa

5.1 PCR:n periaate

Polymeraasiketjureaktio (polymerase chain reaction, PCR) on menetelmd, jonka avulla
voidaan monistaa DNA-jaksoja DNA-polymeraasin ja nukleotidijarjestykseltadan tunnet-
tujen alukkeiden avulla. Reaktiot tehddan yleensa pienissa mikrosentrifuugiputkissa,

joiden lampétiloja muunnellaan PCR-laitteessa. (Mullis 1987).

PCR:sséa kaytettavat alukkeet rajaavat DNA:sta alueen, joka halutaan monistaa. Aluk-
keet pariutuvat kaksijuosteisen DNA:n vastakkaisiin paihin eméaspariperiaatteen mukai-
sesti. Templaattina voi toimia kaksijuosteinen DNA, mutta myds RNA, josta valmiste-
taan ensin kaanteiskopioijaentsyymin avulla komplementaarinen DNA. Reaktioseok-
seen kuuluvat templaatin, polymeraasin ja alukkeiden lisaksi entsyymille sopiva pusku-
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ri, nukleotidit ja vesi. Reaktioon voidaan lisatd tarvittaessa myds magnesiumioineja,
joita DNA-polymeraasi tarvitsee kiinnittyessaan templaattiin, alukkeisiin ja nukleotidei-
hin. (Suominen ym. 2010: 153-162.)

PCR-sykliin kuuluu kolme vaihetta: denaturaatio, annealing ja ekstensio. Ensin temp-
laatti denaturoidaan, yleensa noin 95 °C:ssa noin 30 sekunnin ajaksi, jolloin kaksijuos-
teisen DNA:n juosteet irtoavat toisistaan. Tatd seuraa annealing eli alukkeiden kiinnit-
tyminen. Siind lampdétilaa lasketaan sen verran, yleensd 55—-74 °C:seen, etta alukkeet
pystyvét kiinnittymaan templaattiin. Reaktion kolmannessa vaiheessa, ekstensio- eli
pidennysvaiheessa, lampotilaa nostetaan kaytettavasta polymeraasista riippuen, noin
72 °C:seen, jolloin polymeraasi alkaa kiinnittd& reaktioseoksessa olevia nukleotideja
paikoilleen alukkeen 3’-paasta alkaen. Templaatti-DNA:n kummallekin juosteelle muo-
dostuu vastinjuoste, jotka taas denaturoidaan syklin ensimmaisessa vaiheessa. Alun
perin kahdesta juosteesta muodostuu siis ensimmaisen syklin jalkeen nelja juostetta,
toisen syklin jalkeen kahdeksan juostetta ja niin edelleen. Syklejd on yleensa 15-50.
(Suominen ym. 2010: 154-163).

Alukkeiden oikea suunnittelu on PCR:ssa hyvin tarkedd. Annealing-lampdtila riippuu
alukkeiden pituudesta ja nukleotidikoostumuksesta. T, (melting temperature) eli aluk-
keiden sulamislampdétila kuvaa tilaa, jossa puolet alukkeista on kiinnittyneené templaat-
tiin ja puolet on irrallaan reaktioseoksessa. Mitd suurempi alukkeiden nukleiinihappojen
G ja C pitoisuus on, sitd suurempi on sulamislampdtila ja sitéd voimakkaammin aluke
kiinnittyy templaattiin. T, ei saisi poiketa kaytettavien alukkeiden valilla enempaa kuin
kaksi astetta, jotta alukkeiden sitoutuminen olisi mahdollisimman samankaltaista. Sopi-
va annealing-lampdtila on yleensa noin viisi astetta vahemman kuin T,. (Suominen ym.
2010: 158-160.) Alukkeiden oikea pitoisuus on PCR-reaktion onnistumisen kannalta
myds tarkeda. Liian suuri alukepitoisuus voi aiheuttaa epaspesifistd monistumista ja

alukkeiden kiinnittymista toisiinsa (Life technologies).

PCR on erittdin altis kontaminaatioille, eli sellaiselle DNA:lle, joka ei ole peréisin alku-
perdisesta naytteesta. Taman takia varsinaisten monistusreaktioiden lisaksi tulisi tehda
negatiivinen ja positiivinen kontrolli. Varsinkin diagnostiikassa negatiiviset kontrollit ovat
tarkeitd, silla kontaminaatiot voivat aiheuttaa vaaria positiivisia tuloksia. (Suominen ym.
2010: 156-165.)
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5.2 gPCR - kvantitatiivinen reaaliaikainen polymeraasiketjureaktio

Kvantitatiivisessa reaaliaikaisessa PCR:ssa (quantitative real-time polymerase chain
reaction, gPCR) voidaan mitata spesifisesti halutun DNA:n maara naytteessa ja monis-
tumista voidaan tarkastella koko ajan reaktion edetessa. DNA:n monistus ja monistus-
tuotteen tunnistaminen tapahtuvat yhdessa vaiheessa, mika on kliinisen diagnosoinnin
kannalta kayttajaystavallista, silla se poistaa tyolaat monistuksen jalkeiset kasittelyt,
kuten geelielektroforeesin. Myds kontaminaatioriski on pienempi, kun monistustuotetta
ei tarvitse enaa kasitella laboratoriossa. (Suominen ym. 2010: 166-167; Yang & Roth-
man 2004.)

Menetelmassa monistuneen tuotteen seuraamiseen kaytetaan fluoresoivia merkkiainei-
ta, joiden signaali moninkertaistuu niiden sitoutuessa syntetisoitavaan DNA-
juosteeseen. Nykyiset PCR-laitteet voivat mitata jopa kuutta eri varia. Signaali ilmoite-
taan fluoresenssiyksikkdna eli RFU:na (Relative fluorescence unit), joka on jokaisella
laitteella eri. Fluoresenssin voimakkuus kasvaa samassa suhteessa monistuneen tuot-
teen kanssa. Monistuksen alkuvaiheessa signaali on heikkoa, eika sitd voida erottaa
taustasignaalista. Tuotteen maaran kasvaessa eksponentiaalisesti, myos signaali nou-
see ja lopulta tasaantuu monistuksen paattyessa nukleotidien, alukkeiden ja entsyymi-
en loppumiseen. Taustasignaalin erottamiseksi fluoresenssille voidaan asettaa kyn-
nysarvo (threshold), jonka ylittyessd nayte voidaan katsoa olevan positiivinen. Ct- (cy-
cles required to reach threshold) arvo kuvaa sita syklimaaraa, jolloin monistuneen tuot-
teen signaali ylittdd kynnysarvon. Mitd enemman DNA:ta on naytteessd, sitd aikai-
semmin sen signaali ylittaa kynnysarvon. Monistuneen tuotteen maaraa voidaan mitata
vertaamalla sen Cr-arvoa DNA-kopiomaariltdan tunnettuihin standardeihin. (Kubista
ym. 2006: 98—-102; Suominen ym. 2010: 167.)

Menetelmassa fluoresoivia merkkiaineita voidaan kayttaa joko epaspesifisesti tai spesi-
fisesti. Spesifisessd menetelmassa kaytetaén fluoresoivia véareja, joista SYBR® Green |
on yksi yleisimmin kaytetty vari. Fluoresoivan vérin signaali voimistuu, kun se sitoutuu
polymerisoinnin jlkeen kaksijuosteiseen DNA:han (kuva 6). Sitoutuminen on epaspesi-
fista, silla vari sitoutuu samalla tavalla mihin tahansa reaktioseoksessa olevaan kaksi-
juosteiseen DNA:han. Spesifisessd menetelmassa kaytetdan fluoresoivia koettimia.
Koettimet ovat monistettavalle tuotteelle spesifisid sekvensseja, joihin merkkiaineet on
valmiiksi sidottu. ECDC:n suosittelemassa PCR-menetelméasséa B. pertussiksen diag-

nosointiin kaytetaan LightCycler® -koettimia ja FRET (fluorescence resonance energy
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transfer) -menetelmaéa (Dalby ym. 2012). FRET-menetelm& on energiansiirtotekniikka,
jossa koettimen sitouduttua templaatti-DNA:han toisessa koettimessa oleva fluorofori
viritetddn sille ominaiselle aallonpituudelle ja sen energia siirtyy vieressa olevalle toisen
koettimen fluoroforille, jonka signaali mitataan. (Kubista ym. 2006: 98—-102; Suominen
ym. 2010: 166-168.)

SYBRE® Green

polymerisoinnin jalkeen var sitoutuu ja fluoresoi

Kuva 6. SYBR® Green | -fluoresoivan varin sitoutuminen kaksijuosteiseen DNA:han (NFSTC
Science Serving 2015, muokattu).

5.3 Kayttd diagnostiikassa

Viime vuosina kvantitatiivisia reaaliaikaisia PCR-menetelmia on kehitetty tartuntatau-
tien, erityisesti bakteeritautien, rutiinidiagnostiikkaan. PCR:aan perustuvat menetelmat
ovat viljelyyn verrattuna nopeampia ja herkempia mahdollistaen jopa yhden bakteerin
tunnistuksen naytteesta. Menetelmillda voidaan myds tunnistaa niita lajeja, joiden viljely
on hankalaa tai jopa mahdotonta. Toisin kuin viljelylla, PCR-menetelmilla on myos
mahdollista diagnosoida potilaita, joiden antibioottihoito on jo aloitettu. Antibioottiresis-
tenssin tutkiminen perinteisin keinoin viljeleméalla on aikaa vievdd. PCR-menetelmat
mahdollistavat antibioottiresistenssigeenien ja mutaatioiden nopean tunnistamisen,
mika helpottaa potilaan hoidon optimointia. Reaaliaikaista gPCR:aa voidaan kayttaa
maarittamaan bakteerien maaraa kliinisessa naytteessa. Menetelmalla on mahdollista
tunnistaa seka elavat etta kuolleet bakteerit naytteesta. Hyvin harva kaupallinen PCR-
testi on kuitenkaan kehitetty ja kliinisesti validoitu bakteeri-infektioiden diagnostiikkaan.
FDA on hyvéksynyt PCR-pohjaiset menetelmét muun muassa bakteereille Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycobacterium tuberculosis ja Streptococcus
agalactiae. Bordetella pertussiksen diagnosointiin ei ole olemassa FDA:n hyvaksymia
PCR-menetelmia. (Maurin 2012; Yang & Rothman 2004.)
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PCR:aan perustuvien menetelmien haittapuoli on sen alttius vaarille positiivisille ja ne-
gatiivisille tuloksille. PCR-menetelmien korkea herkkyys nostaa kontaminaatioriskia ja
pienikin maara monistustuotetta edellisesta reaktioista voi aiheuttaa vaaria positiivisia
tuloksia. Vaarat negatiiviset tulokset voivat johtua alkuperdisen naytteen alhaisesta
patogeenipitoisuudesta tai eristyksen huonosta DNA-saannosta. Kliinisen naytemateri-
aalin, kuten veren, virtsan ja nenanaytteiden inhibiittorit voivat estda monistusreaktion
kaynnistymisen aiheuttaen vaaria negatiivisia tuloksia. Menetelmien toinen haittapuoli
on niiden kallis hinta verrattuna perinteisiin menetelmiin, kuten viljelyyn. Toisaalta, kun
PCR-menetelmat kehittyvat automaattisiksi ja toistettavuudeltaan tehokkaammiksi, ne
tulevat olemaan kysynnan myoéta hinnaltaan kilpailukykyisia perinteisille menetelmille.
(Yang & Rothman 2004.)

6 TyoOn tarkoitus

6.1 Naytteenkasittelymenetelman kehittaminen

Insin6oritydn tarkoituksena oli kehittda Orion Diagnostica Oy:n tuotekehitysvaiheessa
olevaa uutta nukleiinihappojen eristykseen tarkoitettua naytteenkasittelymenetelmaa
Bordetella pertussis -bakteerin eristamiseen. Tavoitteena oli kehittdd menetelmaa niin,
ettd silla saataisiin suurin mahdollinen DNA-saanto. Tavoitteena oli myo6s tutkia miten
tyypillinen B. pertussis -nayte, nenasivelyndyte, vaikuttaa DNA:n eristamiseen ja

PCR:aan kehitettavalla menetelmalla.

Naytteenkasittelymenetelmén kehittamiseksi tehtiin kokeita, jotka koostuivat menetel-
massa kaytettavien puskureiden kehittdmisesta ja naytemateriaalina olevan nenaliman
vaikutuksen selvittamisesta eristymiseen ja magneettipartikkeleiden sailyvyyden tutki-
misesta. Kehitettdvaa menetelmaa verrattiin myos kaupalliseen silikamagneettipartik-
keleihin perustuvaan Qiagenin EZ1 Advance XL -eristysmenetelmdan ja menetelmassa

kaytettdvad magneettivartta kaupalliseen Bio Nobilen QuicPick™-magneettikynaan.

Tyo6ssa tehdyt kokeet jaettiin kuuteen eri osa-alueeseen:

e Vertailu kaupalliseen Qiagen EZ1 Advance XL -eristysmenetelmaan

e Kehitettdvan eristysmenetelman puskurien DNA-jaannokset
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e Nenasivelynaytteen inhibiittoreiden vaikutus

e Pesupuskureiden optimointi

¢ Magneettipartikkeleiden sailyvyys

e Magneettivarren ja QuicPick ™

-magneettikynan vertailu

Kokeiden tavoitteet ja tarkoitukset on esitetty alla tdssa luvussa.

Vertailu kaupalliseen Qiagen EZ1 Advance XL -eristysmenetelméan

Kehitettavan naytteenkasittelymenetelman ja Qiagenin EZ1 Advance XL -
eristysmenetelman vertailukokeen tavoitteena oli saada kasitys, kuinka tehokas kehi-
tettava naytteenkasittelymenetelma on talla hetkelld verrattuna kaupalliseen menetel-
maan, joka myds perustuu magneettisiin silikananopartikkeleihin. B. pertussis -
nenénielunédytteen soluméaérat vaihtelevat noin sadasta solusta 10°-soluun (Nakamura
ym. 2010), joten B. pertussiksen diagnosoimisessa pientenkin solumaarien tehokas
eristyminen on tarkeda. Tasta johtuen tarkoitus oli myds selvittaa, kuinka pienen solu-
maaran kehitettavalla menetelméllda on mahdollista eristaa ja mika on kehitettdavan me-
netelman DNA-saanto verrattuna kaupalliseen eristysmenetelmaan. Vertailussa ei otet-
tu huomioon naytemateriaalin vaikutusta vaan eristykset tehtiin kdyttden ainoastaan B.

pertussis -soluja.

Kehitettavan eristysmenetelmén puskurien DNA-jaadnnokset

Koska Qiagen EZ1 Advanced XL -eristysmenetelman ja kehitettavan eristysmenetel-
man vertailussa tulosten perusteella todettiin kehitettdavan menetelméan DNA-saannon
olevan vahaisempi, paatettiin kokeilla, kuinka paljon DNA:ta jaa eristysprotokollan eri
puskureihin. Eristyksen jalkeen jokaisesta puskurista otettiin naytteet, jotka ajettiin
PCR:ss&. Protokollassa magneettipartikkeleiden tulee siirtdd guanidiinitiosyanaatti-
puskurissa hajonneista soluista irronnut DNA seuraaviin vaiheisiin. Jotta nahtiin, kuinka
paljon guanidiinitiosyanaatti-puskuriin jaa DNA:ta magneettipartikkeleiden jalkeen, otet-

tiin puskurista naytteet seka ennen etta jalkeen magneettipartikkeleiden.
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Nenasivelynaytteen inhibiittoreiden vaikutus

Nendlimalla on todettu olevan PCR:44 inhiboivia vaikutuksia (Aygan 2005) ja niiden
vaikutusta kehitettdvdn menetelman eristystehokkuuteen tutkittin nenasivelynaytteen
inhibiittoreiden vaikutus -kokeella. Nenéliman vaikutuksen tutkimiseen ei ollut kaytdssa
nenatikkunaytteitd, joissa naytemateriaalia olisi otettu nenanielusta. Naytemateriaalin
vaikutusta eristymiseen tutkittiin kastamalla nenanielutikku naytepurkissa olevaan ne-
nalimaan ja eristamalla se yhdesséa B. pertussis -solujen kanssa. Vaikka aitoa kliinista
naytetta ei ollutkaan saatavilla, kokeella saatiin suuntaa antavaa tietoa naytemateriaa-

lin inhiboivista vaikutuksista kehitettavan menetelméan eristyvyyteen sekd PCR:aan.

Pesupuskureiden optimointi

Pesupuskureiden optimointi -kokeessa selvitettiin saadaanko DNA-saantoa nostettua
muulla kuin alkuperéisellda pesutavalla. Kokeessa tehtiin nelja erilaista eristysta, jossa
kolmea eri pesuvaihtoehtoa verrattiin kehitettdvan menetelmén alkuperaiseen pesuta-
paan, jossa ensimmainen puskuri sisaltdd etanolia ja toinen natriumkloridia. Kokeessa
kokeiltujen pesuvaihtoehtojen koostumuksia ei voida tydssa julkaista. Samassa ko-
keessa kaikkia eri pesuvaihtoehtoja kokeiltin myds nenasivelynaytteen kanssa. Talla
kertaa naytemateriaalia kaytettiin vahemman kuvaamaan paremmin oikeaa nenanielu-

naytetta.

Magneettipartikkeleiden sailyvyys

Magneettipartikkeleiden sailyvyys -kokeella selvitettiin, pystyyké magneettipartikkeleita
sailyttamaan naytteenkasittelymenetelman guanidiinitiosyanaatti-puskurissa vai huo-
nontaako tdma liilkaa partikkeleiden tehokkuutta sitoa DNA:ta. Boomin menetelman
patentin mukaan silikapartikkeleita on mahdollista sailyttdd guanidiinitiosyanaatissa,
mika kuitenkin vahentaa partikkeleiden kayttoikaa (Boom ym. 1993). Kayttoikaa selvi-
tettiin  kokeessa, jossa magneettipartikkeleita sailytettin guanidiinitiosyanaatti-
puskurissa seuraavissa ajanjaksoissa: nelja viikkoa, kolme viikkoa, kaksi viikkoa, yksi
viikko ja kolme péaivaa. Ajanjaksoja verrattiin eristyksiin, joissa kaytetyt magneettipartik-
kelit oli lisatty vasta juuri ennen eristystd. Jos magneettipartikkeleita tullaan sailytta-
maan guanidiinitiosyanaatti-puskurissa, tulee nayte lisata vasta magneettipartikkelei-

den lisdamisen jalkeen, mika poikkeaa kehitettavan menetelmén aikaisemmasta proto-
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kollasta. Taméan takia kokeessa verrattin myds naiden eri toimintatapojen merkitysta

eristymiseen.

Magneettivarren ja QuicPick™-magneettikynan vertailu

Magneettivarren ja QuicPick™

-magneettikynan vertailussa tavoitteena oli tutkia, kuinka
kehitettavassa menetelmdassa kaytettava magneettivarsi eroaa ominaisuuksiltaan kau-
palliseen tuotteeseen. Vertailukokeessa haluttin verrata ainoastaan menetelmien

magneettien kayttaytymistd, joten magneettikynaan kuuluvia reagensseja ei kaytetty.

6.2 Naytteenkasittelymenetelman testialustan visuaalisen ilmeen suunnittelu

InsinGoritydn toisena osa-alueena oli kehitettavan naytteenkasittelymenetelméan tes-
tialustan visuaalisen ilmeen suunnittelu ja kaytettavyyden testaus. Naytteenka&sittely-
menetelma on tarkoitettu nopeaan ja helposti suoritettavaan nukleiinihappojen eristyk-
seen. Eristyksen tulisi olla mahdollista suorittaa riippumatta tydskentelijan koulutus-
taustasta. Lopullisen tuotteen tulee sisaltda kaikki eristykseen tarvittavat komponentit.
Visuaalisen ilmeen ja kaytettavyyden suunnittelu toteutettiin Orion Diagnostican néayt-
teenkasittelymenetelman protokollan toimivuudelle ja testialustan kaytettavyydelle aset-

tamien vaatimusten mukaan.

7 Materiaalit ja menetelmat

7.1 Bordetella pertussiksen kasvatus

Tyo6n toteutus alkoi Bordetella pertussiksen kasvatuksella. B pertussista kasvatettiin
Bordet Gengou -kasvatusalustalla, jota kaytetdan vyleisesti B. pertussiksen viljelyyn
(Guiso 2007: 7-8). Maljoja viljeltin 3—6 vuorokautta. Jotta varmistuttiin B. pertussis -
kasvuston olevan puhdasviljelm&, ensimmaisestd maljasta poimittiin yksi pesake, joka
siirrostettiin uudelle maljalle ja josta siirrostettiin edelleen yksi pesake viela kolmannelle
maljalle. Kolmannella maljalla kasvanut B. pertussis eristettiin ja todettiin oikeaksi bak-
teeriksi PCR:n avulla. Kuvassa 7 on néhtdvissa B. pertussiksen kasvustoa BG -

maljalla.
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Kuva 7. Bordetella pertussis -kasvustoa Bordet Gengou -maljalla.

Eristyskokeiluja varten B. pertussista olisi ollut hyva viljella nestemaisella kasvatusalus-
talla, jotta saataisiin solususpensio, jonka bakteerimaara olisi maaritettavissa. B. per-
tussikselle sopiva nestemainen kasvatusalusta on Stainer Scholte (SS) -kasvatusliemi,
jota ei kuitenkaan ollut kaupallisesti saatavana. Stainer Scholte -lientd valmistettiin itse
WHO:n B. pertussiksen diagnosointiin tarkoitetun laboratoriomanuaalin ohjeen mukaan
(Guiso 2007: 22-23). B. pertussista ei kuitenkaan télla kasvatusalustalla saatu kasva-
maan. Jotta saataisiin solususpensio, jonka bakteerimaara on maaritettavissa, muuta-
mia peséakkeitd B. pertussista suspensoitiin fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen
(PBS). Taman solususpension pesékkeitd muodostavien yksikdiden méaara mikrolitras-
sa eli cfu-maara (colony forming unit) maaritettiin pipetoimalla suspensiosta laimenne-
tuista laimennoksista 50 pul BG-maljoille. Maljoilla kasvaneet pesakkeet (kuva 8) lasket-

tiin ja cfu/ul maaritettiin kaavion 1 mukaan.

pesakemaara . )
cfu/wl = —————————x laimennoskerroin
pipetoitu maara pl

Kaavio 1. Cfu-maarityksessa kaytetty laskukaava.
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Kuva 8. Yksittaisia Bordetella pertussis -pesékkeitd Bordet Gengou -maljalla.

7.2 gPCR:n pystytys

Insin6oritydssa kehitettavan eristysmenetelman DNA saannon mittaamiseen kaytettiin
kvantitatiivista reaaliaikaista PCR:aa eli qPCR:44. Ennen gPCR:n pystystysta B. per-
tussikselle sopivat alukkeet ja PCR-protokolla etsittiin kirjallisuudesta. Tydssa kokeiltiin
kahta eri alukeparia, jotka molemmat on suunniteltu B. pertussiksen insertiosekvenssil-
le 1S481. Toinen alukepari valittiin reaaliaikaisesta PCR-menetelmasta, jota ECDC
suosittelee B. pertussiksen diagnosointiin (Dalby ym. 2012) ja toinen alukepari Ménar-

din ym. (2006) PCR-protokollasta. Kaytetyt alukeparit on esitetty taulukossa 1.
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Taulukko 1. B. pertussikselle kokeillut alukkeet, niiden sekvenssit ja lahteet.

Alukepari Sekvenssi (5' - 3') Ldhde

Forward: BP-1 GATTCAATAGGTTGTATGCATGGTT

Dalby ym. 2012.
Reverse: BP-2 TTCAGGCACACAAACTTGATGGGCG

Forward: F1-BP | TCCGAACCGGATTTGAGAAA

Ménard ym. 2006.

Reverse: R1-BP | CCGGGCTCCTTGAGTGAA

Alukepari BP-1 ja BP-2 monistavat pidempada, 181 bp:n kokoista aluetta ja alukepari
F1-BP ja R1-BP lyhyempad, 60 bp:n kokoista aluetta B. pertussiksen insertiosekvens-
sistd. Alukkeiden asettuminen B. pertussiksen insertiosekvenssiin 1S481 on esitetty

kuvassa 9.

15481:

TGTGAACATCANTACEIICIAICEATGENI CATCCGAACCGGATTTGAGAAAC TGGAAATCGC
CAACCCCCCAGTTCACTCAAGGAGCCCGGCCGGATGAACACCCATAAGCATGCCCGATTGAC

CTTCCTACGTCGACTCGAAATGGTCCAGCAATTGATEGECOATCAACTIICTCICCETEAAGC
GGCCCGCGCCTATGGGGTCACCGCGCCBACTGTGCGCAAATGGCTGGGCCGCTTCCTGGET

CAGGGCCAGGCGGGCTTGGCCGATGCGTCCTCGCGCCCGACGGTCTCGCCCCGAGCGATTG
CGCCGGCCAAGGCGCTGGCTATCGTGGAGCTGCGCCGUAAGCGGCTGACCCAAGCGCGCAT
CGCCCAGGCGCTGGGCGTGTCAGCCAGCACCGTCAGCCGCGTCCTGGCCCGCGCCGGTCTG
TCGCACCTGGCCGACCTGGAGCCGGCCGAGCCGGTGGTGCGCTACGAGCATCAGGCCCCCG
GCGATCTGCTGCACATCGACATCAAGAAGCTGGGACGTATCCAGCGCCCTGGTCACCGGGTC
ACGGGCAACCGACGCGATACCGTTGAGGGGGCCGGCTGGGACTTCGTCTTCGTGGCCATCGA
TGACCACGCCCGCGTGGCCTTCACCGACATCCACCCCGACGAGCGCTTCCCCAGCGCCGTCE
AGTTCCTCAAGGACGCAGTGGCCTACTACCAGCGCCTGGGCGTGACCATCCAGCGCTTGCTC
ACCGACAATGGCTCGGCCTTTCGCAGCCGCGCCTTCGCCGCGCTGTGCCATGAGCTGGGCAT
CAAGCACCGCTTTACCCGACCTTACCGCCCACAGACCAATGGCAAGGCCGAACGCTTCATCCA
GTCGGCCTTGCGTGAGTGGGCTTACGCTCACACCTACCAGAACTCCCAACACCGAGCCGATG
CCATGAAATCCTGGCTACACCACTACAACTGGCATCGACCCCACCAAGGCATCGGGCGCGCT
GTACCCATCTCCAGACTCAACCTGGACGAATACAACCTATTGACAGTTCACAACTAGG

Kuva 9. Alukkeiden BP-1 ja BP-2 (tummansiniselld) ja alukkeiden F1-BP ja R1-BP (vaalean-
siniselld) asettuminen Bordetella pertussiksen insertiosekvenssiin 1S481.

ECDC:n suosittelema PCR-protokolla B. pertussiksen diagnosointiin perustuu FRET-
menetelmaan, jossa kaytetaan LightCycler® -koettimia. Koettimilla on mahdollista saa-
da spesifisempdaa signaalia, mutta tyossa paadyttiin kokeilemaan alukkeita ilman naita
koettimia. Alukkeet ilman koettimia testattiin internetistd saatavana olevalla MFEprimer-
2.0 —ohjelmalla (Wubin Qu & Chenggang Zhang), jotta varmistuttiin alukkeiden spesifi-
sestd sitoutumisesta haluttuun kohde-DNA:han ilman koettimiakin. Alukekokeilussa

kaytettin Ménardin ym. (2006) PCR-protokollaa, joka perustuu SYBR® Green -
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detektioon. Yhden PCR-reaktion kokonaistilavuus oli 25 pl, joka sisélsi 12,5 ul kaupal-
lista Power SYBR® Green PCR Master Mixia (Applied Biosystems), 0,3 pM kumpaakin
aluketta ja 1 pl templaatti DNA:ta. Kéaytetty PCR-ohjelma on esitetty liitteessa 2
(Ménard ym. 2006).

Monistusta kokeiltiin kuudella eri laimennoksella B. pertussiksen genomista DNA:ta.
Kuvasta 10 nahdaan, etta alukeparilla BP-1 ja BP-2 monistuminen on parempaa kuin
alukeparilla F1-BP ja R1-BP. Alukeparilla BP-1 ja BP-2 monistuminen alkaa keskimaa-

rin noin 1,3 syklia aikaisemmin kuin alukeparilla F1-BP ja R1-BP.

Amplification
3500 § T . ———— i
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3000 4. M Alukkeet BP-1 ja BP-2 =
2500 1 M AlukkeetF1-BPjaR1-BP o _ et =
. " o=
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1500 + R P e s |
1 o o e
e -~ »
1000 4 L T i . ]
: : A e ey /
500 g : 4 T S
1 ; ' VA S ' J//- ]
- - - - .. " - 'l. il — -~ ll- _ - - - : : . I : ]
. , ; -

Kuva 10. B. pertussiksen gDNA:n monistuminen alukeparilla BP-1 ja BP-2 ja alukeparilla F1-BP
ja R1-BP. Nollakontrollien monistuminen johtuu PCR-reaktiossa kaytetystd suuresta
alukemaarasta ja alukkeiden sitoutumisesta toisiinsa.

Kuvasta 10 nahdaan myds, ettd PCR-ajossa mukana olleet nollakontrollit monistuvat.
Taman ei katsottu johtuvan kuitenkaan kontaminaatiosta vaan reaktiossa kaytetysta
alukkeiden suuresta maarasta, joka aiheuttaa alukkeiden epaspesifistd sitoutumista
toisiinsa. Nollakontrollit eivat myds nouse sulamiskéyréssa (kuva 11) samassa lampoti-
lassa kuin kohde-DNA. Sulamiskayrassa nakyvat kaksi piikkia kuvaavat eri alukeparien
monistamaa erikokoista DNA-pétkaa. Alukkeiden F1-BP ja R1-BP monistamien tuottei-
den sulamislampétila on 77,5 °C ja alukkeiden BP-1 ja BP-2 sulamislampdtila on 81,5

°C.



27

Melt Peak
T v L — — — —r v ¥ T

sop J-- @ Alukkest BP-1 ja BP-2 1A
B Alukkest F1-BPja R1-BP 'ff \%
400 + W Nollakontrolit |

300 +

A(REUPAT

200 +

100 +

] a0 95

Temperature, Celsius

Kuva 11. Alukekokeilun PCR-sulamiskayrét. Alukkeiden BP-1 ja BP-2 monistamien tuotteiden
sulamislampétila on 81,5 °C ja alukkeiden F1-BP ja R1-BP monistamien tuotteiden su-
lamislampétila on 77,5 °C. Nollakontrollit eivat nouse samassa lampétilassa kuin koh-
de-DNA.

Koska monistuminen oli parempaa alukeparilla BP-1 ja BP-2, paadyttiin kaikissa insi-
nddrityon kokeissa kayttdmaan naita alukkeita ja tassé alukekokeilussa kaytettya PCR-

protokollaa. Alukekokeilun raakadata on esitetty liitteessa 3.

7.3 Standardisuora ja kvantitaatio

Insinoritydn kokeissa eristettyjen naytteiden DNA-pitoisuuden ja kaytetyn gPCR-
protokollan herkkyyden selvittamiseen kaytettin standardisuoraa. Standardisuoraa
varten alue B. pertussisksen insertiosekvenssid 1S481, jota tyéhon valitut alukkeet BP-
1 ja BP-2 monistavat, kloonattiin E. colista eristetyn plasmidin avulla. Sekvenssin kloo-
naus tehtiin alihankkijalta Eurofins Genomics:lta. Laadun varmistamiseksi PCR:&& var-
ten kloonattiin my6s negatiivinen kontrolli, jossa plasmidiin siirrettiin alue B. pertussik-
sen insertiosekvenssista 1S481, jota valittujen alukkeiden ei kuulu monistaa. Kuvassa
12 on esitetty plasmideihin siirretyt negatiiviset ja positiiviset alueet B. pertussiksen
sekvenssista 1S481, seka tyohon valittujen alukkeiden BP-1 ja BP-2 asettuminen posi-

tilviseen sekvenssiin.
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Sekvenssit plasmideissa:

Positiivinen:
ATGCAGGACGCCAGCGGCCAGCACAGGCTGTGGGTCCGCAACAGCGGCAGCGAGCCGGCT
AGCGCCAACACCCTGCTGCTGGTGCAGACGCCACTAGGTGTGAAGATICAATAGGTTICTATE
EATGEMICATCCGAACCGGATTTGAGAAACTGGAAATCGCCAACCCCCCAGTTCACTCAAGG
AGCCCGGCCGGATGAACACCCATAAGCATGCCCGATTGACCTTCCTACGTCGACTCGAAATG
GTCCAGCAATTGATEGCCCATCAAGTITGTGTCECTERAG CGGCCCGCGCCTATGGGGTCAC
CGCGCCGACTGTGCGCAAATGGCTGGGCCGCTTCCTGGCTCAGGGCCAGGCGGGCTTGGE
CGATGCGTC

Negatiivinen:
ACAATGGCTCGGCCTTTCGCAGCCGCGCCTTCGCCGCGCTGTGCCATGAGCTGGGCATCAA
GCACCGCTTTACCCGACCTTACCGCCCACAGACCAATGGCAAGGCCGAACGCTTCATCCAGT
CGGCCTTGCGTGAGTGGGCTTACGCTCACACCTACCAGAACTCCCAACACCGAGCCGATGCC
ATGAAMATCCTGGCTACACCACTACAACTGGCATCGACCCCACCAAGGCATCGGGCGCGCTGT
ACCCATCTCCAGACTCAACCTGGACGAATACAACCTATTGACAGTTCACAACTAGG

Kuva 12. Kloonatut positiiviset ja negatiiviset alueet B. pertussiksen insertiosekvenssista 1S481.
Kuvassa sinisellda ndkyvat tyohon valittujen alukkeiden BP-1 ja BP-2 asettuminen posi-
tiiviseen sekvenssiin.

Taulukossa 2 on esitetty positiivisen ja negatiivisen plasmidin pituus ja paino ja naista
lasketut plasmidien kopioluvut. Plasmidit saapuivat kylmékuivattuina, joten ne liuotettiin

sopivaan méaaraan TE-puskuria ja jaettiin pienempiin eriin.

Taulukko 2. Alihankintana tilattujen positiivisen ja negatiivisen plasmidien painot, koot ja

kopioluvut.
Plasmidin nimi Neg/pos Paino (ug) Plali;nl:cc)hagg;)em Kczglpc;ta
HRBTICI PR BRI | o oo 3,8 2827 1,24 x 102
sis 1S481
Plasmid pEX-A2-B. pertus- . 11
sis 15481 neg Negatiivinen 2,5 2753 8,4x10

Positiivisesta plasmidista laimennettiin 10 laimennoksen standardisuora (kuva 13), jos-
sa DNA-kopioita oli 10°~1 mikrolitrassa. Negatiivisesta plasmidista tehtiin viisi laimen-
nosta, jossa DNA-kopioita oli 10°-10° mikrolitrassa. Kuvasta 14 nahdaan, etta kaikki
muut laimennokset monistuivat, paitsi 1 kopio B. pertussis gDNA:ta. Negatiiviset ja
nollakontrollit eivat monistuneet. Kyseista standardisuoraa kaytettiin tydssa tehdyissa
kokeissa kvantitoimaan gPCR:aa. Plasmidit saapuivat vasta insin66riytetyon loppuvai-
heessa, joten kvantitaatiota ei sisallytetty kaikkiin kokeisiin. Kvantitaation raakadata on

esitetty liitteessa 3.
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Kuva 13. Insin6oritydn kokeissa kaytetty standardisuora, jossa 0 = 1 kopiota/pl, 1 = 10 kopio-
ta/ul, 2 = 100 kopiota/ul, 3 = 1000 kopiota/pl, 4 = 10 000 kopiota/ul, 5 = 10° kopiota/pl,
6 = 10° kopiota/pl, 7 =10" kopiota/pl, 8 = 10° kopiota/l, 9 = 10° kopiota/pl.

Amplification
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Kuva 14. Insin6oritydn kokeissa kaytetyn standardisuoran PCR-monistuskayréat, Negatiiviset ja
nollakontrollit eivat monistuneet.

7.4 DNA:n eristys

Ty6ssa DNA:n eristyksiin kaytettiin kehitettavaa naytteenkasittelymenetelmaa ja vertai-
lumenetelmaa Qiagenin EZ1 Advanced XL -eristysmenetelmaa. Molemmilla eristysme-
netelmilla eristettdessa solujen laimentamiseen kaytettiin PBS:44a. Kehitettavalla mene-
telmalla eristykset tehtiin tuotekehityksessa kaytetyn protokollan mukaan, jota ei voida

tydssa selostaa. Eristyksissa kaytettiin 20 ul B. pertussis -solususpensiota. Qiagen EZ1
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Advanced XL -menetelmélla eristykset tehtiin menetelman ohjekirjan mukaan. Ohjeen
mukaan, kun gramnegatiivisia -bakteereita, kuten B. pertussis, eristetddn puhdasviljel-
mastd, ne esikasitelladn sentrifugoimalla 200 pl bakteerisuspensiota viisi minuuttia
5000 x g:ss4, jonka jalkeen supernatantti poistetaan. Eristys on myds mahdollista teh-
da ilman sentrifugointia ja tyosséa eristykset tehtiinkin suoraan 20 pl:sta B. pertussis -
solususpensiota. Jos bakteerit oli kasvatettu maljalla, voitiin k&yttaa muutamaa baktee-
ripesdkettda. 20 ul bakteerisoluja lisattiin 180 ul puskuri G2:sta 2 ml:n nayteputkessa.
Kun eristettiin pesékkeitd, ne suspensoitin 200 pl:aan puskuri G2:sta. Esikasittelyn
jalkeen siirryttiin bakteerien Qiagenin EZ1 Advance XL:n prokollaan kayttden EZ1 Ad-
vanced DNA Bacteria -korttia. (Qiagen 2011.)

8 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Tulosten tulkinnassa tavoitteena oli vertailla eristyskokeiden tuloksia PCR:n DNA-
kopiolukujen avulla. Koska kvantitaatiota varten tilattu plasmidi saapui vasta kokeelli-
sen osan loppupuolella, DNA-kopiolukuja ei voitu kayttaa kaikkien kokeiden vertailus-
sa. Kokeissa, jossa kvantitaatiota ei ollut mukana, tuloksia tulkittaessa vertailtin PCR-
syklien Cq-arvoja. Laadun varmistukseksi PCR:ss& jokaista naytetta pipetoitiin kaksi
rinnakkaista naytetta ja eristyksia tehtiin useilla eri laimennoksilla. Jokaisessa kokees-
sa nollakontrollina kaytettiin templaattina TE-puskuria ja niissé kokeissa, joissa kvanti-
taatio oli mukana, negatiivisena kontrollina kaytettiin negatiivista plasmidia. Kaikissa
tassa tydssa esitetyissa kokeissa negatiiviset ja nollakontrollit monistuivat noin 34 syk-
lin jalkeen, mutta kuten aikaisemmin todettiin, monistuminen johtui alukkeiden suuresta
maarasta, mika aiheutti alukkeiden sitoutumista toisiinsa, eikd kontaminaatiosta. Kai-
kissa kokeissa monistuneet naytteet olivat oikeaa tuotetta sulamiskayrien perusteella.
Kokeissa monistetun DNA-sekvenssin sulamislampétila oli noin 81,5 °C. Kaikkien ko-

keiden raakadatat on esitetty liitteessa 3 ja sulamiskayrat liitteessa 4.

8.1 Vertailu kaupalliseen Qiagen EZ1 Advance XL -eristysmenetelmaan

Kaupallisen Qiagen EZ1 Advance XL -eristysmenetelman vertailussa tehtiin kaksi koet-
ta. Kokeissa ei otettu huomioon naytemateriaalina olevan nenénaytteen vaikutusta

eristymiseen, vaan eristykset tehtiin ainoastaan B. pertussis -soluista. Ensimmaisessa
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kokeessa seka kehitettavalla ettd vertailumenetelméalla eristettin seitseméan eri solu-

laimennosta, joissa suurin kéytetty solum&ara oli 1,24 x 10 ja pienin 12 solua/eristys.

Tulokset

Ensimmaisessa vertailukokeessa kaikilla solumaarilla eristetyt naytteet monistuivat
lukuun ottamatta Qiagen EZ1:lla eristettya pieninta solumaaraéa (12 solua). Kuvassa 15
on esitetty ensimmaisen kokeen PCR-monistuskayrat, joista nahdaan, ettéd Qiagen EZ1
-eristysmenetelmalla eristetyt naytteet monistuvat suurilla solumaarilla paremmin kuin
kehitettavalla menetelmalla. Erot kuitenkin tasaantuvat mitd pienenpéa solumaaraa

kaytetaan.

Amplification Plot

2750 000 -
2500 000
2 250 000
2000 000 -
1750 000 -
1500 000 -
1 250 000 -
1000 000 -
750 000 A
500 000 4
250 000
[u]

ARDN

Legend

B Kenitettava meneteima [ Qiagen E21 Advanced XL

Kuva 15. Ensimmaisen Qiagen EZ1 Advance XL -eristysmenetelméan vertailukokeen PCR-
monistuskayrat. Eristykset tehty seitsemalla eri solumaaralla: 1,24 x 10", 1,24 x 10",
1,24 x 10°, 1,24 x 10’, 124 000, 1 240 ja 12 solua/eristys.

Taulukossa 3 on esitetty molemmilla eristysmenetelmilla monistuneet DNA-kopioluvut
ja naistd lasketut DNA-saannot. Taulukosta nahdaan, ettd monistuminen Qiagen
EZ1:l1a eristetyilla naytteilla on suurilla solumaarilla noin kymmenkertaista verrattuna
kehitettavalla menetelmalla eristettyihin naytteisiin. Erot tasaantuvat kuitenkin huomat-
tavasti pienemmilla solumaarilla. DNA-saantoa tarkasteltaessa molemmilla eristysme-
netelmilld, saanto on suurilla solumaarilla pienempi kuin yksi prosentti. Saanto nousee
yli yhden noin 1 200 solulla ja 12 solulla saanto on jo yli 100 %. Kokeen onnistumista

alettiin epailld, kun pienin solumaarg, joka kokeessa saatiin kehitettavalla menetelmalla
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tunnistettua, oli 12 solua, mihin ei aikaisemmin kehitettavalla menetelmalla ole paasty.
MyoOs kaytettdessa pienempia soluméaaria, kopioluvut eivéat laskeneet samassa suh-
teessa kuin kaytetty solumdara kummallakaan eristysmenetelmalla eristettdessa. Edel-

I& mainituista syisté johtuen koe p&aétettiin uusia.

Taulukko 3. Ensimmaisen Qiagen EZ1 Advance XL -eristysmenetelmén vertailukokeen

DNA-kopioluvut ja -saannot.

Solua/eristys Menetelma DNA-kopiota/ul DNA-saanto, %

" Kehitettava menetelma 1059 684 <1

REE Qiagen EZ1 Advance XL 10 860 527 <1

124 x 10M Kehitettava menetelma 6670 <1

Qiagen EZ1 Advance XL 66610 <1

5 Kehitettava menetelma 279 <1

L Qiagen EZ1 Advance XL 276 <1

; Kehitettava menetelma 16 <1

L Qiagen EZ1 Advance XL 14 <1

Y Kehitettava menetelma 30 <1

Qiagen EZ1 Advance XL 35 <1

e Kehitettava menetelma 17 1,4

Qiagen EZ1 Advance XL 22 1,8

1 Kehitettava menetelma 60 > 100

Qiagen EZ1 Advance XL - -

Toisessa vertailukokeessa verrattiin en&é viittd eri laimennosta, joissa suurin kaytetty
solumaara oli 1,24 x 10™ ja pienin 1 240 solua. Kokeessa muut paitsi kehitettavalla
eristysmenetelmalla eristetyt kaksi pienintd ja Qiagenin EZ1 -eristysmenetelmalla eris-
tetty pienin solum&éard monistuivat. Kuvassa 16 on esitetty toisen vertailukokeen PCR-
monistuskayrét. Monistuskayristd ndhdéén, ettd myods toisessa vertailukokeessa mo-
nistuminen on parempaa suurempia solumaaria kaytettdaessd Qiagenin EZ1 -
eristysmenetelmalla kuin kehitettavalla menetelmalla. Erot tasaantuvat mitd pienenpaa

solumaaraa kaytetaan.
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Kuva 16. Qiagen EZ1 Advance XL -eristysmenetelman toisen vertailukokeen PCR-
monistuskayrat. Eristykset tehty viidella eri solumaaralla: 1,24 x 10", 1,24 x 10°, 1,24
x 10’, 124 000 ja 1 240 solua/eristys.

Taulukossa 4 on esitetty toisessa vertailukokeessa monistuneet kopiomaarat seka
naista lasketut DNA-saannot. Taulukosta nahdaan, etta myos toisessa kokeessa suuril-
la solumé&arilla DNA-kopioluvut ovat vertailumenetelmalla noin kymmenkertaisia verrat-
tuna kehitettavddn menetelmaan. DNA-saannot ovat alle yksi prosenttia kummallakin

eristysmenetelmalla.

Taulukko 4. Toisen vertailukokeen DNA-kopioluvut ja -saannot.

Solua/eristys Menetelma DNA-kopiota/ul DNA-saanto, %
124 x 10" Kehitettdva menetelma 7830 <1
Qiagen EZ1 Advance XL 76600 <1
124 % 10° Kehitettdava menetelma 39 <1
Qiagen EZ1 Advance XL 599 <1
124 %107 Kehitettdava menetelma 8 <1
Qiagen EZ1 Advance XL 27 <1
GG Kehitettdva menetelma - -
Qiagen EZ1 Advance XL 26 <1
o Kehitettava menetelma - -
Qiagen EZ1 Advance XL - -
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Tulosten tarkastelu

Tulosten perusteella kehitettavalla eristysmenetelmalla pééstaan lahes yhtd hyvaan
tehokkuuteen kuin vertailumenetelmalla eristettdessa pienid solumaaria. Suurilla solu-
maarilla kehitettava menetelma ei ole kuitenkaan yhta tehokas kuin vertailumenetelma,
mika voi johtua esimerkiksi kaytetystd magneettipartikkeleiden méaarasta. Pienten so-
lumaérien eristyvyys kehitettavalla menetelmalld on kuitenkin oleellisempaa, silla oike-
assa B. pertussis -naytteessa soluméaarat ovat suhteellisen pienia. Nakamuran ym.
(2010) tutkimuksen mukaan B. pertussis -nenénielunaytteen soluméaarat, varsinkin ai-
kuisilla, voivat olla ainoastaan vain sata solua, jota kehitettdva eristysmenetelma ei
tulosten perusteella ainakaan vield pysty eristamaan. Toisaalta PCR:44 kaytetaan eri-
tyisesti alle yksivuotiaiden ja vastasyntyneiden diagnosoimiseen, joiden ikaisten nayt-
teissd olevat bakteerimaarat vaihtelivat Nakamuran ym. (2010) tutkimuksessa olevilla
potilailla 1,2 x 10° solusta 8,9 x 10° soluun. Pienin solumaara, joka jalkimmaisessa ko-
keessa saatiin eristettyd kehitettavalla menetelmalla, oli 1,24 x 10’ solua. Kehitettavan
menetelman DNA-saantoa tulee huomattavasti viela parantaa. Molemmilla eristysme-
netelmillda saatuihin heikkoihin DNA-saantoihin voi kuitenkin vaikuttaa epatarkka eris-
tyksissa kaytetyn solususpension solumaara. Virhelahde on myds mahdollinen stan-
dardisuoran valmistuksessa. Jatkotutkimuksissa solususpension tarkempaan solumaa-

ran maarittamiseen tulee rinnakkaisia maljauksia tehda enemman.

8.2 Kehitettavan eristysmenetelman puskureiden DNA-jadnnodkset

DNA-jaannos-kokeessa puskureista otetut naytteet laimennettiin ionivaihdettuun ve-
teen. Koska puskureita on eristysprotokollassa tilavuudeltaan eri méaaria, laimennokset
tehtiin niin, etté tulokset olivat vertailtavissa. Jokaisesta puskurista otettiin myds nega-
tiivinen ja positiivinen kontrolli, jotka laimennettiin samassa suhteessa kuin naytteet.
Positiivisiin kontrolleihin liséttiin vield 2 x 10° kopiota/pl B. pertussis genomista-DNA:ta.
Positiivinen kontrolli kuvaa monistuksen onnistumista, mutta myds sitd miten eri pusku-
rit vaikuttavat monistumiseen. Esimerkiksi TE-puskuri on optimaalisempi PCR:ssé kuin
inhibitiota aiheuttava guanidiinitiosyanaatti-puskuri. Eristyksissa ei kaytetty naytemate-
riaalia, vaan eristykset tehtiin suoraan B. pertussis -solususpensiosta. Kokeessa kay-

tettiin soluméaéaraa 1,24 x 10 solua/eristys.
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Tulokset

Kuvassa 17 on esitetty DNA-jaannos-kokeen negatiivisten ja positiivisten kontrollien
seka nollakontrollien PCR-monistuskayrat. Kuviosta nahdaan, ettad negatiiviset ja nolla-
kontrollit nousevat vasta syklin 34 jalkeen eli ainoastaan alukkeet ovat monistuneet
keskenaan. Kaikkien puskurien positiiviset kontrollit nousevat samaan aikaan, mika
tarkoittaisi sita, etté eri puskureilla ei olisi vaikutusta PCR-monistukseen. Taman voi
kuitenkin johtua siité, ett& positiivisiin kontrolleihin lisatty DNA-ma&ré 2 x 10° monistuu
standardeissa niin hyvin, etta eri puskurien vaikutus PCR-monistukseen ei tullut naky-
viin. Todellisuudessa positiivisissa standardeissa oli luultavasti viela enemman DNA:ta,
kuin 2 x 10°, silla kvantitoinnissa tehdyssa standardisuorassa 10° kopiota/pl monistuu

vasta syklin 20 jalkeen.

Armplification Plot

2 500 000 -
2 250 000 -
2000 000 -
1 750 000 -
1 500 000 A

=

% 1250 000 A
1 000 000 -

750 000 1
500 000 -
250 000 -

]

Cycle
Legend

Pesu 1 Pesu 2 . TE-puskuri . GuSCH magneettipart. jalkeen . GuSCH ennen magneettipart.

Kuva 17. DNA-jaannos-kokeen  negatiivisten,  positiivisten ja  nollakontrollien  PCR-
monistuskayrat. Kaikkien puskureiden positiiviset kontrollit nousevat samaan aikaan ja
negatiiviset vasta syklin 34 jalkeen.

Kuvassa 18 on esitetty DNA-jaannos-kokeen PCR-monistuskayrat, joista nahdaan, etta

kaikissa eristysprotokollan puskureissa eristyksen jalkeen oli DNA:ta.
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Kuva 18. DNA-jaannds-kokeen PCR-monistuskayrat. Kaikissa eristysprotokollan puskureissa
eristyksen jalkeen on DNA:ta.

Kyseisessa kokeessa ei ollut vield kvantitaatiota mukana, joten tuloksista ei selvid mo-
nistuneiden tuotteiden tarkat kopiomaarat. PCR:n kvantitaatiossa monistetun standar-
disuoran avulla maaritettiin DNA-jaannds-kokeen kopiomaarat suuntaa antavasti. Ko-
piomaarista laskettiin prosentuaalisesti, kuinka paljon DNA:ta eri puskureihin jai. DNA-
jaannos-kokeen Cs-arvot, arvioidut kopiomaarat seka kopiomaarien prosentuaaliset

osuudet on esitetty taulukossa 5.

Taulukko 5. DNA-jaédnnds-kokeen puskurien Cs-arvot, aiemman standardisuoran avulla

maaritetyt suuntaa antavat kopioméaarat seké kopioméaarien prosentuaaliset

osuudet.
Cr Arvioitu DNA-kopiomaara/ul Osuus, %
GuSCN ennen magneettipartik. 23,90 727 000 45,0
GuSCN magneettipartik. jalkeen 26,26 156 400 9,7
Pesu 1 31,97 3 800 0,2
Pesu 2 28,10 47 200 2,9
TE-puskuri 24,00 681 100 42,2

Tulosten tarkastelu

Merkittava tuloksista nahtava asia on suuri eroavaisuus DNA-maarissa eri pesujen

valilla: natriumkloridia sisdltavaan pesuun 2 jaa enemmaéan DNA:ta kuin etanolia sisal-
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tamaan pesuun 1. Liian alhainen suolapitoisuus pesussa 2 voi johtaa nukleiinihappojen
eluoitumiseen pesuliuokseen ja taten nukleiinihapposaannon vahenemiseen. Tulosten
mukaan DNA:ta jaa huomattavasti myos guanidiinitiosyanaatti-puskuriin viela magneet-
tipartikkeleiden jalkeen. Tama voi osittain johtua eristyksesséa kaytetystad suuresta so-
lum&arasta. Kokeen tulosten tulkinnassa tulee ottaa huomioon eri puskureiden PCR:4a
inhiboivat vaikutukset. Todenn&kdisesti guanidiinitiosyanaatti-puskurissa ennen ja jal-
keen magneettipartikkeleiden sekd etanoli- ja natriumkloridipesussa on enemman
DNA:ta, kuin tuloksista nahdaan. Maarat eivat tule kuitenkaan esiin johtuen puskurei-

den inhibitiotekijoista, jotka estavat PCR-monistusta.

Jatkotutkimuksissa DNA-saannon parantamiseksi tulee keskittyd naytteenkasittelyme-
netelméan pesupuskureiden kehittamiseen. Erilaisia pesupuskureita kokeiltin myéhem-
min tydssa esitettavassa pesupuskureiden optimointi -kokeessa. Jatkotutkimuksissa
kehittavan menetelman puskurien DNA-jaannoés-koe tulee toistaa kvantitaation kanssa,
jotta tarkemmat puskureihin jddvat DNA-maarat voidaan arvioida. Kokeessa eristykset

tulee tehda myos eri soluméaaria kayttaen.

8.3  Nenasivelynaytteen inhibiittoreiden vaikutus

Nenésivelyndytteen inhibiittoreiden vaikutus -kokeessa tehtiin kolmea eri laimennosta
kayttaen eristykset naytetikuista, jotka olivat kastettu ndytemateriaaliin ja naytetikuista,
joissa naytemateriaalia ei ollut. Naytetikkuina kéytettin Copanin FLOQSwabs™-
nylontikkuja. Kaytetyt solumaarat olivat 1,24 x 10, 1,24 x 10° ja 1,25 x 10’ so-
lua/eristys. Koska solut ja ndytemateriaali, oikeasta nenanielunaytteesta poiketen, jou-
duttiin lisddmaan erikseen, kaikilla laimennoksilla bakteerisolujen lisdys tehtiin toisissa
naytteisséd naytetikkua ennen ja toisissa naytteissad naytetikun jalkeen. Nain varmistut-
tiin siita, etta naytetikku ei voi mahdollisesti imaista jo lisattyja soluja vaarentden nain
tuloksia. Kontrolleina kokeessa eristettin myds nendlimandyte ilman bakteerisoluja,

seké ainoastaan bakteerisolut ilman nenalimanaytetta.
Tulokset
Koetta tehdesséa standardisuoraa ei viela ollut, joten tuloksissa vertaillaan PCR-syklien

Cr-arvoja. Kokeessa pienin kaytetty solumaara ei monistunut ollenkaan. Kontrollinayte

ilman soluja ei monistunut, joten eristyksissa kaytetty nenélima ei oletetusti sisaltanyt B
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pertussis -bakteeria. Eristys, jossa oli ainoastaan kaytetty B. pertussis -soluja, monistui
kuten aiemmissa kokeissa. PCR-monistuskayrat kahdella eri solulaimennoksella, joissa
solut on lisétty naytetikun jalkeen, on esitetty kuvassa 19 ja PCR-monistuskayrat, jois-
sa solut on lisatty ennen naytetikkua kuvassa 20. Molemmilla tavoilla eritettdesséa ne-
nalimaa sisaltdneet naytteet monistuivat myohemmin kuin nendlimaa siséltamattomat

naytteet.

Amplification
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Kuva 19. Inhibiittoreiden vaikutus -kokeen PCR-monistuskayrét, joissa solut on lisatty nayteti-
kun jalkeen solumaarilla 1,24 x 10" jal,24 x 10° eristettaessa. Naytteet, joissa nené-
limaa on mukana, monistuvat mydhemmin kuin naytteet joissa nenédlimaa ei ole mu-

kana.
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Kuva 20. Inhibiittoreiden vaikutus -kokeen PCR-monistuskayrét, joissa solut on lisatty ennen
naytetikkua solumaarilla 1,24 x 10" jal,24 x 10° eristettaessa. Naytteet, joissa nenéa-
limaa on mukana, monistuvat mydhemmin kuin naytteet joissa nendlimaa ei ole mu-
kana.

Taulukossa 6 on esitetty inhibitiokokeen Cr-arvot molemmilla eristystavoilla. Taulukos-
sa on myos laskettu Cr-arvojen ero niiden naytteiden vailla, joissa nenalimanayte on
mukana ja joissa ei ole. Tuloksista nahdaan, etta riippumatta siitd onko solujen lisays
tehty ennen naytetikkua vai naytetikun jalkeen, nendlimaa sisdltdneet naytteet monis-
tuvat huonommin kuin naytteet ilman nenélimaa. Syklien valiset erot olivat huomatta-
vampia suuremmalla solumaaralla. Keskimaarin kummallakin tavalla eristettaessa Cr-

arvot olivat noin 2 syklia suurempia, kun naytematriisi oli mukana.

Taulukko 6. Inhibitiokokeen Cr-arvot molemmilla eristystavoilla ja Cy-arvojen ero niiden

naytteiden vailla, joissa nendlima on mukana ja joissa nenalimaa ei ole muka-

na.
Solua/eristys | Nendlimanayte C; | Ei nenédlimandytettd C; | Ero C;
Solut lisatty ndytteen | 1,24x10" 29,14 26,06 3,08
jalkeen 1,24 x 10° 32,92 31,01 1,91
Solut ||Satty ennen 1,24 X 1011 27,63 25,47 2,16
ndytetta 1,24 x 10° 32,44 31,43 1,01

Tulosten tarkastelu

Nendalimalla nayttaa tulosten perusteella olevan pieni vaikutus monistumiseen. Ko-
keessa kaytettya ndytemateriaalia ei kuitenkaan voida suoraan verrata oikeaan B. per-
tussis -nenanielutikkunaytteeseen. Oikeassa tilanteessa nenénielusta ei irtoa niin pal-
jon limaa kuin mitéa kokeen naytetikkuun tuli, kun se kastettiin nendlimanaytteeseen.
Tuloksista on kuitenkin ndhtavissa, ettd nenéliman inhibiittoreilla on vaikutusta kehitet-
tavan menetelman eristystehokkuuteen ja lopputuotteen puhtausasteeseen. Jatkotut-
kimuksissa tulee eristamista kokeilla naytetikulla, jossa naytemateriaali on keratty ne-

nanielusta kuten oikeat B. pertussis -naytteet.
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8.4 Pesupuskureiden optimointi

Pesupuskureiden optimointi -kokeessa jokaista neljaa eri pesuvaihtoehtoa eristettiin
kahdella eri solumaaralla; 1,24 x 10 ja 1,24 x 10° solua/eristys. Molemmilla solumaé-
rilld ja kaikilla pesuvaihtoehdoilla eristettdessd mukana olivat myds naytteet, joissa
naytemateriaalia ei ollut ja naytteet, joissa naytemateriaali oli mukana. Jotta naytetik-
kuun saatiin todenmukaisempi maara naytetta, naytetikkua ei talla kertaa kastettu suo-
raan nendlimanaytteeseen, vaan materiaalia kerattiin naytetikulla astian reunoilta. Tas-
sakin kokeessa naytetikkuina kaytettin Copanin FLOQSwabs™-nylontikkuja. Taulu-
kossa 7 on esitetty kokeessa eristetyt naytteet ja kaytetyt pesuvaihtoehdot. Kokeessa
kokeiltujen pesuvaihtoehtojen koostumuksia ei voida tydssé julkaista, joten kaytetyt

pesuvaihtoehdot numeroitiin 1-4.

Taulukko 7. Pesupuskureiden optimointi -kokeessa eristetyt naytteet ja kaytetyt pesuvaih-

toehdot.
Nayte Soluja/eristys Nayte/ei ndytetts Pesu
1 1,24 x 10" Nenalima
2 1,24 x 10° Nenalima
m Pesuvaihtoehto 1
3 1,24 x10 Tyhja naytetikku
4 1,24 x 10° Tyhja naytetikku
5 1,24 x 10" Nenalima
6 1,24 x 10° Nenalima
m " Pesuvaihtoehto 2
7 1,24 x 10 Tyhja naytetikku
8 1,24 x 10° Tyhja naytetikku
9 1,24 x 10" Nenilima
10 1,24 x 10° Nenalima
m Pesuvaihtoehto 3
11 1,24 x 10 Tyhja naytetikku
12 1,24 x 10° Tyhja naytetikku
13 1,24 x 10" Nenilima
14 1,24 x10° Nendlima Pesuvaihtoehto 4 (Alku-
15 1,24 x 10" Tyhja naytetikku perdinen pesutapa)
16 1,24 x 10° Tyhja naytetikku
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Tulokset

Kokeessa eri pesuvaihtoehtoja ja ndytemateriaalin vaikutusta verrattin PCR:ss& mo-
nistuneiden kopiolukujen avulla. Kuvasta 21 nahdaan miten eri pesuvaihtoehdot vaikut-
tivat DNA kopiolukuihin solumaaralla 1,24 x 10™. Tulosten perusteella naytteet monis-
tuivat parhaiten, kun eristys tehtiin joko pesuvaihtoehdolla 1 tai pesuvaihtoehdolla 3.
Huonoiten monistuivat naytteet, jotka olivat eristetty pesuvaihtoehdolla 2 ja alkuperai-
sella pesutavalla. Kuvasta 21 nahdaan myos, ettd vaikka naytemateriaalia oli eristyk-
sissa talla kertaa mukana vahemman, nendlimaa sisaltdneet naytteet monistuivat huo-

nommin kuin naytteet ilman nenélimaa kaikilla pesuvaihtoehdoilla.

Kopioluvut solumaaralld 1,24 x 1011

10000,00
9000,00
8000,00
7000,00 5798,00
6000,00
5000,00
4000,00 | 3219,50 277150
3000,00
2000,00
1000,00

0,00

6584,50

3263,00

DNA-kopioita/pl

1227,50 1386,50

Nenalimanayte Ei nendlimandytetta

M Pesuvaihtoehto 1
M Pesuvaihtoehto 2
Pesuvaihtoehto 3

Pesuvaihtoehto 4 (alkuperdinen pesutapa)

Kuva 21. Pesupuskureiden optimointi -kokeen kopioluvut solumaaralla 1,24 x 10™. Parhaaseen
DNA-saantoon paastiin pesuvaihtoehdolla 1.

Kuvassa 22 on esitetty kokeen PCR:ss& monistuneet kopiolukumaarat solumaaralla
1,24 x 10°. Kuviosta nahd&an, ettd myds pienemmalla kaytetylla solumé&aralla parhai-
ten monistuivat naytteet, joiden pesussa oli kaytetty pesuvaihtoehtoa 1. Huonoiten pie-
nella solumaaralla eristettavista naytteistd monistuivat naytteet, joiden pesussa oli kay-
tetty pesuvaihtoehtoa 2. Nenanaytetta sisaltdneet naytteet monistuivat pienemmallakin

soluméaaralld huonommin kuin ilman nenanéytettd kaikilla pesuvaihtoehdoilla.
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Kopioluvut solumaaralla 1,24 x 10°

100,00
90,00
70,00
60,00 50,95
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

51,45
45,19

1748 2240 2184

DNA-kopioita/pul

Nendlimanayte Ei nendlimanaytetta

MW Pesuvaihtoehto 1
M Pesuvaihtoehto 2
Pesuvaihtoehto 3

Pesuvaihtoehto 4 (alkuperdinen pesutapa)

Kuva 22. Pesupuskureiden optimointi -kokeen kopioluvut solumaaralla 1,24 x 10°. Parhaaseen
DNA-saantoon paastiin pesuvaihtoehdolla 1.

Tulosten tarkastelu

Tulosten perusteella parhaaseen DNA-saantoon paastiin pesuvaihtoehdolla 1 ja huo-
noimpaan pesuvaihtoehdolla 2. Vaikka eri pesuvaihtoehtojen valilla havaittiinkin eroja,
erot olivat hyvin pienia. Tulosten perusteella alkuperdinen pesutapa on kuitenkin mah-
dollista vaihtaa kokeessa kokeiltuun pesuvaihtoehtoon 1, joka hieman paransi DNA-
saantoa. Jatkotutkimuksissa on hyva mitata eluutiopuskuriin kulkeutuvat guanidiinitio-
syanaatti-, etanoli- ja suolapitoisuudet ja kuinka paljon puskuri sisdltdd muita epapuh-

tauksia kuten proteiinijaamia.

8.5 Magneettipartikkeleiden sailyvyys

Magneettipartikkeleiden sailyvyys -kokeella tutkittiin magneettipartikkeleiden sailyvyytta
guanidiinitiosyanaatti-puskurissa. Magneettipartikkelit lisattin guanidiinitiosyanaatti-
puskuriin ja annettiin seistd huoneenlammaossa eri aikoja. Ajankaytollisista syista saily-
vyyskoe tehtiin kahdessa osassa, jossa ensimmaisessa kokeessa eristettiin naytteet,
joissa magneettipartikkeleita oli sailytetty guanidiinitiosyanaatti-puskurissa kaksi viik-
koa, yksi viikko, kolme paivaa ja nolla paivaa. Lisaksi vertailuksi eristettiin myos nolla

paivaa sailyneiden magneettipartikkeleiden naytteet, jossa magneettipartikkelit lisattiin
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guanidiinitiosyanaatti-puskuriin vasta solujen lisdamisen jalkeen. Toisessa kokeessa
eristettiin guanidiinitiosyanaatti-puskurissa nelja viikkoa sailyneiden magneettipartikke-
leiden naytteet ja vertailuksi viela nolla paivaa sailyneiden magneettipartikkeleiden
naytteet. Jokaisen ajanjakson naytteet eristettiin kolmella eri solulaimennoksella, joissa
oli 1,2 x 10", 1,24 x 10" ja 1,24 x 10° solua/eristys.

Tulokset

Ensimmaisen kokeen tulosten mukaan monistuminen oli huonompaa, mita pidempaan
magneettipartikkelit olivat sailyneet guanidiinitiosyanaatti-puskurissa. Suurin ero syklien
valilla oli kaksi viikkoa sailyneilla naytteilla ja nolla paivaa sailyneilla naytteilla. Erot suu-
renivat, kun eristettiin pienempia soluméaéria. Kuvasta 23 nahdaan eri solulaimennoksil-
la eristettyjen puskurissa kaksi viikkoa séilyneiden naytteiden ja nolla paivaa sailynei-
den naytteiden PCR-monistuskayrat. Kaksi viikkoa sailyneet ndytteet monistuivat suu-
rimmalla solumaaralla noin 1,3 syklid, toiseksi suurimmalla 1,9 syklid ja pienimmalla

4,4 syklia myéhemmin kuin nolla paivaa sailyneet naytteet.

Amplification
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Kuva 23. Guanidiinitiosyanaatti-puskurissa kaksi viikkoa sailyneiden magneettipartikkeleiden
naytteiden ja nolla paivaa sailyneiden magneettipartikkeleiden naytteiden PCR-
monistuskayrat solumaarilla 1,2 x 10", 1,2 x 10" jal1,2x 10° eristettaessa.

Toisessa kokeessa tutkittiin guanidiinitiosyanaatti-puskurissa nelja viikkoa sailytettyjen
magneettipartikkeleiden sitomiskykya eristyksessa. Kuvassa 24 on esitetty kokeen

PCR-monistuskayrat, joista ndhdaan, ettd puskurissa nelja viikkoa sailyneiden nayttei-
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den ja nolla paivaa sailyneiden naytteiden valilla ei havaittu niin suurta eroa kuin aikai-
semmassa kokeessa kaksi viikkoa sailyneiden naytteiden ja nolla paivaa sailyneiden
naytteiden valilla. Suurimmalla solumé&aralla eristettdessa nelja viikkoa sailyneet nayt-
teet monistuivat noin 0,76 syklia aikaisemmin kuin nolla paivaa sailyneet naytteet. Toi-
seksi suurimmalla solumaaralla eristettdessa nelja viikkoa sailyneet ndytteet monistui-
vat jopa paremmin kuin nolla paivaa sailyneet naytteet: noin 0,2 syklia aikaisemmin.
Kuitenkaan pienimmalla solumaaralla eristettdessa nelja viikkoa sailyneet naytteet ei-

vat monistuneet ollenkaan.

Amplification Plot

ARN

Legend

B nolz pavaa [ wefia vikkoa

Kuva 24. Toisen kokeen guanidiinitiosyanaatti-puskurissa nelja viikkoa sailyneiden magneetti-
partikkeleiden naytteiden ja nolla paivaa sailyneiden magneettipartikkeleiden nayttei-
den PCR-monistuskayrat solumaarilla 1,2 x 10™, 1,2 x 10" ja 1,2 x 10° eristettaessa.

Taulukosta 7 nahdaan molempien kokeiden DNA-kopiomaarét ja Cr-arvot. Taulukosta
nahdaan, ettd jalkimmaisessa kokeessa monistuminen on ollut huomattavasti parem-
paa kaikilla solumaarilla eristettaessa. Ensimmaisen ja toisen kokeen valilla C-arvoja

ei voi verrata toisiinsa.
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Taulukko 8. Magneettipartikkeleiden sailyvyys -kokeiden DNA-kopiom&érat ja Cr-arvot.

DNA-kopiota/ul Cr-arvo
Solua/eristys | Ajankohta
Ensimmadinen koe | Toinen koe | Ensimmainen koe | Toinen koe

0 paivaa 296 150 11541571 | 18,195 20,344
3 paivaa 138 300 19,37

1,24x10" | 1viikko | 82930 20,16
2 viikkoa 128 950 19,48
4 viikkoa 5115832 21,1015
0 paivaa 4814 7 364 24,54 27,258
3 paivaa 2418 25,615

1,24x10" | 1viikko | 1710 26,13
2 viikkoa 1369 26,485
4 viikkoa 9 067 27,054
0 paivaa 321 545 28,715 29,6935
3 paivaa 24 32,68

1,24x10° | 1viikko | 24 32,735
2 viikkoa 20 33,125
4 viikkoa - -

Ensimmaisessa kokeessa tarkoitus oli viela vertailla, miten magneettipartikkeleiden
lisddminen guanidiinitiosyanaatti-puskuriin ennen naytettd vaikuttaa eristymiseen. Ku-
vasta 25 nahdaéan naytteiden, joissa magneettipartikkelit on lisatty ennen soluja, monis-
tuvan PCR:ssa paremmin kuin naytteiden, joissa partikkelit on lisétty vasta solujen jal-
keen. Erot suurenevat pienempia solumaaria kaytettdessa. Ero on suurimmalla solu-
maaralla eristettdessa noin 0,3 syklid, toiseksi suurimmalla noin 1,2 syklid ja pienim-

malla noin 2,9 syklia.
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Kuva 25. Magneettipartikkeleiden lisddminen guanidiinitiosyanaatti-puskuriin ennen soluja ver-
rattuna magneettipartikkeleiden lisddmiseen vasta solujen jalkeen soluméaarilla 1,2 x
10", 1,2 x 10" ja 1,2 x 10° eristettaessa.

Tulosten tarkastelu

Ensimmaisen kokeen tulosten mukaan DNA-saanto vaheni, mitd kauemmin magneetti-
partikkelit olivat olleet guanidiinitiosyanaatti-puskurissa. Suurin ero oli guanidiinitiosy-
anatti-puskurissa kaksi viikkoa sailyneiden magneettipartikkeleiden ja nolla paivaa sai-
lyneiden magneettipartikkeleiden naytteiden valilla. Eli kuten Boomin -menetelmén pa-
tentissa (Boom ym. 1993) todetaan, magneettipartikkeleiden sitomiskyky heikkenee,
jos niitd sailytetddn guanidiinitiosyanaatti-puskurissa. Toisessa kokeessa, jossa mag-
neettipartikkeleita oli sailytetty puskurissa nelja viikkoa ja nolla paivaa ei kuitenkaan
havaittu yhta suurta sitomiskyvyn heikkenemista. Vertailtaessa ensimmaisen ja toisen
kokeen tuloksia, tulee ottaa huomioon, ettéd kokeet on tehty eri aikaan ja eri PCR-
laitteella, mika voi osaltaan vaikuttaa tuloksiin. Molempien kokeiden eristyksissa kaytet-
tiin kuitenkin samoja reagensseja ja samaa solususpensiota. Tulosten vaihtelevuudes-
ta johtuen koe tulee jatkotutkimuksissa toistaa ja uusi koe on hyva tehda myés pidem-

paa aikavalia kayttaen.

Ensimmaisen kokeessa verrattin myds kannattaako magneettipartikkelit lisatd guani-
diinitiosyanaatti-puskuriin ennen naytettd vai naytteen jalkeen. Tulosten perusteella
magneettipartikkelit kannattaa lisata puskuriin jo ennen naytettd, mik& on myds Boomin
menetelméassa kaytetty toimintatapa (Boom ym. 1993). Kokeessa eristykset tehtiin kui-
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tenkin ilman naytemateriaalia kayttden vain B. pertussis -soluja. Jatkotutkimuksissa

sama koe tulee toistaa myo6s naytetikun ja ndytemateriaalin kanssa.

8.6 Magneettivarren ja QuicPick™-magneettikynén vertailu

Kehitettdvdn menetelmdn magneettivarren ja QuicPick ™ -magneettikynan vertailussa
eristykset molemmilla magneeteilla tehtiin kolmella eri solulaimennoksella, joissa oli 7,2
x 10", 7,2 x 10™ ja 7,2 x 10° solua/eristys. Eristyksissa ensin kaytetyn eluutiotilavuu-

den 100 pl huomattiin olevan liian vahainen, silla QuicPick™

-magneettikynan karki ei
mahtunut Eppendorf-putken pohjaan asti. Jotta varmistuttiin, etta eluutiotilavuus ei vai-

kuta tuloksiin, eristykset tehtiin viela kayttden suurempaa eluutiotilavuutta 200 pl.

Tulokset

Kokeessa ei ollut kvantitaatiota mukana, joten tuloksia vertaillaan monistuskayrien C+-

arvojen avulla. Kuvasta 26 nahdaan magneettivarren ja QuicPick™

-magneettikynan
vertailukokeen PCR-monistuskayrat eluutiotilavuudella 200 pl. Suurempia soluméaaria
eristettdessa monistuminen on parempaa magneettikynalla eristetyilla naytteilla. Ero

tasaantuu pienempia solumaaria kaytettaessa.

Amplification Plot
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. Magneettivarsi, eluutio 200 pl . Magneettikynd, eluutio 200 pl

Kuva 26. Magneettivarren ja %uicPickTM—magneettikynan vertailukokeen PCR-monistuskayrat
solumaarilla 7,2 x 10%, 7,2 x 10" ja7,2x 10° ja eluutiotilavuudella 200 pl eristettaes-
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sa. Suuremmilla solumaarilla eristettdesséa monistuminen on parempaa magneettiky-
nalla eristetyilla naytteilla. Ero tasaantuu pienempia solumaaria kaytettaessa.

Tulokset olivat samansuuntaisia myds eluutiotilavuudella 100 pl. Erot magneettivarren
ja magneettikynan valilla ovat suurempia, mitd enemman soluja on kaytetty (kuva 27).
Koska tulokset olivat samansuuntaisia molemmilla eluutiotilavuuksilla, nahdaan, etta

magneettikynalla eristettdessa eluutiotilavuus 100 pl ei ollut liian alhainen.

Amplification Plot
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Kuva 27. Magneettivarren ja uicPickTM-magneettikynan vertailukokeen PCR-monistuskayrat
solumaarilla 7,2 x 10", 7,2 x 10™ ja 7,2 x 10 ja eluutiotilavuudella 100 pl eristettaes-
sa. Suuremmilla solumaarilla eristettdessd monistuminen on parempaa magneettiky-
nalla eristetyilla naytteilld. Ero tasaantuu pienempia solumaaria kaytettaessa.

Taulukosta 8 nahdaan magneettivarren ja magneettikyndn Cr-arvojen erot eluutiotila-
vuuksilla 200 pl ja 100 yl. Magneettikyna on molemmilla eluutiotilavuuksilla ja suurim-
malla solumaaralla tehokkaampi kuin kehitettdvan menetelman magneettivarsi. Pie-
nimmalla solum&aralla magneettikynd ja magneettivarsi ovat kuitenkin yhta tehokkaita,

magneettivarsi jopa hieman tehokkaampi.



Taulukko 9. Magneettivarren ja QuicPickTM-magneettikynan vertailukokeen Cr-arvot.
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Soluja/eristys Magneettivarsi C; | Magneettikyna C; Ero C;

7,2x 10" 21 18,92 2,08

Eluutio 200 pl 7,2 x 10" 27,2 25,6 1,6
7,2 x 10° 32,34 32,61 -0,27

7,2 x 10" 19,83 17,61 2,22

Eluutio 100 ul 7,2 x 10" 26,24 23,66 2,58
7,2 x 10° 31,77 32,14 -0,37

Tulosten tarkastelu

Vaikka magneettivarsi eristikin kokeessa suurempia solumaarid huonommin kuin kau-

pallinen magneettikynd, on magneettivarsi ominaisuuksiltaan tarpeeksi hyva erista-

maan kliinisesti merkittavia B. pertussis -solumaaria, jotka ovat pienempia kuin 10°

solua/nayte (Nakamura 2010). Taten voidaan katsoa, etta kehitettdvassd menetelmas-

sa kaytetty magneettivarsi on tarpeeksi tehokas kyseiseen sovellukseen. Magneettiky-

nan karki on pinta-alaltaan suurempi kuin kehitettdvan menetelman magneettivarsi,

mika voi osaltaan selittdd magneettikynan magneetin parempaa tehokkuutta eristetta-

essa suurempia solumaaria. Myds magneettikynan karjen muovimateriaali on eri kuin

kehitettavan menetelmé&n magneettivarren materiaali. Kuvasta 28 nahdaan magneetti-

partikkeleiden sitoutuminen QuicPick™-magneettikynén karkeen.
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Kuva 28. Magneettipartikkeleiden sitoutuminen QuicPickTM-magneettikynén kéarkeen.

8.7 Naytteenkasittelymenetelman testialustan suunnittelu

InsinGoritydn toisena osa-alueena oli uuden eristysmenetelméan testialustan visuaalisen
ilmeen suunnittelu ja kaytettavyyden testaus. Suunnittelun apuna kaytettiin 3D-mallien
piirtamista Autocadin 123D-ohjelmalla ja suunnitelmat tulostettiin Stratasys Mojo® 3D-
tulostimella. Orion Diagnostica asetti visuaalisen ilmeen ja kaytettavyyden suunnittelua
varten vaatimukset, jotka tulivat toteutua naytteenkasittelymenetelmén protokollan toi-
mivuuden ja testialustan kaytettavyyden kannalta.

Testialustasta suunniteltiin useita versioita Orion Diagnostican vaatimusten ja nayt-
teenkasittelymenetelmalla eristamisestd saatujen omien kokemusten pohjalta. Tydssa
suunniteltuja testialustaversioita ja naytteenkasittelymenetelméan protokollan toimivuu-
delle ja testialustan kaytettavyydelle asetettuja vaatimuksia ei voida tytssa julkaista.
Ty6ssa kehitetyn testialustan viimeisinta versiota pidettiin optimaalisimpana eristyspro-
tokollan kannalta ja sita tullaan kayttam&an Orion Diagnosticalla lopullisen tuotteen
jatkokehitykseen. Oikeaa eristysta testialustan viimeisimmalla versiolla tulee vield jat-

kotutkimuksissa kokeilla, jotta selvidisi sen toimivuus kaytanndssa.
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9 Yhteenveto

Insin6oritydn tarkoituksena oli kehittdd Orion Diagnostica Oy:n tuotekehitysvaiheessa
olevaa uutta nukleiinihappojen eristykseen tarkoitettua naytteenkasittelymenetelmaa
Bordetella pertussis -bakteerin eristamiseen. Tavoitteena oli kehittdd menetelmaa niin,
ettd silld saataisiin suurin mahdollinen DNA-saanto. Tarkoitus oli myds tutkia miten
tyypillinen B. pertussis -nayte, nenasivelyndyte, vaikuttaa DNA:n eristamiseen ja
PCR:&an kehitettavalla menetelmalla. Tydssa naytteenkasittelymenetelméan kehittami-
seksi tehtyjen kokeiden perusteella saatiin Orion Diagnosticalle hyvia ja arvokkaita tu-
loksia, joista tehdyt johtopaattkset seka jatkotutkimusehdotukset on esitetty tassa kap-

paleessa ja tiivistetty taulukkoon 10.

Insin6oritydn toisena osa-alueena oli kehitettavan naytteenkasittelymenetelman tes-
tialustan visuaalisen ilmeen suunnittelu ja kaytettavyyden testaus. Testialustaa suunni-
teltiin ottaen huomioon Orion Diagnostican sille asettamat vaatimukset. Kehitettya tes-
tialustaa tullaan kayttamaan Orion Diagnosticalla lopullisen tuotteen jatkokehitykseen.
Oikeaa eristysta testialustan viimeisimmalla versiolla tulee vield jatkotutkimuksissa ko-

keilla, jotta selvidisi sen toimivuus kaytannossa.

Taman insin6oritydn kokeellisen osuuden aikana Orion Diagnostica Oy:n tuotekehityk-
sessa toteutettiin lisdksi kaksi muutakin aihepiiriltddn samankaltaista insin6orityota:
"Uuden nukleiinihappoeristykseen pohjautuvan naytteenkasittelymenetelman kehitta-
minen rinovirukselle” (EIf 2015) sek& "Uuden nukleiinihappoeristykseen pohjautuvan
naytteenkasittelymenetelman kehittaminen rotavirukselle” (Liikonen 2015). Vaikka ku-
kin tyd oli itsendinen ja kunkin patogeenin naytteenkasittelymenetelman kehitykseen
siséltyi toisistaan poikkeavia ty®vaiheita, sivusivat tyot kuitenkin aiheiltaan toisiaan.
Kahden muun insinddrityon tulokset tukivat tdman insinddrityon tuloksia. Naita olivat
esimerkiksi kehitettadvdn menetelman ja kaupallisen Qiagen EZ1 Advance -

eristysmenetelman vertailusta saadut tulokset.

9.1 Johtopaatokset

Kokeiden perusteella uuden naytteenkasittelymenetelman todettiin toimivan Bordetella
pertussis -bakteerille. Menetelmdn DNA-saantoa tulee kuitenkin huomattavasti viela

parantaa, silla menetelmalla ei talla hetkella saada eristettya niin pienia bakteerimaaria
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kuin B. pertussis -nenénielunaytteissa tyypillisesti on. Tutkittaessa naytemateriaalina
olevan nendsivelyndytteen vaikutusta eristykseen, todettiin naytemateriaalina olevan
nenaliman inhibiittoreiden pienentdvan DNA-saantoa. Kokeessa kaytettyd naytemateri-
aalia ei kuitenkaan voida suoraan verrata oikeaan B. pertussis -

nenanielutikkunaytteeseen.

Vertailumenetelméaéan, Qiagenin EZ1 Advanced XL:aan, verrattuna kehitettavalla mene-
telmalla ei paasty yhta hyviin DNA-saantoihin eristettdessa suuria B. pertussis -
solumaaria, mutta pienia solumaaria eristettdessd menetelmilla paastiin lahes yhta
hyviin saantoihin. Verrattaessa kehitettdvan menetelmén magneettivartta kaupalliseen
QuicPick™-magneettikynaén oli magneettivarsi tulosten perusteella yhta tehokas eris-

tettaessa kliinisesti merkittavia bakteerimaaria.

Kokeiden perusteella kehitettavan menetelméan DNA-saantoa vahentaa pesupuskurei-
hin, erityisesti natriumkloridia sisaltdvaéan toiseen pesupuskuriin, jaavd DNA-maara.
Pesupuskureiden optimointikokeessa tutkittujen pesuvaihtoehtojen valilla ei havaittu
suuria eroja. Parhaaseen DNA-saantoon paastiin kuitenkin kokeessa kokeillulla pesu-
vaihtoehdolla 1. Tuotekehityksestéd lahtoisin oleva pesutapa on mahdollista korvata

kyseisella pesutavalla DNA-saannon parantamiseksi.

Tutkittaessa magneettipartikkeleiden sailyvyytta kehitettdvan menetelméan guanidiinitio-
syanaatti-puskurissa magneettipartikkeleiden sitomiskyvyn havaittiin heikkenevan eri-
tyisesti pienilld solumaarilla eristettdessd. Magneettipartikkeleita todennékdisesti voi-
daan sailyttdd puskurissa, mutta niiden sitomiskyky heikkenee. Samassa kokeessa
havaittiin myds, ettd ainakin ainoastaan B. pertussis -soluja eristettdessa, magneetti-
partikkelit on hyva lisatéa aikaisemmasta poiketen guanidiinitiosyanaattiin jo ennen nay-

tetta.

9.2 Jatkotutkimukset

Uuden naytteenkasittelymenetelman tuotekehitys jatkuu Orion Diagnosticalla. Jatkotut-
kimuksissa kehitettdvdn menetelmdn DNA-saannon varmistamiseksi tulee kaytetyn
solususpension tarkempi solumaara selvittdd. Nenasivelyndytteen inhibiittoreiden vai-
kutusta tulee kokeilla oikeilla nenanielunaytteilld, joissa naytemateriaalin maara on to-

denmukaisempi kuin tydssa kaytetylla nenalimanéaytteella.
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Jatkotutkimuksissa on hyva keskittya menetelmén pesupuskureiden kehittamiseen,
jotta puskureihin eluoituva DNA-maard vahenisi ja DNA-saanto parantuisi. Jokaiseen
kehitettavdn menetelmén puskuriin jddva tarkka DNA-m&éard tulee selvittdd. Tassa
tydssa tehty pesupuskureiden optimointi -koe tulee uusia ja lisdksi kokeilla vield muita
pesuvaihtoehtoja. Erilaisia pesutapoja kokeiltaessa on hyva mitata, kuinka paljon eluu-
tiopuskuriin kulkeutuu eristysprotokollan muita komponentteja: guanidiinitiosyanaattia,
etanolia ja suolaa seka kuinka paljon eluutiopuskuri sisaltdéd muita epapuhtauksia kuten

proteiinijagdmia.

Magneettipartikkeleiden sailyvyys -koe tulee toistaa tdméan tydn vaihtelevista tuloksista
johtuen. Koe tulee tehda pitemmalla aikavalilld, jotta varmistutaan, kuinka pitka saily-
tysaika guanidiinitiosyanaatti-puskurissa huonontaa merkittéavasti magneettipartikkelei-
den sitomiskykya. Jos kehitettavassa menetelméassa paadytaan sailyttamaan magneet-
tipartikkeleita guanidiinitiosyanaatti-puskurissa, nayte tulee aikaisemmasta poiketen
lisata vasta magneettipartikkeleiden jalkeen. Tama nayttaad olevan kokeiden perusteella
mahdollista ainakin eristettdessa ainoastaan soluja ilman naytemateriaalia. Koe tulee

kuitenkin toistaa tilanteessa, jossa nenanielunaytetikku on mukana.
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Insinddritydssa tehtyjen kokeiden johtopaatokset ja jatkotutkimusehdotukset.

Koe

Johtopaatokset

Jatkotutkimukset

Vertailu kaupalliseen
Qiagen EZ1 Advance XL -
eristysmenetelmaan

Vertailumenetelmaan verrattuna
kehitettavalla menetelmalla ei
paadsta yhta hyvaan DNA-

saantoon paastaan kuitenkin pie-

nia B. pertussis -solumaaria eris-

tettdessa. DNA-saantoa on paran-

nettava, jotta kliinisesti merkitta-

vien bakteerimaarien eristaminen
on mahdollista.

saantoon. Lahes yhta hyvaan DNA-

DNA-saannon varmistamisek-
si kaytetyn solususpension
tarkemman solumaaran sel-
vittaminen.

Kehitettavan eristysme-
netelman puskurien
DNA-jadnnokset

Kehitettavan menetelman huonon

DNA-saannon yksi syy on natrium-
kloridia sisaltavaan toiseen pesu-
puskuriin eluoituva DNA-maara.

Menetelman pesupuskurei-
den kehittaminen. Ty0ssa
tehdyn kokeen toisto kvanti-
taation kanssa.

Nenasivelynadytteen
inhibiittoreiden vaikutus

Nadytemateriaalina olevan nenali-
man inhibiittorit pienentavat DNA-
saantoa.

Inhibiittoreiden vaikutuksen
kokeilu oikeilla nenanielu-
naytteilla.

Pesupuskureiden opti-
mointi

Tutkittujen pesuvaihtoehtojen
valilla ei havaittu suuria eroja.
Parhaaseen DNA-saantoon paas-
tiin kuitenkin kokeessa kokeillulla
pesuvaihtoehdolla 1.

Pesupuskureiden optimointi -
kokeen toisto ja uusien pesu-
vaihtoehtojen kokeilu.

Magneettipartikkeleiden
sailyvyys

Magneettipartikkeleiden sitomis-

kyvyn havaittiin heikkenevan eri-

tyisesti pienilld solumaarilla eris-
tettdessa.

Tassa tydssa tehdyn kokeen
toisto pitemmalla aikavalilla.

Magneettivarren ja
QuicPick™-
magneettikynan vertailu

Kehitettavdssa menetelmassa
kaytettava magneettivarsi on yhta
tehokas kliinisesti merkittavien
bakteerimaarein eristdmiseen

verrattuna magneettikynaan.
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Liite 1. Bordetella pertussiksen diagnosointimenetelmat

Taulukko 1. Lyhenne/numero, tutkimus ja menetelma.

Laboratorio

Lyhenne/numero

Tutkimus

Bordetella pertussis, viljely ja

Menetelma

Huslab -B Vip (9441 PCR, viljel ikoiselat ineill
usla opeVip ( ) TRl CEaivE viljely erikoiselatusaineilla
Huslab -BobeAb (2471) Bordetella pertussis, vasta-aineet Entsyymi-immunomenetelma (EIA)

S-Pertussis, difteria, tetanus, vasta- . a
Tykslab -S-PDTADb (230) usst ! ainleet S Entsyymi-immunologinen (EIA)
Bakteeriviljely, tunnistus spesifisilla vasta-
Tykslab -BopeVi (2472) Bordetella pertussis, viljely 1€y, EUNNISTUS SP
aineilla
Tykslab -S-BobeAb (2471) S-Bordetella pertussis, vasta-aineet Entsyymi-immunomenetelma (EIA)
Bordetella pertussis, nukleiinihapon ) ) .
Tykslab -BopeNhO (4345) posoitus (PCR) . Polymeraasiketjureaktio (PCR)
Fimlab -RBaktNhO Respiratoristen bakteereiden Multiplex-polymeraasiketjureaktio
(9877) nukleiinihaponosoitus (multiplex-PCR)
Fimlab -S-BopeAb (2471) Bordetella Pertussis, vasta-aineet Entsyymi-immunomenetelma (EIA)
Fimlab -BopeVi (2472) Bordetella Pertussis, Viljely Viljely hinkumaljalle
PDT,vasta-aineet _ .
Satadiag -S-PDTADb (230) . . . Entsyymi-immunologinen (EIA)
(pertussis,difteria,tetanus), seerumista
Bakteeriviljely, tunnistus spesifisilla vasta
Satadiag -BopeVi (2472) Bordetella pertussis, viljely €y aineilla P
S-Bordetella pertussis, vasta-aineet, L .
Satadiag -S-BobeAb (2471) > ) Entsyymi-immunomenetelma (EIA)
seerumista
Bordetella pertussis, nukleiinihapon . . )
Satadiag -BopeNhO (4345) » ) P Polymeraasiketjureaktio (PCR)
osoitus
Islab -BopeVi (2472) Bordetella pertussis, viljely Erikoisbakteeriviljely
Islab -S-BopeAb (2471) S-Bordetella pertussis, vasta-aineet Entsyymi-immunomenetelma (EIA)
Bordetella pertussis, nukleiinihapon . . .
Islab -BopeNhO (4345) > ® Polymeraasiketjureaktio (PCR)

osoitus (PCR)

Nordlab/Oyslab

-S-BopeAb (2471)

Bordetella pertussis, vasta-aineet,
seerumista

Entsyymi-immunomenetelma (EIA)

Nordlab/Oyslab

-BopeViP (8358)

Bordetella pertussis, viljely ja
nukleiinihapon osoitus,

Polymeraasiketjureaktio (PCR)

Bordetella pertussis, nukleiinihapon

epsh -BopeNhO (4345 Polymeraasiketjureaktio (PCR
pshe P ( ) osoitus (kval) Y L ( )
. Bordetella pertussis, nukleiinihapon Viljely selektiiviselle
epsh -BopeVip (9104
pshp P P ) osoitus ja viljely erikoiselatusaineelle seka PCR
Bordetella pertussis, vasta-aineet o .
epshp -BobeAb (2471) P ) Entsyymi-immunomenetelma (EIA)
seerumista
Bakteeriviljely ja tunnistus spesifisilla
vshp -BopeVi (2472) Bordetella pertussis viljely Jely) L P
vasta-aineilla
Bordetella pertussis, nukleiinihappo
vshp -BobeNhO (4345) P (kval) PP Polymeraasiketjureaktio (PCR)
vshp -S-BopeAb (2471) S -Bordetella pertussis, vasta-aineet Entsyymi-immunomenetelma (EIA)
phsotey -S-BopeAb (2471) Bordetella pertussis, vasta-aineet Entsyymi-immunomenetelma (EIA)
. Bordetella pertussis, viljely ja Viljely selektiiviselle
hsote -BopeVip (9441
P W ® P ) nukleiinihapon osoitus erikoiselatusaineelle seka PCR
Medix -S-BopeAb (2471) Bordetella pertussis, vasta-aineet Enstyymi-immunomenetelma (EIA)
. Bordetella pertussis, viljely ja Nayte viljellaan selektiiviselle
Eksote -BopeVip (9441
P P ) nukleiinihapon osoitus erikoiselatusaineelle, PCR
Bordetella pertussis, nukleiinihapon
Utulab -BopeNhO (4345) pertu _I v finfnap Polymeraasiketjureaktio (PCR)
osoitus
-S-BopeAb
Utulab (2471), s- Bordetella pertussis, vasta-aineet Entsyymi-immomenetelma (EIA)
BopeAbG (3312)
Bakteeriviljely, tunnistus spesifisilla vasta
Utulab -BopeVi (2472) Bordetella pertussis, viljely ety »

aineilla
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Taulukko 2. Tuloksen saamiseen kuluva aika, indikaatio, naytemateriaali.

Laboratorio

Tuloksen saamiseen kuluva aika

Indikaatio

Ndytemateriaali

Huslab

Viikon aikana

Hinkuyskan diagnostiikka

Nenanielunayte

Huslab

4-8 tyopaivaa

Hinkuvan tai muutoin voimakkaan yskan
syyn selvittdminen

0,5 ml seerumia.
Pariseerumindytteita

Tykslab

Rokotusvasteen seuranta. Vasta-
ainevalitteisen immuniteetin tutkiminen

3 ml verta

Tykslab

Positiivinen n. 3 vrk:ssa,
negatiivinen n. 1 vk

Hinkuyskan diagnostiikka, erityisesti pienilla
lapsilla

Nendnielunayte

Tykslab

n. 1vk

Hengitystieinfektiot lapsilla ja aikuisilla

3 ml verta

Tykslab

Seuraavana arkipadivana

Hinkuyskan diagnostiikka erityisesti oireilun
aikaisessa vaiheessa

Nendnielunayte tai
imulimanayte

Fimlab

Seuraavana padivana

Hengitystiebakteeri-infektion etiologian
selvittdminen

Nendnielunayte,
nendnielun imulima tai

Fimlab

Kahden viikon kuluessa

Hinkuyskan epaily

1 ml seerumia, alle
yksivuotiailta

Fimlab

10 vrk:n kuluessa

Hinkuyskan epaily

Nendnielundyte

Satadiag

3-5tyopadivan kuluessa

Rokotusvasteen seuranta. Vasta-
ainevalitteisen immuniteetin tutkiminen

1 ml seerumia/4 ml
verta

Satadiag

Positiivinen n. 4 vrk:ssa,
negatiivinen n. 1 vk

Hinkuyskan diagnostiikka, erityisesti pienilla
lapsilla

Nendnielunayte

Satadiag

5-9 ty6paivan kuluessa

Hengitystieinfektiot lapsilla ja aikuisilla

1 ml seerumia/4 ml
verta

Satadiag

1-2 ty6paivan kuluessa

Hinkuyskan diagnostiikka erityisesti oireilun
aikaisessa vaiheessa

Nenanielunayte tai
imulimandyte

Islab

Viikon kuluessa

Hinkuyskan epaily

Nendnielunayte

Islab

Kahden viikon kuluessa

Hengitystieinfektiot lapsilla ja aikuisilla

1 ml seerumia

Islab

Noin viikon kuluessa

Hinkuyskan diagnostiikka erityisesti oireilun
aikaisessa vaiheessa

Nenanielunayte tai
imulimanayte

Nordlab/Oyslab

4-8 tybpaivaa

Hinkuvan tai muutoin voimakkaan yskan
syyn selvittdminen

0,5 ml seerumia.
Pariseeruminaytteita

Nordlab/Oyslab

Viikon aikana

Hinkuyskan diagnostiikka

Nenédnielunayte

epshp

Naytteen saapumista
seuraavana paivana

Hinkuyskaepaily

Nendnielunayte,
nendnielun

epshp

Noin viikon kuluessa

Hinkuyskan diagnostiikka

undyte, nendnielun imul

epshp

Noin viikon kuluessa

Hengitystieinfektiot lapsilla ja aikuisilla

1 ml seerumia

vshp

Positiivinen n. 3 vrk:ssa,
negatiivinen n. 1 vk

Pertussis epaily

Nendnielunayte

vshp

Seuraavana arkipaivana

Nenédnielunayte

vshp

10 paivan kuluessa

Hinkuyskaepaily lapsilla ja aikuisilla

1 ml seerumia, alle 6 kk
ikasisilta lapsilta

phsotey

Kerran viikossa

Hengitystieinfektiot

2 ml verta/1 ml
seerumia, alle yksi

phsotey

viikon aikana

Hinkuyskan diagnostiikka

Nendnielunayte

Medix

4 arkipaivaa

Hinkuyskan diagnostiikka

1ml seerumia

Eksote

Viikon kuluessa

Hinkuyksan diagnostiikka

Nenanielunayte

Utulab

Seuraavana arkipaivana

Nenédnielunayte,
nendnielun

Utulab

Viikon kuluessa

Hengitystieinfektiot lapsilla ja aikuisilla

1 ml seerumia

Utulab

Positiivinen n. 3 vrk:ssa,
negatiivinen n. 1 vk

Pertussis epaily

Nendnielunayte




Liite 2. PCR-ohjelma

Taulukko 1. Insindoritydssa kaytetty PCR-ohjelma.
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Lampétila, °C Aika Syklit
Alkudenaturaatio 95 10 min 1
95 15s
; x40
PCR 60 1 min
95 30s 1

(Ménard ym. 2006)



Liite 3. Kokeiden Raakadata

Taulukko 1. gPCR:n optimointi.

Kaivo Nayte Aluke C C:Ka
A01 Std-1 F1-BP ja R1-BP 11,65 11,605
BO1 Std-1 F1-BP ja R1-BP 11,56 11,605
co1 Std-2 F1-BP ja R1-BP 14,8 14,815
D01 Std-2 F1-BP ja R1-BP 14,83 14,815
EO1 Std-3 F1-BP ja R1-BP 18,02 18,05
FO1 Std-3 F1-BP ja R1-BP 18,08 18,05
GO01 Std-4 F1-BP ja R1-BP 21,36 21,4
HO1 Std-4 F1-BP ja R1-BP 21,44 21,4
A02 Std-5 F1-BP ja R1-BP 25,33 25,23
BO2 Std-5 F1-BP ja R1-BP 25,13 25,23
C02 Std-6 F1-BP ja R1-BP 28,44 28,335
D02 Std-6 F1-BP ja R1-BP 28,23 28,335
EO2 NTC F1-BP ja R1-BP 36,23 36,135
FO2 NTC F1-BP ja R1-BP 36,04 36,135
A03 Std-1 BP-1ja BP-2 8,88 8,885
BO3 Std-1 BP-1jaBP-2 8,89 8,885
Co3 Std-2 BP-1jaBP-2 13,88 13,665
D03 Std-2 BP-1jaBP-2 13,45 13,665
EO3 Std-3 BP-1jaBP-2 17,23 17,015
FO3 Std-3 BP-1jaBP-2 16,8 17,015
G03 Std-4 BP-1jaBP-2 20,41 20,46
HO3 Std-4 BP-1jaBP-2 20,51 20,46
A04 Std-5 BP-1jaBP-2 24,46 24,28
BO4 Std-5 BP-1ja BP-2 24,12 24,28
co4 Std-6 BP-1ja BP-2 27,53 27,56
D04 Std-6 BP-1ja BP-2 27,59 27,56
EO4 NTC BP-1ja BP-2 35,32 35,21
FO4 NTC BP-1ja BP-2 35,19 35,21

Liite 3
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Taulukko 2. Standardisuora ja kvantitaatio.

Kaivo Nayte (o C;Ka Starting Quantity (SQ) SQKa
A03 Std-01 6,07 5,72 1,00E+09 1,00E+09
BO3 Std-01 5,37 5,72 1,00E+09 1,00E+09
Cco3 Std-02 8,32 8,32 1,00E+08 1,00E+08
D03 Std-02 8,33 8,32 1,00E+08 1,00E+08
EO3 Std-03 13,78 13,74 1,00E+07 1,00E+07
FO3 Std-03 13,71 13,74 1,00E+07 1,00E+07
G03 Std-04 17,31 17,38 1,00E+06 1,00E+06
HO3 Std-04 17,45 17,38 1,00E+06 1,00E+06
A04 Std-05 21,01 21,01 1,00E+05 1,00E+05
BO4 Std-05 21,01 21,01 1,00E+05 1,00E+05
co4 Std-06 24,54 24,47 1,00E+04 1,00E+04
D04 Std-06 24,4 24,47 1,00E+04 1,00E+04
EO4 Std-07 28,11 27,99 1,00E+03 1,00E+03
FO4 Std-07 27,87 27,99 1,00E+03 1,00E+03
G04 Std-08 31,6 31,64 1,00E+02 1,00E+02
HO4 Std-08 31,68 31,64 1,00E+02 1,00E+02
AO05 Std-09 34,85 34,78 1,00E+01 1,00E+01
BO5 Std-09 34,7 34,78 1,00E+01 1,00E+01
C05 Std-10 35,41 36,15 1,00E+00 1,00E+00
D05 Std-10 36,89 36,15 1,00E+00 1,00E+00
AO06 Neg 36,36 35,635 2,99E+00 2,99E+00
BO6 Neg 34,91 35,635  7,70E+00 7,69E+00
Co6 Neg 35,8 35,665 4,30E+00 4,30E+00
D06 Neg 35,53 35,665 5,13E+00 5,13E+00
EO6 Neg 35,55 35,875 5,08E+00 5,08E+00
FO6 Neg 36,2 35,875 3,33E+00 3,33E+00
GO06 Neg 36,15 35,71 3,44E+00 3,44E+00
HO6 Neg 35,27 35,71 6,08E+00 6,08E+00
AO07 Neg 36,16 36,145 3,41E+00 3,41E+00
BO7 Neg 36,13 36,145 3,47E+00 3,47E+00
Cco7 NTC 35,75 35,83 N/A N/A

D07 NTC 35,91 35,83 N/A N/A

Liite 3
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Taulukko 3. Vertailu kaupalliseen Qiagen EZ1 Advance XL -eristysmenetelméén, koe 1.

Kaivo Nayte Solua/eristys  Cr Crka Quantity Quantity Ka
Al Kehitettava menetelma 1,24E+13 17,77 17,87 1,14E+06 1,06E+06
B1 Kehitettavd menetelma 1,24E+13 17,97 17,87 9,80E+05 1,06E+06
Cc1 Kehitettavd menetelma 1,24E+11 24,81 24,63 5,76E+03 6,67E+03
D1 Kehitettava menetelma 1,24E+11 24,45 24,63 7,58E+03 6,67E+03
El Kehitettava menetelma 1,24E+09 28,10 29,39 4,88E+02 2,79E+02
F1 Kehitettava menetelma 1,24E+09 30,68 29,39 7,05E+01 2,79E+02
Gl Kehitettavd menetelma 1,24E+07 32,64 32,61 1,63E+01 1,66E+01
H1 Kehitettavd menetelma 1,24E+07 32,59 32,61 1,69E+01 1,66E+01
A2 Kehitettava menetelma 1,24E+05 32,12 31,82 2,40E+01 3,09E+01
B2 Kehitettava menetelma 1,24E+05 31,51 31,82 3,78E+01 3,09E+01
Cc2 Kehitettava menetelma 1,24E+03 32,37 32,57 1,98E+01 1,73E+01
D2 Kehitettavd menetelma 1,24E+03 32,76 32,57 1,48E+01 1,73E+01
E2 Kehitettdavd menetelma 1,24E+01 31,01 30,90 5,52E+01 6,01E+01
F2 Kehitettava menetelma 1,24E+01 30,79 30,90 6,49E+01 6,01E+01
A3 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+13 14,81 14,76 1,05E+07 1,09E+07
B3 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+13 14,72 14,76 1,12E+07 1,09E+07
C3 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+11 21,74 21,56 5,79E+04 6,66E+04
D3 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+11 21,39 21,56 7,54E+04 6,66E+04
E3 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+09 29,01 28,87 2,47E+02 2,76E+02
F3 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+09 28,73 28,87 3,06E+02 2,76E+02
G3 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+07 32,82 16,41 1,42E+01 1,42E+01
A4 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+05 31,34 31,62 4,31E+01 3,57E+01
B4 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+05 31,90 31,62 2,84E+01 3,57E+01
c4 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+03 32,67 32,27 1,59E+01 2,24E+01
D4 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+03 31,87 32,27 2,89E+01 2,24E+01
E4 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+01 35,44 35,66 - -

F4 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+01 35,89 35,66 - -

A5 Standard 11,44 11,44 1,00E+08

B5 Standard 11,43 11,44 1,00E+08

C5 Standard 14,59 14,73 1,00E+07

D5 Standard 14,87 14,73 1,00E+07

E5 Standard 18,05 18,02 1,00E+06

F5 Standard 17,99 18,02 1,00E+06

G5 Standard 21,00 21,03 1,00E+05

H5 Standard 21,07 21,03 1,00E+05

A6 Standard 24,47 24,34 1,00E+04

B6 Standard 24,20 24,34 1,00E+04

Ccé6 Standard 27,84 27,69 1,00E+03

D6 Standard 27,54 27,69 1,00E+03

E6 Standard 30,73 30,80 1,00E+02

F6 Standard 30,87 30,80 1,00E+02

G6 Standard 32,68 32,81 1,00E+01

H6 Standard 32,94 32,81 1,00E+01

A7 Standard 35,24 35,86 1,00E+00

B7 Standard 36,47 35,86 1,00E+00

c7 Neg 35,95 35,31

D7 Neg 34,67 35,31

E7 NTC 35,08 34,86

F7 NTC 34,65 34,86
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Taulukko 4. Vertailu kaupalliseen Qiagen EZ1 Advance XL -eristysmenetelméaén, koe 2.

Kaivo Nayte Solua/eristys  C; C;Ka Starting Quantity (SQ) SQKa
AO01 Kehitettavda menetelma 1,24E+11 23,32 23,24 7,36E+03 7,83E+03
BO1 Kehitettdva menetelma 1,24E+11 23,15 23,24 8,30E+03 7,83E+03
co1 Kehitettdava menetelma 1,24E+09 30,34 31,03 5,74E+01 3,97E+01
D01 Kehitettdva menetelma 1,24E+09 31,72 31,03 2,21E+01 3,97E+01
EO1 Kehitettdva menetelma 1,24E+07 33,08 33,10 8,65E+00 8,53E+00
Fo1 Kehitettdva menetelma 1,24E+07 33,12 33,10 8,40E+00 8,53E+00
G01 Kehitettdva menetelma 1,24E+05 34,16 34,02 - -
HO1 Kehitettava menetelma 1,24E+05 33,88 34,02 - -
AO02 Kehitettdava menetelma 1,24E+03 34,25 34,36 - -
B02 Kehitettavda menetelma 1,24E+03 34,47 34,36 - -
Cc02 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+11 19,66 19,97 9,24E+04 7,66E+04
D02 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+11 20,27 19,97 6,08E+04 7,66E+04
E02 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+09 27,02 26,95 5,71E+02 5,99E+02
FO2 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+09 26,88 26,95 6,27E+02 5,99E+02
G02 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+07 31,4 31,35 2,76E+01 2,87E+01
AO3 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+07 31,29 31,35 2,98E+01 2,87E+01
BO3 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+05 31,67 31,67 2,29E+01 2,29E+01
C03 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+03 34,3 34,41 - -
D03 Qiagen EZ1 Advanced XL 1,24E+03 34,52 34,41 - -
A04 Std-1 19,29 19,19 1,00E+05 1,00E+05
BO4 Std-1 19,08 19,19 1,00E+05 1,00E+05
Cco4 Std-2 22,93 23,02 1,00E+04 1,00E+04
D04 Std-2 23,11 23,02 1,00E+04 1,00E+04
EO4 Std-3 26 26,07 1,00E+03 1,00E+03
FO4 Std-3 26,13 26,07 1,00E+03 1,00E+03
G04 Std-4 30,06 30,10 1,00E+02 1,00E+02
HO4 Std-4 30,13 30,10 1,00E+02 1,00E+02
AO5 Std-5 33,5 33,43 1,00E+01 1,00E+01
BO5 Std-5 33,35 33,43 1,00E+01 1,00E+01
C05 Std-6 34,69 34,69 1,00E+00 1,00E+00
EO5 Neg 35,09 34,95 2,15E+00 2,15E+00
FO5 Neg 34,8 34,95 2,62E+00 2,62E+00
GO05 NTC 34,54 34,21 N/A N/A

HO5 NTC 33,88 34,21 N/A N/A




Taulukko 5. Kehitettdvan eristysmenetelman puskurien DNA-jaannokset.

Kaivo Nayte Cr CrKa
C1 GuSCN ennen magneettipartikkeleita 23,81 23,90
D1 GuSCN ennen magneettipartikkeleita 23,99 23,90
G1 GUuSCN ennen magneettipartikkeleita neg 35,43 35,51
H1 GuSCN ennen magneettipartikkeleita neg 35,59 35,51
A2 GUSCN ennen magneettipartikkeleita pos 11,02 11,00
B2 GuSCN ennen magneettipartikkeleita pos 10,98 11,00
E2 GuSCN magneettipartikkeleiden jalkeen 26,41 26,26
F2 GUSCN magneettipartikkeleiden jalkeen 26,12 26,26
A3 GuSCN magneettipartikkeleiden jalkeen neg 35,92 35,53
B3 GuSCN magneettipartikkeleiden jalkeen neg 35,14 35,53
c3 GUuSCN magneettipartikkeleiden jalkeen pos 11,19 11,11
D3 GuSCN magneettipartikkeleiden jalkeen pos 11,04 11,11
G3 Pesul 31,65 31,97
H3 Pesul 32,28 31,97
c4 Pesu lneg 35,70 35,54
D4 Pesu lneg 35,39 35,54
E4 Pesu 1pos 11,28 11,29
F4 Pesu 1 pos 11,30 11,29
A5 Pesu 2 28,09 28,10
B5 Pesu 2 28,12 28,10
ES Pesu 2 neg 36,25 35,53
F5 Pesu 2 neg 34,80 35,53
G5 Pesu 2 pos 10,76 10,75
H5 Pesu 2 pos 10,75 10,75
(63} TE-puskuri 24,19 24,00
D6 TE-puskuri 23,82 24,00
G6 TE-puskuri neg 35,67 35,47
H6 TE-puskuri neg 35,28 35,47
A7 TE-puskuri pos 11,22 11,17
B7 TE-puskuri pos 11,12 11,17
E9 NTC 35,16 35,36
F9 NTC 35,56 35,36
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Taulukko 6. Nenasivelynaytteen inhibiittoreiden vaikutus.
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Kaivo Nayte soluen sisdys Solua/eristys Cr C; Ka
A01 Nenanayte Naytetikun jalkeen 1,24E+11 29,19 29,14
BO1 Nendnayte Naytetikun jalkeen 1,24E+11 29,09 29,14
co1 Nendndyte Naytetikkua ennen 1,24E+11 27,37 27,63
D01 Nenanayte Naytetikkua ennen 1,24E+11 27,89 27,63
EO1 Nendndyte Ndaytetikun jalkeen 1,24E+09 33,21 32,92
FO1 Nenandyte Ndytetikun jdlkeen 1,24E+09 32,62 32,92
G01 Nendnayte Naytetikkua ennen 1,24E+09 32,32 32,44
HO1 Nenédndyte Naytetikkua ennen 1,24E+09 32,55 32,44
A02 Nendnayte Naytetikun jalkeen 1,24E+07 30,39 30,78
B02 Nendnayte Ndaytetikun jalkeen 1,24E+07 31,17 30,78
Cco2 Nendndyte Naytetikkua ennen 1,24E+07 35,94 35,12
D02 Nenanayte Naytetikkua ennen 1,24E+07 34,29 35,12
EO2 Ei nendndytetta Ndytetikun jalkeen 1,24E+11 25,90 26,06
FO2 Ei nenanaytetta Ndytetikun jélkeen 1,24E+11 26,21 26,06
G02 Ei nendnaytetta Naytetikkua ennen 1,24E+11 25,22 25,47
HO02 Ei nendnaytetta Naytetikkua ennen 1,24E+11 25,72 25,47
AO3 Ei nendnaytetta Naytetikun jalkeen 1,24E+09 30,95 31,01
B0O3 Ei nendnaytettd Naytetikun jalkeen 1,24E+09 31,06 31,01
Cco3 Ei nendndytetta Naytetikkua ennen 1,24E+09 31,05 31,43
D03 Ei nendnaytetta Naytetikkua ennen 1,24E+09 31,81 31,43
EO3 Ei nendndytetta Ndaytetikun jalkeen 1,24E+07 35,05 35,07
FO3 Ei nendnaytetta Ndytetikun jalkeen 1,24E+07 35,08 35,07
G03 Ei nendnaytettd Naytetikkua ennen 1,24E+07 35,20 35,20
HO3 Ei nendnaytetta Naytetikkua ennen 1,24E+07 35,19 35,20
AO4 Nendnayte - - 35,14 35,23
BO4 Nendnayte - - 35,32 35,23
Co4 Ei nenanadytetta - 1,24E+09 31,90 31,53
D04 Ei nendnaytetta - 1,24E+09 31,16 31,53
A05 Standard 5,58 5,62

BO5 Standard 5,67 5,62

C05 Standard 12,65 12,60
D05 Standard 12,56 12,60
EO05 Standard 16,44 16,32
FO5 Standard 16,20 16,32
GO05 Standard 19,80 19,87
HO5 Standard 19,94 19,87
A06 Standard 23,67 23,58
B0O6 Standard 23,49 23,58
Cco6 Standard 27,08 27,07
D06 Standard 27,07 27,07
EO6 NTC 34,89 34,83
FO6 NTC 34,76 34,83




Taulukko 7. Pesupuskureiden optimointi.
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Kaivo Nayte Cr CrKa Starting Quantity (SQ) SQKa
AO01 1 27,31 27,27 3,12E+03 3,22E+03
BO1 1 27,23 27,27 3,32E+03 3,22E+03
co1 2 32,85 33,10 5,99E+01 5,10E+01
D01 2 33,34 33,10 4,20E+01 5,10E+01
EO1 3 26,59 26,46 5,23E+03 5,80E+03
FO1 3 26,32 26,46 6,37E+03 5,80E+03
GO01 4 32,50 32,55 7,69E+01 7,43E+01
HO1 4 32,59 32,55 7,17E+01 7,43E+01
AO02 5 28,72 28,63 1,15E+03 1,23E+03
B0O2 5 28,53 28,63 1,31E+03 1,23E+03
c02 6 34,89 34,60 1,40E+01 1,75E+01
D02 6 34,31 34,60 2,10E+01 1,75E+01
EO2 7 27,06 27,07 3,74E+03 3,72E+03
FO2 7 27,08 27,07 3,69E+03 3,72E+03
HO2 8 33,71 33,71 3,22E+01 3,22E+01
AO03 9 27,50 27,48 2,72E+03 2,77E+03
BO3 9 27,45 27,48 2,82E+03 2,77E+03
co3 10 35,10 34,40 1,20E+01 2,24E+01
D03 10 33,69 34,40 3,28E+01 2,24E+01
EO3 11 26,33 26,27 6,29E+03 6,58E+03
FO3 11 26,21 26,27 6,88E+03 6,58E+03
G03 12 34,40 33,40 1,98E+01 5,15E+01
HO3 12 32,39 33,40 8,31E+01 5,15E+01
A04 13 28,44 28,45 1,40E+03 1,39E+03
BO4 13 28,46 28,45 1,38E+03 1,39E+03
co4 14 34,43 34,27 1,93E+01 2,18E+01
D04 14 34,10 34,27 2,44E+01 2,18E+01
EO4 15 27,19 27,26 3,41E+03 3,26E+03
FO4 15 27,32 27,26 3,11E+03 3,26E+03
G04 16 32,94 33,29 5,61E+01 4,52E+01
HO4 16 33,63 33,29 3,42E+01 4,52E+01
AO05 Standard 22,32 22,31 1,00E+05 1,00E+05
BO5 Standard 22,30 22,31 1,00E+05 1,00E+05
C05 Standard 25,55 25,61 1,00E+04 1,00E+04
D05 Standard 25,66 25,61 1,00E+04 1,00E+04
EO5 Standard 28,79 28,95 1,00E+03 1,00E+03
FO5 Standard 29,10 28,95 1,00E+03 1,00E+03
GO05 Standard 32,38 32,68 1,00E+02 1,00E+02
HO5 Standard 32,98 32,68 1,00E+02 1,00E+02
BO6 Standard 35,02 35,02 1,00E+01 1,00E+01
Cco6 Standard 38,08 38,38 1,00E+00 1,00E+00
D06 Standard 38,68 38,38 1,00E+00 1,00E+00
EO6 Neg 38,96 38,46 7,62E-01 1,16E+00
FO6 Neg 37,96 38,46 1,55E+00 1,16E+00
GO06 NTC 38,38 38,38 N/A N/A

HO6 NTC 40,49 40,49 N/A N/A
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Taulukko 8. Magneettipartikkeleiden sailyvyys, koe 1.
Kaivo Nayte Solumaara/eristys C; C;Ka Starting Quantity (SQ) SQKa
A01 nolla pdivaa 1,24E+13 18,27 18,195 2,81E+05 2,96E+05
BO1 nolla paivaa 1,24E+13 18,12 18,195 3,11E+05 2,96E+05
co1 nolla paivaa 1,24E+11 24,55 24,54 4,79E+03 4,81E+03
DO1 nolla pdivaa 1,24E+11 24,53 24,54 4,84E+03 4,81E+03
EO1 nolla paivaa 1,24E+09 28,91 28,715 2,82E+02 3,22E+02
FO1 nolla paivaa 1,24E+09 28,52 28,715 3,62E+02 3,22E+02
G01 3 paivaa 1,24E+13 19,4 19,37 1,36E+05 1,38E+05
HO1 3 pdivaa 1,24E+13 19,34 19,37 1,41E+05 1,38E+05
A02 3 pdivaa 1,24E+11 25,86 25,615 2,04E+03 2,42E+03
B02 3 paivaa 1,24E+11 25,37 25,615 2,80E+03 2,42E+03
C02 3 pdivaa 1,24E+09 32,74 32,68 2,35E+01 2,44E+01
D02 3 pdivaa 1,24E+09 32,62 32,68 2,52E+01 2,44E+01
E02 1 viikko 1,24E+13 20,05 20,16 8,88E+04 8,29E+04
F02 1 viikko 1,24E+13 20,27 20,16 7,71E+04 8,29E+04
G02 1 viikko 1,24E+11 26,13 26,13 1,71E+03 1,71E+03
AO03 1viikko 1,24E+09 32,21 32,735 3,29E+01 2,48E+01
BO3 1 viikko 1,24E+09 33,26 32,735 1,67E+01 2,48E+01
C03 2 viikkoa 1,24E+13 19,38 19,48 1,37E+05 1,29E+05
D03 2 viikkoa 1,24E+13 19,58 19,48 1,21E+05 1,29E+05
EO3 2 viikkoa 1,24E+11 26,67 26,485 1,21E+03 1,37E+03
FO3 2 viikkoa 1,24E+11 26,3 26,485 1,53E+03 1,37E+03
G03 2 viikkoa 1,24E+09 33,81 33,125 1,17E+01 2,01E+01
HO3 2 viikkoa 1,24E+09 32,44 33,125 2,85E+01 2,01E+01
A04 0 pdivaa, ndyte ennenmg 1,24E+13 18,68 18,525 2,16E+05 2,40E+05
B0O4 0 pdivaa, ndyte ennenmg 1,24E+13 18,37 18,525 2,64E+05 2,40E+05
co4 0 paivaa, nayte ennenmg 1,24E+11 25,78 25,725 2,15E+03 2,23E+03
D04 0 pdivaa, ndyte ennen mg 1,24E+11 25,67 25,725 2,31E+03 2,23E+03
EO4 0 pdivaa, ndyte ennenmg 1,24E+09 31,01 31,565 7,20E+01 5,36E+01
FO4 0 padivaa, ndyte ennenmg 1,24E+09 32,12 31,565 3,51E+01 5,36E+01
A05 Standard 7,02 7,17 1,00E+08 1,00E+08
BO5 Standard 7,32 7,17 1,00E+08 1,00E+08
(605 Standard 13,54 13,565 1,00E+07 1,00E+07
D05 Standard 13,59 13,565 1,00E+07 1,00E+07
EO5 Standard 16,95 16,875 1,00E+06 1,00E+06
FO5 Standard 16,8 16,875 1,00E+06 1,00E+06
G05 Standard 20,21 20,27 1,00E+05 1,00E+05
HO5 Standard 20,33 20,27 1,00E+05 1,00E+05
A06 Standard 24,16 24,125 1,00E+04 1,00E+04
B0O6 Standard 24,09 24,125 1,00E+04 1,00E+04
Co6 Standard 27,35 27,43 1,00E+03 1,00E+03
D06 Standard 27,51 27,43 1,00E+03 1,00E+03
EO6 Standard 30,94 30,94 1,00E+02 1,00E+02
G06 Standard 34,46 34,95 1,00E+01 1,00E+01
HO6 Standard 35,44 34,95 1,00E+01 1,00E+01
A07 Standard 35,74 35,605 1,00E+00 1,00E+00
BO7 Standard 35,47 35,605 1,00E+00 1,00E+00
co7 Neg 35,41 35,42 4,13E+00 4,10E+00
D07 Neg 35,43 35,42 4,07E+00 4,10E+00
EQ7 NTC 35,22 35,23 N/A N/A
FO7 NTC 35,24 35,23 N/A N/A
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Taulukko 9. Magneettipartikkeleiden sailyvyys, koe 2.

Kaivo Nayte Solua/eristys C; C: Ka Quantity Quantity Ka
Al Nolla padivaa  1,24E+13 20,20 20,34 1,33E+07 1,15E+07
B1 Nolla paivaa  1,24E+13 20,49 20,34 9,77E+06 1,15E+07
C1 Nolla paivaa  1,24E+11 27,44 27,26 5,93E+03 7,36E+03
D1 Nolla paivaa 1,24E+11 27,07 27,26 8,79E+03 7,36E+03
El Nolla pdivaa  1,24E+09 29,83 29,69 4,69E+02 5,45E+02
F1 Nolla paivaa  1,24E+09 29,56 29,69 6,21E+02 5,45E+02
G1 Nelja viikkoa 1,24E+13 21,21 21,10 4,52E+06 5,12E+06
H1 Neljd viikkoa 1,24E+13 20,99 21,10 5,73E+06 5,12E+06
A2 Nelja viikkoa 1,24E+11 26,93 27,05 1,03E+04 9,07E+03
B2 Nelja viikkoa 1,24E+11 27,18 27,05 7,84E+03 9,07E+03
C2 Nelja viikkoa 1,24E+09 35,55 35,26 1,06E+00 1,50E+00
D2 Nelja viikkoa  1,24E+09 34,98 35,26 1,94E+00 1,50E+00
A3 Standard 35,07 22,52 1,00E+09 1,00E+09
B3 Standard 9,97 22,52 1,00E+09 1,00E+09
c3 Standard 13,65 13,91 1,00E+08 1,00E+08
D3 Standard 14,16 13,91 1,00E+08 1,00E+08
E3 Standard 17,50 17,81 1,00E+07 1,00E+07
F3 Standard 18,11 17,81 1,00E+07 1,00E+07
G3 Standard 20,97 20,71 1,00E+06 1,00E+06
H3 Standard 20,45 20,71 1,00E+06 1,00E+06
Ad Standard 25,23 24,96 1,00E+05 1,00E+05
B4 Standard 24,69 24,96 1,00E+05 1,00E+05
c4 Standard 27,99 27,55 1,00E+04 1,00E+04
D4 Standard 27,12 27,55 1,00E+04 1,00E+04
E4 Standard 30,58 30,66 1,00E+03 1,00E+03
F4 Standard 30,74 30,66 1,00E+03 1,00E+03
G4 Standard 33,14 33,48 1,00E+01 1,00E+01
H4 Standard 33,82 33,48 1,00E+01 1,00E+01
A5 Standard 35,54 35,85 1,00E+00 1,00E+00
B5 Standard 36,15 35,85 1,00E+00 1,00E+00
C5 Neg 34,63 34,98 2,81E+00 2,07E+00
D5 Neg 35,34 34,98 1,32E+00 2,07E+00
E5 NTC 36,85
F5 NTC 35,60
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Taulukko 10. Magneettivarren ja QuicPickTM-magneettikynan vertailu.
Kaivo Nayte Eluutiotilavuus Solua/eristys Cr CtKa
Al Magneettivarsi 200 pl 7,20E+13 21,04 21,04
B1 Magneettivarsi 200 pl 7,20E+13 21,03 21,04
C1 Magneettivarsi 100 ul 7,20E+13 19,83 20,87
D1 Magneettivarsi 100 ul 7,20E+13 21,91 20,87
El Magneettivarsi 200 pl 7,20E+11 27,23 27,20
F1 Magneettivarsi 200 pl 7,20E+11 27,16 27,20
Gl Magneettivarsi 100 pl 7,20E+11 26,13 26,24
H1 Magneettivarsi 100 ul 7,20E+11 26,35 26,24
A2 Magneettivarsi 200 pl 7,20E+09 32,12 32,34
B2 Magneettivarsi 200 7,20E+09 32,57 32,34
C2 Magneettivarsi 100 ul 7,20E+09 31,60 31,77
D2 Magneettivarsi 100 pl 7,20E+09 31,93 31,77
E2 Magneettikyna 200 pl 7,20E+13 18,97 18,92
F2 Magneettikyna 200 pl 7,20E+13 18,88 18,92
G2 Magneettikyna 100 7,20E+13 17,95 17,60
H2 Magneettikyna 100 pl 7,20E+13 17,26 17,60
A3 Magneettikyna 200 pl 7,20E+11 25,81 25,85
B3 Magneettikyna 200 pl 7,20E+11 25,90 25,85
Cc3 Magneettikyna 100 pl 7,20E+11 23,78 23,66
D3 Magneettikyna 100 ul 7,20E+11 23,53 23,66
E3 Magneettikyna 200 pl 7,20E+09 32,53 32,61
F3 Magneettikyna 200 pl 7,20E+09 32,69 32,61
G3 Magneettikyna 100 ul 7,20E+09 32,21 32,14
H3 Magneettikyna 100 pl 7,20E+09 32,07 32,14
C5 NTC 36,79 36,37
D5 NTC 35,95 36,37
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Liite 4. Kokeiden sulamiskayréat
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Kuva 1. Vertailu kaupalliseen Qiagen EZ1 Advance XL -eristysmenetelmaan, koe 1.
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Kuva 2. Vertailu kaupalliseen Qiagen EZ1 Advance XL -eristysmenetelmé&én, koe 2.
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Kuva 3. Kehitettavan eristysmenetelman puskurien DNA-jadnnokset.
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Kuva 4. Nenasivelynaytteen inhibiittoreiden vaikutus.
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Kuva 5. Pesupuskureiden optimointi.
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Kuva 6. Magneettipartikkeleiden sailyvyys, koe 1.
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Kuva 7. Magneettipartikkeleiden sailyvyys, koe 2.
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Kuva 8. Magneettivarren ja QuicPick“-magneettikynan vertailu.
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