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Terve nivelneste on nykykasityksen mukaan steriilia eli se ei sisalld elavié tai kuolleita bakteereita.
Bakteerien paastessa nivelnesteeseen kdynnistyy elimiston puolustusjarjestelma, josta seuraa niveltulehdus.

Bakteeriviljely on bakteriologisen diagnostiikan perusta. Bakteerin aiheuttaman niveltulehduksen
selvittelyissé hyodynnetdan mikroskopointia, bakteerivarjaysta seké bakteeriviljelyd. Tamanhetkinen
bakteeridiagnostiikka ei ole aukoton ja kasitydna tehtdva bakteerintunnistus on hidasta. Pelkéstaan
bakteerien kasvattamiseen kuluva aika on 16-24 tuntia ja biokemialliset testit yhdessa ladkeherkkyyden
testauksen kanssa vievat usein péivié.

Molekyylibiologisten menetelmien kehitys on avannut uusia mahdollisuuksia tarkempaan ja nopeampaan
bakteeridiagnostiikkaan. Yleistyvan polymeraasiketjureaktiotekniikan avulla bakteerit on mahdollista
tunnistaa kanta-, laji-, suku- ja heimotasolla. Next generation sequencing (NGS) on uuden sukupolven
sekvensointia, joka mahdollistaa koko periman eli genomin sekvensoinnin yhdella kerralla tai halutun alueen
syvan sekvensoinnin. Menetelméa on nopea, eiké se rajoitu perinteisen polymerace chain reaction (PCR):n
tavoin muutamien pitkien fragmenttien kasittelyyn.

Téassé opinnaytetydssé optimoin NGS-PCR-menetelmén, joka mahdollistaa nivelnestendytteiden
valmistamisen NGS-mittauksia varten. Tata varten optimoin metagenomisen 16S-rRNA-kirjaston luomisen.
Menetelman pystytyksessa kaytossa olivat nivelnestendytteet (40kpl) seka referenssibakteerit. Menetelmina
kaytossa olivat bakteeripitoisuuden maarittamisessa kvantitatiivinen PCR, Nanodrop seké Fragment
Analyzer. Bakteeri-DNA:n monistamisessa kaytettiin PCR:ta ja DNA-tuotteiden puhdistuksessa kaytdssa
olivat geelipuhdistus sekd magneettihelmipuhdistus.

Taman opinndytetydn jalkeen protokolla toimii hyvin viljelypositiivisille naytteille. Naista naytteista on
NGS-sekvensoinnin avulla mahdollista selvittdd, mita bakteereja naytteet sisaltavat. Lisaksi
viljelynegatiivisia ndytteita voidaan hyddyntéa tutkimustyossa. Viljelynegatiivisista ndytteistd on mahdollista
muodostaa yhdistelmanaytteitd, joiden avulla voidaan esimerkiksi selvittdd miten bakteereiden
la&keresistenssisyydet muuttuvat ajan kanssa tai misté haitalliset bakteerit, patogeenit, ovat peréisin.

Taman opinndytteen alkuperaisyys on tarkastettu Turnitin OrginalityCheck-ohjelmalla Tampereen yliopiston
laatujérjestelman mukaisesti.
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Johdanto

Nivel ja nivelneste
Nivelneste toimii nivelen voiteluaineena” mahdollistaen nivelen mahdollisimman kitkattoman liikkeen.

Nykyisen tiedon valossa nivelneste muodostuu plasman suodoksena. Nivelontelon pinnalla olevat ns.
reunasolut tuottavat nivelnesteeseen hyaluronihappoa, joka tekee nivelnesteesta viskoosin. Terve nivelneste

on nykykésityksen mukaan steriilia, ja ei sisélla elavia tai kuolleita bakteereita [1].

Bakteerin aiheuttama niveltulehdus
Bakteerien paastessa nivelnesteeseen kdynnistyy elimiston puolustusjarjestelma, josta seuraa niveltulehdus.

Tulehdusreaktion avulla elimistd pyrkii eliminoimaan tulehduksen aiheuttajan ja minimoimaan vaurioalueen.
Tulehdusreaktio eli inflammaatio on siis elimiston valttaméaton ja tarkoituksenomainen tapa reagoida
tunkeutujaan. Bakteerit voivat aiheuttaa niveltulehduksen joko suoraan tai vélillisesti aktivoimalla elimiston

puolustusjarjestelman [2].

Septinen artriitti eli bakteerin suoraan aiheuttama niveltulehdus on usein Staphylococcus aureuksen tai
streptokokkien aiheuttama tulehdus. Septinen artriitti aiheuttaa usein yhteen niveleen paikallistuneen
tulendusreaktion, jossa nivel ensin muutaman péivén aikana turpoaa, alkaa punoittaa ja tulee kivuliaaksi.
Samalla se saa aikaan kuumeen nousun. Usein tulehdus kohdistuu nivelkalvopinta-alaltaan isoimpiin niveliin

kuten polviniveleen (noin 50 % tapauksista) tai lonkkaniveleen [3].

Reaktiivinen artriitti on immunologinen jélkitauti, joka on seuraus primaari-infektiosta, joka tapahtuu jossain
muualla elimistdssa kuin tulehtuneessa nivelessé. Arvellaan, ettd reaktiivinen artriitti eli bakteerien
valillisesti aiheuttama niveltulehdus aiheutuu bakteerien rakenteiden paastessa kosketuksiin nivelkalvon
kanssa infektion seurauksena. Tasté reaktiosta johtuu nivelessa tapahtuva tulehdusreaktio [4]. Reaktiivisen
artriitin yleisimpid aiheuttajia ovat yersiniat, salmonellabakteerit sekd kampylobakteerit suolistotulehdusten
seurauksena. Myos klamydia voi aiheuttaa niveltulehduksen virtsatietulehduksen yhteydessé [5]. Myo6s suun

bakteerit voivat aiheuttaa reaktiivisen artriitin [6].

Niveltulehdus diagnosoidaan péaasiassa kliinisten oireiden perusteella. Nivelnesteen tutkiminen tehd&an aina
epéiltaessa bakteeri-infektiota [7]. Nivelnesteen tutkimusmenetelmat perustuvat mikrobiologiseen
tekniikkaan, kuten viljelyyn, pikatesteihin ja vasta-ainetutkimuksiin. Liséksi diagnoosin apuna kaytetdan
kuvantamistutkimuksia, joilla voidaan havaita esimerkiksi nestekertymat nivelissa sek& mahdolliset luun
pintojen teravoitymiset. Kuvantamistutkimuksia kaytetaan erotusdiagnostiikan apuna erityisesti erotettaessa

niveltulehdusta muista nivelen vammoista [8],[9]. Nivelproteesipotilailla tekonivelinfektio on yleinen
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komplikaatio. Se kehittyy noin 1-2 %:lle proteesipotilaista. Noin 10 %:1la ndista potilaista tulehdus kuitenkin
jaa diagnosoimatta johtuen niveltulehduksien vaikeasta ja hitaasta diagnostiikasta. Niveltulehduksen
diagnoosin viivastyminen tai asianmukaisen hoidon puuttuminen kokonaan voi aiheuttaa niveltuhoa
[10],[11].

Bakteereiden ja virusten analysointi kliinisista naytteista
Niveltulehdusta epailtdessé laboratorioanalyyseilla selvitetddn onko kyseessé bakteerin tai viruksen

aiheuttama tulehdus. Tarkoituksena on 16ytaé nayttoa tulehduksesta, elimistén puolustusjérjestelman
aktivoitumisesta seka itse tulehduksen aiheuttajasta. Nadytteitd otetaan muun muassa nivelnesteesta,
ymparoivista pehmytkudoksista, verestd, virtsasta seké ulosteesta [8]. Leukosyyttimadran arviointi ja mittaus
on nykyisin diagnoosin perustana madariteltadessa onko kyseessa tulehduksellinen vai ei-tulehduksellinen tila,
mutta sen avulla ei ole mahdollista selvittaa tasmallisesti niveltulehduksen aiheuttajaa. Nivelnesteestéd
voidaan silmamaaréisesti arvioida sameuden perusteella myds leukosyyttimaéara. Jos neste on viskoosia, on
kyseessa todennakoisesti bakteerin aiheuttama tulehdus. Liséksi tutkitaan puna- ja valkosolujen maara ja
jakauma [7], [8]. Bakteeriviljely on bakteriologisen diagnostiikan perusta. Virusinfektiota epdiltdessa
laboratoriodiagnostiikassa pyritaan 16ytdmaén viruksia tai niiden partikkeleita, kuten nukleiinihappoja,

niiden muodostamia vasta-aineita tai proteiineja [12].

Mikroskopointi ja bakteeriviljelyt
Bakteerin aiheuttaman niveltulehduksen jatkoselvittelyissa hyodynnetdan mikroskopointia, bakteerivarjaysta

ja bakteeriviljelya. Mikroskopointi voidaan tehda natiivindytteesté tai varjayksen jalkeen. Bakteerit
ryhmittyvat mikroskoopin valondkymassé luonteenomaisella tavalla, ja morfologian avulla voidaan tehda
alustava paatelma siitd, onko kyseessa oleva bakteeri kokki vai sauva, ja mahdollisesti mista lajista voi olla
kyse. Bakteerin tunnistusta auttaa myos tieto siitd, onko kyseessa aerobinen eli hapellisissa oloissa elava
bakteeri vai anaerobinen eli hapettomissa oloissa elava bakteeri. Kokenut asiantuntija voi jopa tunnistaa
bakteereita pesakkeen ominaishajun perusteella. Bakteerivérjayksid, esim. gram-varjays —tekniikkaa, joka
perustuu bakteerin solukalvon ominaisuuksiin, kaytetadan bakteereiden luokittelemisen maarittdmisessa.
Mikroskopoinnista ja gram-varjaytyvyydesta saadut vastaukset seka kliiniset oireet antavat usein jo
tarvittavat tiedot siihen, mista bakteerista infektio on saanut alkunsa. Gram-varjays on kayttokelpoinen
menetelma tutkittaessa normaalisti steriileja ndytteitd kuten nivelnestettad. Mikroskopoinnin liséksi tehdaan
my0s bakteeriviljely eri elatusalustoille (esimerkiksi verimaljalle). Halutusta pesékkeesta viljelladn

puhdasviljelma hajotusviljelytekniikan avulla. Biokemiallisten testien, kuten katalaasitestin, koagulaasitestin



ja muiden entsyymi/vasta-ainetestien avulla voidaan erottaa eri kokkeja ja sauvoja toistaan ja tehda
lajintunnistusta. Kun bakteeri on tunnistettu, sille tehd&an ladkeaineherkkyysméaritykset. Tdméa avulla

pystytaan valitsemaan oikea hoito kyseista tulehduksen aiheuttajaa vastaan [12], [13].

Tamaéanhetkinen bakteeridiagnostiikka ei ole aukotonta. Vain osa bakteereista on mahdollista kasvattaa
bakteeriviljelmissa. Liséksi kasityona tehtdva bakteeriviljely on hidasta. Pelkastaan bakteerien
kasvattamiseen kuluva aika on jopa 16-24 tuntia ja biokemialliset testit yhdessé ladkeherkkyyden testauksen
kanssa vievat usein paivia [13]. Nykyaan viljelydiagnosointia pystytdan nopeuttamaan hyddyntamalla MS-
MALDI-TOF —menetelmééa (Matrix-assisted laser desorption ionization time of fligt mass spectrometry).
MS-MALDI-TOF —menetelma perustuu massaspektrometriaan. Sen avulla voidaan tunnistaa bakteerilaji ja
luokitella mikro-organismeja taksonomisesti laji-, suku- ja heimotasolle niiden proteiiniprofiilin avulla. MS-
MALDI-TOF -analyysi tehdéan puhdasviljelmanaytteelle. Ennen MD-MALDI-TOF —analyysid, on halutusta
pesédkkeesta viljeltava puhdasviljelma hajotusviljelytekniikan avulla. MALDI-TOF -analyysi tapahtuu yhden
vuorokauden aikana [14].

Bakteereiden tunnistaminen polymeraasiketjureaktion avulla
Molekyylibiologisten menetelmien kehitys on avannut uusia mahdollisuuksia tarkkaan ja nopeaan

bakteeridiagnostiikkaan. Polymeraasiketjureaktion eli PCR:n avulla on mahdollista monistaa haluttua patkaa
eli fragmenttia DNA:sta moninkertaiset maarat lyhyessa ajassa. PCR-tekniikka perustuu geenin
nukleiinihapporakenteeseen. Nukleotidit ovat nukleiinihapon rakenneosasia, jotka muodostuvat emaksisté,
pariutuvat vain selektiivisesti keskendadn. PCR:oon on suunniteltava synteettisesti alukkeet, jotka pariutuvat
spesifisesti monistettavan geenipatkédn alku- ja loppupaahéan. Naiden alukkeiden vélille polymeraasientsyymi
pystyy rakentamaan nukleotideista koostuvan patkan, vastinjuosteen. Polymeraasiketjureaktio perustuu
lampdtilan vaihteluihin, minké avulla DNA vélilla denaturoituu yksijuosteiseksi ja vuoroin konjugoituu
takaisin kaksijuosteiseksi. DNA-fragmentin ollessa yksijuosteisessa muodossa polymeraasientsyymi kykenee
rakentamaan DNA-patkalle uuden vastinjuosteen ja taten monistamaan haluttua geenipatka4 (kuva 1). PCR-
tekniikan avulla bakteerit on mahdollista tunnistaa kanta-, laji-, suku- ja heimotasolla puhdistetusta

néytteestd. PCR:n avulla bakteerin tunnistaminen on mahdollista alle vuorokaudessa [13], [15].
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Kuva 1: Polymeraasiketjureaktion toimintaperiaate: Kuvassa A) Denaturaatio: lampdétilan nosto denaturoi
kaksijuosteisen DNA:n yksijuosteiseksi. B) Pariutuminen: lampétilan laskeminen mahdollistaa alukkeiden
kiinnittymisen komplementaarisen DNA-juosteen kanssa. C) Ekstensio: DNA-polymeraasi syntetisoi
yksijuosteisesta DNA:sta kaksijuosteista DNA:ta. D) Syklien toisto: lampdétilaa nostetaan ja lasketaan
vuorotellen, jolloin polymeraasiketjureaktio monistaa DNA-juostetta eksponentiaalisesti [16].

PCR-pohjaisia menetelmid tall& hetkelld kdytetddn tutkimustyossé ja epidemioiden selvittelyssa.
Reaaliaikaisessa kvantitatiivisessa eli real-time quantitative-PCR:ssa (Rt-gPCR) monistetaan tietyn suuruisia
DNA-fragmentteja halutuista bakteereista. Usein alukkeiden tai koettimien nukleotidit, joita
polymeraasiketjureaktiossa kaytetaan, on merkattu merkkiaineella. Naiden merkkiaineiden avulla
monistettavan DNA:n maaraa voidaan reaaliaikaisesti seurata. Menetelmén avulla on mahdollista méarittaa,
kuinka paljon bakteeri-DNA:ta nayte sisaltdd. Koko genomin sekvensointi eli perinteinen sekvensointi
tehdaan, kun ollaan kiinnostuttu bakteerin perimén monimuotoisuuden vaihtelusta. Tatd voidaan hy6dyntaé
esimerkiksi selvitettdessa miten bakteereiden la&keresistenssisyys muuttuu tai mista tietyt haitalliset bakteerit
tai muut patogeenit, ovat perdisin. Sekvensoinnin avulla pystytéan selvittdmaén tutkittavan naytteen
geeniperimén emaésjarjestys. Perinteisen sekvensoinnin toteutus vaatii sekvensoitavaa fragmenttia alussa

maérallisesti enemman kuin uuden sukupolven sekvensointi [13], [17].

NGS eli uuden sukupolven sekvensointi mahdollistaa koko perimén eli genomin sekvensoinnin yhdella
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kerralla seka halutun alueen syvan sekvensoinnin. Menetelma on nopea ja suoraviivainen. Jos halutaan
emasjarjestystieto koko genomin alueelta, DNA pilkotaan ensin pienempiin osiin eli fragmentteihin
sattumanvaraisesti. Ndma fragmentit voidaan sitten jarjestelméllisesti sekvensoida miljoonien rinnakkaisten
reaktioiden avulla. Fragmenttien uudelleen jarjestdminen ja kokoaminen tunnetun referenssigenomin avulla
mahdollistaa ndytteen koko genomin sekvensoinnin (kuva 2) [13], [17]. Sekvensointi voidaan keskittad myds
haluttuun perimén osaan, jolloin saadaan emaésjérjestystieto vain halutulta alueelta esim. bakteereiden
perimén variaatioalueilta (kuten bakteerin V3 ja V4 alueet), joiden mukaan voidaan tehdé bakteerien
lajimadritys. llluminan 16S Metagenomic Library Preparation -protokolla on esimerkki siita.

Illuminan protokolla 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation —protokolla on tutkimuskayttoon
tarkoitettu protokolla, jonka avulla sylkindytteiden bakteeri-DNA:sta tehd&an geenikirjasto. Geenikirjastossa
luodut sekvenssipatkat analysoidaan Illuminan MiSeg-laitteen avulla. Protokollassa kéytetdan geeni-
spesifisia sekvensseja bakteerigenomin 16S variaatioalueelta, V3 ja V4. Menetelmassa monistetaan noin 550
bp:n alue eli fragmentti polymeraasiketjureaktion avulla. Spesifisiin alukkeisiin on kiinnitetty adapterit (kuva
2). PCR-tuote puhdistetaan magneettihelmia apuna kéyttéen. Puhdistettuun tuotteeseen kiinnitetdan tdman
jalkeen index-P7/P5-tunnistimet PCR-reaktiota hyddyntéen. Tamén jélkeen Index-PCR-tuote tuote
puhdistetaan, mitataan ja lopulta sekvensoidaan [18].

FCR amplify template out of genomic DMA using
region of interest-specific primers with overhang adapters

Farsard primer overhang adapier:
S -TCOTCGGCAGDE TCAGAT G TETATAAG AGACAG-F
Aegicn af interest-specific primer

Ragion of imenssl-specilic primese

Reverse primar owerhang adagaben
B -GTCTCG TG EETCGGAGAT TG TATAAGAG A CAL-Y

Attach indices and lllumina sequencing adapters
using the Nextera™ XT Index Kit
PS5 %

Inacka 2

Incke 1
'\ FT

Normallze and pood ibraries

Saquence

Kuva 2: 16S alueen V3 ja V4 sekvenssien tuottaminen [18]. Ylemmassé osassa kuvaa esitetdan kuinka
spesifiset alukkeet sitoutuvat DNA-templaattiin seka juosteen alku- ja loppupéaahan. Alukkeisiin on
kiinnitetty adapterit. Kuvan alaosassa kuvataan indexeiden liittymisté alukkeiden adapteriosaan.



Opinnaytetydn tavoitteet ja tarkoitus
Taman opinndytetydn tarkoituksena on ollut pystyttdad uuden sukupolven sekvensointi (NGS)-PCR-

menetelmd, joka mahdollistaa nivelnestendytteiden valmistamisen Next Generation sekvensointia varten
MiSeq-sekvensointi laitteelle. Tatd varten optimoitiin metagenomisen 16S-rRNA-kirjaston luominen.
Tarkoitus oli 0ytaa parhaimmat mahdolliset keinot tuottaa mahdollisimman spesifisesti ja runsaasti
nivelnestendytteiden bakteeri-DNA:sta 16S variaatioalueelta haluttua patkaa, joka lopulta pystytaan

sekvensoimaan. Illuminan protokollan mukaiset vaiheet optimoitiin yksitellen (kuva 3).

Kirjaston luomisen yhteydessa etsittiin vastauksia muun muassa seuraaviin ongelmiin. Kuinka saadaan
lisattyé alkuperéisen naytteen maaraa eli miten optimoidaan tarvittavat PCR:t toimimaan parhaimmalla
mahdollisella tavalla? Miten néytteiden maéra olisi mahdollista mitata ja laatu luotettavinta tarkistaa? Mitk&
puhdistusmenetelmat olisi kannattavinta valita, jotta ndytettd menetettdisiin ylimaaraisissa vaiheissa

mahdollisimman vahan?



l 4 PCR Clean-Up 2
Reagents
Ampure XP Beads
Frash B0% E1OH
RSB

¥ Jutput
o Post-PCR Plate
2 F’- || AN

Reagent
Ampure ¥P Beads
Fresh 80% EtOH
RSB
Output *

Post-PCR Flate

Library Denaturing and MiSeq
Sample Loading

Kuva 3: [lluminan 16S kirjaston luomisvaiheet (vaiheet numeroituna kuvaan). [18] Ensimmadinen vaihe: PCR
1, toinen vaihe: PCR-tuotteen puhdistus magneettihelmien avulla, kolmas vaihe: PCR 2, neljés vaihe: PCR-
tuotteen puhdistus magneettihelmien avulla, viides vaihe: kirjaston laadun tarkistus ja muokkaus, kuudes
vaihe: kirjaston denaturaatio ja MiSeg-ndytteen analysointi.

Aineisto ja menetelmat

Naytteet
Menetelmén pystytyksessa kaytettiin nivelnestendytteitd (yhteensé 40kpl) seka referenssibakteereita.

Potilasnaytteet (21kpl) punktoitiin steriilisti Tampereen yliopistollisen sairaalan Coxassa vuosien 2010-2012
aikana potilailta, joilla on ollut epdily bakteerin aiheuttamasta tulehduksesta lonkka- tai polvinivelessa.

Kaikki potilaat olivat lapikayneet nivelproteesileikkauksen. Néista potilasndytteistd nykyaikaisen
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bakteeriviljelyn avulla todettiin kolme naytetta viljelypositiivisiksi. Kontrollindytteet (19kpl) punktoitiin
polvinivelistd Tampereen yliopiston oikeuslaéketieteellisten ruumiinavausten yhteydessé vainajilta, joilla ei

ollut diagnoosia kroonisesta niveltulehduksesta.

Naytteiden eristys
Naytteet (1 ml) sentrifugoitiin kahden minuutin ajan (1300 RPM), jonka jalkeen putken pohjalle

muodostunut pelletti sekd 200 pl:aa ndytetté otettiin mukaan eristykseen. Nivelnaytteiden bakteeriperéinen

DNA eristettiin QIAmp tissue bacteria —protokollan mukaisesti.

Bakteeripitoisuuden maaritys

Nanodrop ja kvantitatiivinen PCR

Nivelndytteiden kokonais-DNA-pitoisuus maéritettiin Nanodropin avulla, joka perustuu néytteen
absorbanssien mittaamiseen (yksikdssa ng/ul). Lisaksi naytteiden bakteeri-DNA-pitoisuus madritettiin
monistamalla bakteeri-DNA:ta reaaliaikaisessa kvantitatiivisessa polymeraasireaktiossa (RT-gPCR).
Kéytossamme oli spesifiset alukkeet seka tunnistimet (universal-primer, jotka mittaavat
kokonaisbakteeripitoisuuden) (taulukko 1). Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR toteutettiin ABI7000-
laitteella. Reaktioliuoksessa kokonaistilavuus oli 5 pl, joka sisélsi 2,5 ul Maxima Master Mixia, 1,25 yl
aluke-tunnistin-liuosta (200 nM tunnistin, 900 nM aluke) seké néytettd 1 ul. PCR-ohjelma on esitetty
kuvassa 4. Bakteeri-DNA:n kokonaispitoisuus laskettiin aikaissmmin madritellyista standardisuorista.

Reaaliaikaisen kvantitatiivisen PCR:n tulokset analysoitiin SDS 2.2-ohjelmalla (Applied Biosystems, USA).

Taulukko 1: RT-qPCR:ssa kaytetyt alukkeet

Forward-aluke Reverse-aluke Tunnistin
Universal TGGAGCATGTGGTTT | TGCGGGACTTAACCC | CACGAGCTGACGACA[A/G]
AATTCGA AACA CCATGCA
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Pito 4°C

50°C: 3 minuuttia
40 syklia:
95°C: 10 minuuttia

95°C: 15 sekuntia

60°C: 1 minuuttia

72°C: 5 minuuttia

Kuva 4: PCR-ohjelma

Fragment Analyzer

PCR-tuotteiden laatu ja madré analysoitiin Fragment Analyzerin (FA-ajossa metodia DNF-479-33-SS NGS

Fragment 35-6000bp.mthds) avulla laitteen ohjeiden mukaisesti.

NGS-protokollan mukaiset PCR-ohjelmat

Ensimmainen PCR

Tassa tyGvaiheessa kaytossé olivat lluminan 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation —protokollan

mukaisten alukkeiden lisaksi niin kutsuttuja Japan-alukkeet [19] (taulukko 2).

Optimoidun polymeraasiketjureaktion reagenssit ja niiden tarvittavat maarat nakyvat kuvassa 6 ja testattu

gradientti-PCR-ohjelma kuvassa 5. Illuminan 16S—protokollan mukainen PCR-ohjelma on esitetty kuvassa 7.

Tulukko 2: PCR-ohjelmissa kaytetyt alukkeet

Forward-aluke

Reverse-aluke

Japan

AYTGGGYDTAAAGIGNG

TACNVGGGTATCTAATCC

IHlumina

CCTACGGGNGGCWGCAG

GACTACHVGGGTATCTAATCC
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95°C: 3 minuuttia
10 syklia:
- 98°C: 20 sekuntia
- 65-55°C: 15 sekuntia
- 72°C: 30 sekuntia
25 syklia:
- 95°C: 20 sekuntia
- 55°C: 15 sekuntia
- 72°C: 30 sekuntia
72°C: 5 minuuttia
Pito 4°C
Kuva 6: Gradientti-PCR-ohjelma

Volume
Microbial DINA (5 ng/ul) 25ul
Amplicon PCE Forward Primer 0,2uM 5ul
Amplicon PCER Reverse Primer 0,5uM 5ul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 125pu
Total Sul

Kuva 5: 1. PCR tarvittava reagenssiseos. Reaktioliuoksessa kokonaistilavuus oli 25 ul, joka sisalsi 2,5 ul
naytettd, 5 ul Forward-aluke —liuosta, 5 pl Reverse-aluke —liuosta sek& 12,5 pl KAPA HiFi HotStart

ReadyMix -entsyymiliuosta.

95°C: 3 minuuttia

25 syklia:
- 95°C: 30 sekuntia
- 55°C: 30 sekuntia
- 72°C: 30 sekuntia

72°C: 5 minuuttia

Pito 4°C

Kuva 7: Illuminan 16S —protokollan mukainen PCR-ohjelma
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Toinen PCR

Tama vaihe suoritettiin padasiassa llluminan protokollan mukaisesti (reagenssiseokset kuvassa 8). Optimoitu
PCR-ohjelma esitetédan kuvassa 9. Ajo suoritettiin ABI7000-laitteella.

Volume
DNA 5ul
Mextera XT Index Primer 1 (IN/xx) 5ul
Mextera XT Index Primer 2 (55 5ul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25l
PCR Grade water 10
Total 50 pl

Kuva 8: Index-PCR reagenssit. Reaktioliuoksessa kokonaistilavuus oli 50 pl, joka sisélsi 5 ul DNA:ta, 5 ul
Nextera XT Index Primer 1 —liuosta, 5 pl Nextera XT Index Primer 2 —liuosta, 10 pl PCR Grade -vetta seké
25 pl KAPA HiFi HotStart ReadyMix -entsyymiliuosta.

95°C: 3 minuuttia

8-24 syklia:
- 95°C: 30sekuntia
- 55°C: 30 sekuntia
- 72°C: 30 sekuntia

72°C: 5 minuuttia

Pito 4°C

Kuva 9: Index-PCR-ohjelma

Puhdistusmenetelmat

Magneettihelmipuhdistus

Illuminan 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation —protokollan mukaan molempien PCR-

tuotteiden puhdistus tehtiin magneettihelmien avulla noudattaen AMPure XP —tuoteselostuksen ohjeita.
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Geelipuhdistus
Vaihtoehtoisesti PCR-tuotteiden puhdistus tehtiin myds ns. geelipuhdistuksella. Tassd PCR-tuotteet
pipetoitiin valmiiksi tehdylle 1,6 % agaroosigeelille. Geelielektroforeesiajon jalkeen noin 500 bp:n haluttu

fragmentti puhdistettiin Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit —Kitin avulla valmistajan ohjeen mukaan.

PCR-tuotteen konsentrointi
Koska néytteet padosin sisalsivat vahan bakteeri-DNA:ta (<5 nl/ul), osa néytteistd yhdistettiin ja

konsentroitiin suuremmiksi nayteseoksiksi (5-10 kpl) Zymoclean™ DNA Consentrator Kit:n avulla
valmistajan ohjeen mukaan. Konsentrointi tehtiin sek& ennen PCR-ohjelmia etta niiden jalkeen
kvantitatiivisen PCR-analysoinnin ja Fragment Analyzerin avulla saatujen tietojen perusteella. Yhdistettavat

naytteet valittiin niin, ettd ne olivat suhteessa samanlaisia naytteita.

Tulokset ja pohdinta

Taman opinnaytetyon tarkoitus oli pystyttdd NGS-PCR-menetelmd, jonka avulla nivelnestendytteisté
voidaan valmistaa geenikirjasto, joka on mahdollista analysoida MiSeg-laitteella. Protokolla muodostuu

kuudesta vaiheesta (kuva 3).

Opinnaytetydssa kaytdssa olivat lluminan 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation —protokollan
mukaisten alukkeiden lisdksi niin kutsutut Japan-alukkeet. Japan-alukkeet valittiin mukaan vertailun vuoksi,
silla bakteeri-alukkeita vertailevassa tutkimuksessa [18] kyseiset alukkeet kiinnittyvat bakteeri-DNA:n

variaatioalueille V3 ja V4 paremmin kuin muut heidan testaamansa alukkeet.

Illuminan 16S -protokollassa ensimmaéisen PCR-reaktion (vaihe 1) alukkeina olevat Illumina-alukkeet eivat
soveltuneet kayttédmme, eiké heidan ehdottamansa PCR-ohjelma toiminut parhaalla mahdollisella teholla.
Kuvassa 10 ndkyy, ettd Japan-alukkeet soveltuivat optimoituun protokollaan Illuminan alukkeita paremmin;
halutut fragmentit loistavat UV-valossa kirkkaammin Japan-alukkeita kdytettdessd. Koska kdyttssa olevat
Forward- ja Reverse-alukkeet ovat sekd Illuminan ettd Japan-alukkeiden tapauksissa CG-siséllgltaan
toistensa suhteen epétasapainossa, josta johtuen alukkeiden kiinnittymis- eli annealing-lampétilat eroavat

huomattavasti toisistaan, paadyttiin kokeilemaan alukekonsentraatiomuutoksia tasapainottamaan tata
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lampdtilaeroa. Parhaimman mahdollisen loppundytteen saanto saatiin, kun loppukonsentraationa
reaktioseoksessa alukkeet olivat R=0,5uM ja F=0,2uM (kuva 11).

Kuva 10: PCR-ohjelmien optimointi Japan —alukkeilla ja Illuminan alukkeilla. Vasemman puoleisessa
kuvassa kaytdssa ovat Japan —alukkeet, oikeamman puoleisessa kuvassa ovat Illuminan alukkeet. PCR-
ohjelmista parhaiten toimivan PCR-ohjelman gradientti-PCR:n tuote on geeleissa ensimmainen kaivo
oikealta (osoitettu nuolella).

Kuva 11: Geelilld ndkyvét eri alukekonsentraatioyhdistelmilla tehdyt PCR-ohjelmat samalla
referenssindytteelld. Parhain mahdollinen loppunéytteen saanto oli, kun R=0,5uM ja F=0,2uM (osoitettu
nuolella). Muissa kaivoissa nakyvéat muut testattavat alukekonsentraatiot.

[lluminan 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation —protokollan mukaan PCR-tuotteiden
puhdistaminen suoritetaan magneettihelmien avulla (vaihe 2 ja vaihe 4). Samoille ndytteille suoritettiin
PCR:n jalkeen seka geeli- ettd magneettihelmipuhdistus. Puhdistettujen tuotteiden maara analysoitiin
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Fragment Analyzerin avulla. Tulosten perusteella geelipuhdistus oli tehokkaampi ja tarkempi. Liséaksi

geelipuhdistus on kustannustehokkaampaa seka yksinkertaisempaa.

Illuminan 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation —protokollan mukaan ensimmaisen seké toisen
PCR-tuotteen maéara tarkastettiin Bioanalyzerin avulla (vaihe 3 ja vaihe 5). Protokollaan optimoitaessa PCR-
tuotteen maara mitattiin kvantitatiivisen PCR:n sekd Fragment Analyzerin avulla. Fragment Analyzer antoi
luotettavimman tuloksen; FA-tulokset myétéilivat paremmin geelille ajettujen naytteiden 500bp:n kohdalla
néakyvia fragmentteja UV-valossa. FA:n avulla on myds mahdollista samalla kertaa tarkastaa tuotteen laadun

spesifisyys.

Protokollan toinen PCR suoritettiin p&dasiassa Illuminan protokollan mukaisesti (vaihe 4). Optimointia
tehtiin kuitenkin PCR-ohjelman suhteen. Illuminan 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation —
protokollan mukaan index-PCR:n syklimé&éara on 8 kpl. Ensimmaisen PCR:n tuotteiden bakteeri-DNA-
pitoisuus oli matalampi kuin Illuminan protokollassa. T&man seurauksena testattiin PCR-ohjelman
syklimééran nostoa, jotta tuotetta ehtisi monistua my6s toisen PCR:n aikana enemman. Empiirisen
tutkimuksemme perusteella saanto oli huomattavan paljon parempi 16:11a syklill4 kun kaytdssa olivat seké

Illuminan alukkeet ettd Japan-alukkeet.

Puhdistetun tuotteen laatu ja pitoisuus (vaihe 5) tarkastettiin index-PCR:n jalleen Fragment Analyzerin
avulla samasta syysta kuin ensimmaisen PCR-ohjelman jéalkeen. Kirjaston muodostamiseen tarvittiin tarkat
tiedot siitd, kuinka paljon kukin nayte sisélsi haluttua bakteeri-DNA-patkaa. Liséksi oli tarkistettava onko
nayte puhdasta. Toisin sanoen ndyte ei saa sisaltdd minkaan muun kokoisia DNA-pétkia. Protokollan
optimoinnissa huomattiin, ettd tdma kirjaston laadun ja maaran tarkistus index-PCR:n jalkeen on tarkedmpi

vaihe kuin ensimmaisen PCR-ohjelman jélkeinen tarkistus.

FA:sta saatujen tietojen perusteella ndytteet laimennettiin ja haluttu yhdistelmakirjasto muodostettiin
Illuminan 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation —protokollan mukaisesti (vaihe 5).
Yhdistelmékirjasto sekvensoidaan MiSeq —laitteella (vaihe 6). Lopullinen optimoitu protokolla esitetdan

kuvassa 12.
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1 4 PCRClean-Up 2

lapan-alukkeet, gradietti-PCR

Geelipuhdistus

¥ Jutput
L Post-PCR Plate
y) PCR Clean

Geelipuhdistus
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Post-PCR Plate
¥ 4
FCR: 12-16 syklid 6
Library Denaturing and MiSeq
Sample Loading
1

Kuva 12: Optimoitu protokolla. Ensimméinen vaihe: PCR 1, toinen vaihe: PCR-tuotteen puhdistus
geelipuhdistuksen avulla, kolmas vaihe: PCR 2, neljés vaihe: PCR-tuotteen puhdistus geelipuhdistuksen
avulla, viides vaihe: kirjaston kvantifikaatio ja muokkaus, kuudes vaihe: Kirjaston denaturaatio ja MiSeq-
naytteen ajon aloitus.

Lopuksi

Tassa opinnaytetyon kuvattujen tutkimusvaiheiden tarkoituksena oli 10ytaa parhaimmat mahdolliset keinot
tuottaa mahdollisimman spesifisesti ja runsaasti nivelnestendytteiden bakteeri-DNA:ta 16S variaatioalueelta
haluttua patkaa, joka lopulta pystytaan sekvensoimaan. Tavoite ei siis ollut tulosten saaminen yksittaisille

néytteille, vaan optimoinnin onnistuminen. Jokainen protokollan vaihe toistettiin useaan otteeseen.

18



Menetelmén sopivuus parhaiten eri vaiheisiin vertailtiin ja analysoitiin; resurssit, ndytteiden méaara seké laatu

muodostivat rajat.

Opinnaytetyon jalkeen protokolla toimii hyvin viljelypositiivisille ndytteille. Viljelynegatiiviset ndytteet
siséltavat bakteeriperdistda DNA:ta kuitenkin niin vahan, ettd yhdistelméapoolien teko on valttdméatonta, jotta
bakteeri-DNA-kirjasto on mahdollista muodostaa. Yhdistelmapoolien tekeminen aiheuttaa ongelmia kuten
sen, etta naytteiden identifiointi ei onnistu. Naita yhdistelmandytteita on mahdollista hyodyntaa kuitenkin
tutkimustyossa. Niiden perusteella on esimerkiksi mahdollista selvittda 10ytyyko nivelnesteestd bakteeri-
DNA:ta tilanteissa, joissa potilas ei kérsi niveltulehduksen oireista. Lisaksi optimoitua protokollaa
hyodyntaen bakteeri-DNA-ndytteiden avulla voidaan selvittdd miten bakteereiden laakeresistenssisyydet

muuttuvat ajan mukana tai mista tietyt haitalliset bakteerit, patogeenit, ovat peréisin.

Opinndytetyota tehdessa herési kysymys, miké merkitys menetelman pystytykselld olisi Kliinisessa tydssé.
Bakteeri-DNA:n monistaminen ja tunnistaminen PCR-tekniikan automatisoituminen nopeuttaa
tulehdusreaktion aiheuttajan tutkimusta huomattavasti. Nykyinen bakteeriviljely ja —tunnistus voivat vieda
pisimillaén jopa viikkoa tai kuukausia. Liséksi PCR-tekniikan hyddyntdminen saattaa tuoda rahallisia
sééstoja. Tamanhetkiset bakteeridiagnostisten menetelmien avulla ei ole mahdollista kasvattaa kaikkia
bakteereita, joten suuri osa bakteereista jaa tunnistamatta. Taten PCR-tekniikka lis&4 tietdmysté
bakteerilajeista ja niiden muuntumisesta. Tdméa helpottaa ymmartdmaén bakteerien resistenssigeenien
syntymista. Kliinisessa tydssa laakeaineherkkyyden mittaamista ei vield tehdd PCR-tekniikan avulla. Tassa
vaiheessa PCR-tekniikka on yksi lupaava mahdollisuus tukemaan jo kaytdssa olevia

bakteeriviljelymenetelmié.
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