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Enterovirukset ovat helposti tarttuvia ja yleisiä taudinaiheuttajia. Ne aiheuttavat virustyypistä 
riippuen erilaisia sairauksia. Yleisimmin infektiot ovat vähäoireisia tai oireettomia, mutta ne voivat 
aiheuttaa myös vakavampia sairauksia, kuten sydänlihas- ja aivokalvontulehdusta, enterorokkoa 
sekä neurologisia oireita. Enterovirusten tarkka tyypitys, eli lajin alaluokan määritys, on tärkeää, 
kun halutaan tutkia esimerkiksi eri virustyyppien yhteyttä eri sairauksiin, virulenssitekijöitä tai en-
terovirusten epidemiologiaa.  

Enterovirusten luokittelu on päivittynyt geneettisen tiedon lisäännyttyä molekyylibiologisten 
tyypitysmenetelmien kehittymisen myötä. Molekyylibiologista menetelmistä käytetympiä ovat uu-
den sukupolven sekvensointimenetelmät. Nämä menetelmät vaativat kohdesekvenssin monista-
mista PCR-menetelmillä. Haasteena näissä menetelmissä on saavuttaa niissä vaadittava spesi-
fisyys ja sensitiivisyys. Spesifillä menetelmällä pystytään maksimoimaan todellisten positiivisten 
määrä. Sensitiivisellä menetelmällä voidaan puolestaan minimoida väärien positiivisten tulosten 
määrä. 

Työssä tarkastellaan enterovirusten tyypittämistä molekyylibiologisilla menetelmillä kirjallisuu-
den sekä kokeellisen työn kautta. Tarkemmin tarkasteltiin mistä haasteet PCR-monistuksessa 
johtuvat, mitkä tekijät vaikuttavat PCR-monistuksen sensitiivisyyteen ja spesifisyyteen sekä miten 
näihin haasteisiin voidaan vastata. Kokeellisen työn tavoitteena oli kehittää sisäkkäiseen PCR-
monistukseen pohjautuva menetelmä, jonka avulla enteroviruksia voidaan tyypittää jätevesinäyt-
teistä. Työssä tarkasteltiin myös jätevesinäytteiden ominaisuuksia sekä niiden tuomia haasteita.  
Enterovirusten tyypitys jätevesistä mahdollistaa mm. patogeenien esiintymisen seurannan sekä 
tautitaakan kartoittamisen väestötasolla. 

Kirjallisuuden avulla saatiin selville, että PCR-menetelmän spesifisyyteen ja sensitiivisyyteen 
vaikuttavat tekijät eivät rajoitu vain PCR-monistuksessa käytettäviin reagensseihin ja olosuhtei-
siin. PCR:ssä käytettävän näytteen ominaisuuksilla ja PCR:ää edeltävillä vaiheilla on suuri vaiku-
tus. Kokeellisessa osiossa menetelmä saatiin kehitettyä onnistuneesti ja se soveltuu käytettä-
väksi tulevaisuudessa enterovirusten tyypitykseen jätevesinäytteistä. 
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Enteroviruses are highly contagious and common pathogens. The cause a variety of different 

symptoms and diseased depending on the virus type. Most commonly, infections caused by en-
teroviruses are mild or asymptomatic, but they can also cause more severe diseased such as 
meningitis, myocarditis, hand, foot and mouth disease and neurological symptoms. Accurate typ-
ing methods for enteroviruses, i.e. subtyping of species, are needed when studying topics such 
as the association of different virus types with different diseases, virulence factors or the epide-
miology of enteroviruses. 

The classification of enteroviruses has been updated due to the increased genetic information 
and the development of molecular biological typing methods. Among the molecular biological 
methods, the next generation sequencing methods are the most widely used. These methods 
require amplification of the target sequence by PCR. The challenge to achieve the required spec-
ificity and sensitivity for PCR amplification. A sensitive method can maximize the number of true 
positives and a sensitive method to minimize the number of false positives. 

This thesis examines typing of enteroviruses by molecular biological methods through both by 
literature and experimental work. The focus is on the challenges of PCR amplification, the factors 
affecting sensitivity and specificity and how these challenges can be addressed. The aim of the 
experimental was to develop a method based on nested PCR for enterovirus typing from 
wastewater samples. The characteristics of wastewater samples and the challenges they present 
were also examined. Enterovirus typing from wastewater allows monitoring of pathogen preva-
lence and mapping current disease burden at the population level among other things. 

The literature review showed that the factors affecting the specificity and sensitivity of the PCR 
method are not limited only to the reagents and conditions used in PCR amplification. The char-
acteristics and steps preceding the PCR amplification have major impact. In the experimental 
part, the method was successfully developed and is suitable for future use in typing of enterovi-
ruses from wastewater samples. 
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1. JOHDANTO 

Enterovirukset (EV) kuuluvat maailman yleisimpiin taudinaiheuttajiin, ja ne aiheuttavat 

laajan kirjon erilaisia tauteja [1]. Yleisimmin enterovirusten aiheuttamat infektiot ovat oi-

reettomia tai vähäoireisia. Virustyypistä riippuen ne voivat aiheuttaa myös vakavaoireisia 

tauteja, kuten enterorokkoa, sydänlihastulehdusta, aivokalvontulehdusta sekä erilaisia 

neurologisia oireita. [2], [3] Enterovirukset ovat helposti tarttuvia ja ne infektoivat maha-

suolikanavan sekä hengitysteiden limakalvoja. Virukset lisääntyvät pääsääntöisesti suo-

listossa ja tarttuvat ulosteiden ja hengitystie-eritteiden välityksellä. [4] Enterovirusinfek-

tiot ilmaantuvat kausittain, ja infektiot ovat yleisimpiä kesäisin ja syksyisin [5]. 

Enterovirusten tyypitykselle, eli näytteen sisältämän enterovirusten lajin alatyyppien 

määritykselle, on monia tärkeitä sovelluksia. Tarkkoja tyypitysmenetelmiä tarvitaan, kun 

halutaan tutkia esimerkiksi virustyyppien yhteyttä eri sairauksiin, epidemiologiaa tai viru-

lenssitekijöitä [2]. Tyypityksessä on perinteisesti käytetty virusten antigeenisiin ominai-

suuksiin perustuvia neutralointitestejä [3], [6]. Neutralointitestit ovat kuitenkin kalliita, ai-

kaa vieviä sekä valikoivia, eikä niillä saada tyypitettyä kaikkia enterovirustyyppejä  [6] [7]. 

Menetelmät ovat korvautuneet molekyylibiologisilla tyypitysmenetelmillä, joista uuden 

sukupolven sekvensointimenetelmät ovat eniten käytettyjä. 

PCR-monistus on tärkeä työvaihe, kun enteroviruksia tyypitetään uuden sukupolven sek-

vensointimenetelmillä. Sen yksi suurimmista haasteista on siinä vaadittavan sensitiivi-

syyden ja spesifisyyden saavuttaminen. PCR:n sensitiivisyys tarkoittaa todellisten posi-

tiivisten tulosten maksimointia. Spesifisyydellä tarkoitetaan puolestaan väärien positiivis-

ten minimointia. 

Työssä tarkastellaan enterovirusten tyypittämistä molekyylibiologisilla menetelmillä sekä 

PCR-monistukseen liittyviä haasteita kirjallisuuden ja kokeellisen työn avulla. Kokeelli-

sessa osuudessa kehitettiin menetelmä, jolla enteroviruksia voidaan tyypittää jätevesi-

näytteistä. Enterovirusten tyypittäminen jätevedestä mahdollistaa virusten kausittaisen 

seurannan ja kausittaisten ilmentymismallien tutkimisen. Jätevesiseurannan avulla voi-

daan tarkkailla uusien patogeenien esiintymistä varhaisessa vaiheessa sekä kartoittaa 

tautitaakkaa väestötasolla [3], [8].  
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Työn luvussa 2 käsitellään lyhyesti enterovirusten rakenteen ja luokittelun teoriaa. Lu-

vussa 3 keskitytään enterovirusten tyypitykseen molekyylibiologisin menetelmin. Lu-

vussa kerrotaan yleisesti mihin tyypitys perustuu, mitä vaiheita tyypitykseen kuuluu. 

PCR-monistuksen spesifisyyteen ja sensitiivisyyteen vaikuttavia tekijöitä tarkastellaan 

tarkemmin luvussa 3.4. Kokeellinen menetelmä esitellään luvussa 4 ja sen tulokset ja 

niiden tarkastelu luvussa 5. Viimeisessä luvussa pohditaan lyhyesti, miten kirjallisuuden 

avulla löydetyt haasteet oli otettu huomioon kokeellisessa osuudessa sekä kootaan mer-

kittävimmät tulokset kirjallisuuskatsauksesta sekä kokeellisesta osuudesta. 
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2. ENTEROVIRUKSET 

2.1 Viruspartikkelin rakenne 

Enterovirukset ovat pieniä, pyöreitä ja vaipattomia RNA-viruksia, jotka kuuluvat Pikorna-

virusten heimoon. Niiden genomi on noin 7500 nukleotidiä pitkä yksijuosteinen positiivis-

säikeinen (5’–3’) RNA-molekyyli. Genomi sisältää yhden suuren avoimen lukukehyksen 

(open reading frame, ORF), jota reunustavat 5’- ja 3’- ei-koodaavat alueet (untranslated 

region, UTR). [2], [3] Enterovirusten genomi on kuvattu kuvassa 1. 

 

Kuva 1: Enterovirusten kapsidirakenne sekä genomin rakenne. Muokattu lähteestä 
[9]. 

Lukukehys koodaa yhtä pitkää polyproteiinia. Virus kykenee ssRNA(+) genominsa sekä 

5’UTR-alueella sijaitsevan IRES-kohdan (internal ribosome entry site) ansiosta kääntä-

mään polyproteiininsa suoraan proteiineiksi isäntäsolussa. [10] Viruksen koodaamat pro-

teaasit pilkkovat polyproteiinin kolmeksi prekursoriproteiiniksi, eli proteiinin esiasteeksi. 

Prekursoriproteiineja ovat P1, P2 ja P3 proteiinit. P1-alue koodaa rakenneproteiineja 

(VP1-VP4). P2 ja P3 alueet koodaavat ei-rakenteellisia proteiineja (2A-2C, 3A-3D). [10] 

[2] Enterovirusten rakenneproteiinien sijoittuminen kapsidilla on esitetty kuvassa 2.  

 

 

Kuva 2: Enterovirusten kapsidirakenne. [10] 
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Kapsidiproteiinit VP1-VP3 muodostavat rakenneyksikön ulkokuoren ja VP4 proteiini si-

jaitsee viruspartikkelin sisäpuolella. Kaikista ulkoisin [11, katso 12]  ja eniten neutraloin-

tiepitooppeja, eli neutraloivia vasta-ainealueita, sisältävä rakenneproteiini on VP1-kapsi-

diproteiini [11]. Enterovirusten kapsidi muodostuu 60:stä samanlaisesta rakenneyksi-

köstä [10]. 

2.2 Luokittelu 

Enterovirusten luokittelu on aikaisemmin perustunut niiden antigeenisiin ominaisuuksiin 

sekä patogeneesiin. Luokittelutapa on kuitenkin päivittynyt geneettisen tiedon lisäänty-

misen myötä. [7], [13] Nykyinen enterovirusten luokittelu perustuu VP1-kapsidiproteiinin 

sekvenssiin, sillä se korreloi vahvasti virustyypin kanssa [2], [14]. Kansainvälisen virus-

taksonomian komitean (International Commitee on Taxonomy of Viruses, ICTV) kriteerit 

enteroviruslajien rajaamiselle ovat yli 70%:n aminohappoidenttisyys polyproteiinissa, yli 

60 %:n aminohappoidenttisyys P1-proteiinissa sekä yli 60 %:n aminohappoidenttisyys 

proteiineissa 2C + 3CD [15]. 

Enteroviruslajit on jaoteltu 10:een lajiin (EVA-J), sekä kolmeen rinovirus(RV)lajiin (RVA-

C). Rinovirukset jakavat enterovirusten kanssa samoja geneettisiä ominaisuuksia, joten 

ne ovat osa enterovirussukua omana lajinaan. Tässä työssä tarkastelun kohteena on 

pääasiassa ihmisiä infektoivat enterovirukset, eli EV-lajit A–D (taulukko 1).  [13] 

Taulukko 1: Ihmisiä infektoivat enteroviruslajit ja niiden eri alatyypit. Mukailtu läh-
teestä [15]. 

Enteroviruslaji Enterovirustyypit 

Enterovirus A Coxsackievirus A 2−8, 10, 12, 14, 16, Enterovirus A 71, 76, 

89−91 92, 114, 119−121, 122-125 

Enterovirus B Coxsackievirus A9, Coxsackievirus B 1–6, ECHO virus 1–

7, 9, 11–21, 24–27, 29–33, Enterovirus B 69, 73–75, 77–

88, 93, 97, 98, 100, 101, 106, 107, 110-114 

Enterovirus C Poliovirus 1−3, Coxsackievirus A 1, 11, 13, 17, 19–22, 24, 

Enterovirus C 95, 96, 99, 102, 104, 105, 109, 113 116–118 

Enterovirus D Enterovirus 68, 70, 94, 111, 120  

 

Taulukossa 1 on esitelty myös eri ihmisiä infektoivien enteroviruslajien alaryhmät, eli tyy-

pit. Kaiken kaikkiaan eri enterovirustyyppejä on määritetty yli 300. Ihmisiä infektoivia en-

terovirustyyppejä on määritelty yli 100. [15] 
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3. ENTEROVIRUSTEN MOLEKYYLIBIOLOGISET 
TYYPITYSMENETELMÄT 

3.1 Enterovirusten tyypitys 

Enteroviruksia tyypitys molekyylibiologisilla menetelmillä perustuu niiden geneettisten 

ominaisuuksien tarkasteluun. Enteroviruksia tyypitettäessä viruksen genomista voidaan 

sekvensoida joko pienempi fragmentti tai (lähes) koko genomi. Koko genomin tai lähes 

koko genomin sekvensoinnilla voidaan saada tietoa virusevoluutiosta, rekombinaatiosta 

sekä voidaan havaita uusia biomarkkereita [16]. Tyypityksen kannalta tämä ei kuiten-

kaan ole olennaista, vaan kohdesekvenssinä on tyypillisesti pienempi fragmentti.  

Yleisimpiä kohdesekvenssejä ovat 5’UTR-alue sekä yhtä kapsidiproteiinia koodaava 

VP1-alue. Eri alueita sekvensoivia menetelmiä vertaillessa on todettu, että herkin mene-

telmä saavutetaan 5'UTR-aluetta vahvistaessa [17]. 5’UTR-alue on hyvin konservoitunut 

EV A-D lajien kesken [18], mikä mahdollistaa spesifimpien alukkeiden suunnittelun. Sek-

vensointitulokset 5’UTR-alueen sekvenssistä eivät kuitenkaan ole tarpeeksi erottelevia 

tyypitykseen, sillä se korreloi heikosti enterovirusten serotyypin kanssa [2], [17], [18].   

Myös VP2- ja VP4-kapsidiproteiineja koodaavia alueita on hyödynnetty enterovirusten 

tyypityksessä [19], [20]. VP2- ja VP4-alueiden vahvistaminen PCR-menetelmillä voi olla 

yksinkertaisempaa kuin VP1-alueen, mutta niitä suositellaan kohdesekvensseiksi vain, 

mikäli VP1-alueen vahvistaminen epäonnistuu. Esimerkiksi rekombinaatiot VP4-alueella 

voi hankaloittaa EV-B tyypin enterovirusten tyypitystä. [20] 

Maailman terveysjärjestö WHO:n sekä European non-polio Enterovirus Network (EN-

PEN) suosittelevat enterovirusten tyypitykseen sekvensoitavaksi sekvenssiksi VP1-kap-

sidiproteiinin sekvenssiä [7], [20]. VP1-alueella rekombinaatio on vähäistä ja se sisältää 

paljon serotyyppispesifisiä neutralointialueita. Alue korreloi vahvasti enterovirusten se-

rotyypin kanssa. VP1-alueen avulla voidaan siis sekä havaita että tyypittää enteroviruk-

sia, mikä tekee siitä ideaalisen kohdesekvenssin. [14] 

Enteroviruksilla VP1-alueen sekvenssi on noin 900 nukleotidia pitkä [21]. Enterovirusten 

tyypityksessä aluetta ei sekvensoida kokonaisuudessaan. Tyypillisesti alueesta vahvis-

tetaan noin 450 emäsparin (basepair, bp) alue sekvenssin 3’-päästä. [22], [23] Alueen 

sekvensointi tapahtuu yleensä niin kutsuilla uuden sukupolven sekvensointimenetel-

millä. 



6 
 

3.2 Uuden sukupolven sekvensointimenetelmät 

Uuden sukupolven sekvensointimenetelmät (next generation sequencing, NGS), eli 

NGS-menetelmät ovat yläkäsite kaikille menetelmille, joissa sekvensoidaan useita DNA-

fragmentteja kerrallaan. Menetelmiä kutsutaan myös rinnakkaissekvensoinniksi. Uuden 

sukupolven sekvensointimenetelmiä kutsutaan enterovirusten tyypityksen kultaiseksi 

standardiksi [5]. NGS-menetelmien etuna on mm. se, että niillä pystytään sekvensoi-

maan useita näytteitä samaan aikaan sekä useita virustyyppejä sisältäviä näytteitä, joka 

on haasteena perinteisemmässä molekyylibiologisessa tyypitysmenetelmässä, Sanger 

sekvensoinnissa. 

NGS-menetelmissä tarvittavat työvaiheet voidaan jakaa kolmeen päävaiheeseen; sek-

vensointikirjaston luomiseen, sekvensointiin sekä data-analyysiin. Sekvensointikirjaston 

luomisessa näyte valmistellaan sekvensointiin. Vaihe sisältää mm. nukleiinihapon eris-

tyksen näytteestä, mahdollisen RNA-näytteen kääntämisen cDNA:ksi (komplementaari-

nen DNA), fragmentoinnin, kohdesekvenssin PCR-monistuksen, kvantifioinnin, puhdis-

tuksen sekä tasaus. [24], [25] Kirjaston luomisessa sekvensoitaviin fragmentteihin tulee 

lisätä indeksit, eli tunnetun sekvenssin omaavat lyhyet fragmentit, jotta useita näytteitä 

voidaan sekvensoida samanaikaisesti [24]. 

Valmis cDNA/DNA kirjasto voidaan sen jälkeen sekvensoida. Uuden sukupolven sek-

vensointimenetelmät voidaan jakaa kahteen päätekniikkaan; sekvensointiin hybridisaa-

tion avulla (sequencing by hybridization, SBH) ja sekvensointiin synteesin avulla (se-

quencing by synthesis, SBS). SBH-menetelmässä nukleotidien järjestys määritetään 

hybridisoimalla toistuvasti tunnettuja ja lyhyitä DNA-fragmentteja fluoresoituihin sekven-

soitavan näytteen DNA-fragmentteihin. SBS-menetelmässä yksijuosteista DNA:ta syn-

tetisoidaan yksi nukleotidi kerrallaan. Syntetisoitunut nukleotidi määritetään siitä lähte-

vän fluoresoivan signaalin avulla. [25] 

Sekvensoinnin jälkeen sekvensointidata tulee analysoida sopivilla bioinformatiikan työ-

kaluilla ja sovelluksilla. Data-analyysivaihe sisältää mm. sekvenssien linjaamista ja datan 

visualisointia [24]. Enterovirustyypit voidaan määrittää vertaamalla sekvensointidataa 

olemassa olevien referenssikantojen tunnettuihin sekvensseihin. 

Enterovirusten tyypityksessä käytetään yleisesti amplikonisekvensointia, jossa ollaan 

kiinnostuneita vain spesifin PCR-tuotteen eli amplikonin sekvenssistä. Kohdesekvenssiä 

vahvistetaan PCR-menetelmin sekvensointikirjaston luomisvaiheessa. Tässä työssä esi-

teltävässä kokeellisessa työssä suoritettiin sekvensointikirjaston valmistus, jossa näyt-

teet valmisteltiin sekvensoitavaksi Illuminan menetelmällä. Sekvensointikirjaston luomi-

seen kuuluvat menetelmät on esitelty luvussa 3.3. 
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3.3 Sekvensointikirjaston luominen 

Uuden sukupolven sekvensointimenetelmissä käytettävän sekvensointikirjaston luomi-

seen kuuluu monia vaiheita. Työssä käytetyt vaiheet on esitetty kuvassa 3.  

 

Kuva 3:  Sekvensointikirjaston luomisen vaiheet. 

Sekvensointikirjaston luominen alkaa RNA:n eristyksellä. Esitellyssä työssä käsiteltiin 

valmiiksi jätevedestä konsentroituja ja eristettyjä RNA-näytteitä, joten menetelmistä esi-

tellään vain RNA-eristystä seuraavat vaiheet. 

3.3.1 Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR 

Eristettyjä RNA-näytteitä voidaan kvantifioida reaaliaikaisen kvantitatiivisen PCR:n (real-

time quantative PCR, RT-qPCR) avulla. Menetelmän avulla voidaan vahvistaa sekä 

kvantifioida nukleiinihappoja. RNA on käännettävä cDNA:ksi ennen PCR-ajoa joko edel-

tävässä erillisessä käänteistranskriptioreaktiossa tai qPCR reaktion yhteydessä. [26] 

Käytetyssä menetelmässä RNA:ta kvantifioitiin yksivaiheisella RT-qPCR menetelmällä, 

eli käänteistranskriptioreaktio tehtiin qPCR:n yhteydessä.  

PCR-ajossa monistuvien PCR-tuotteiden määrää voidaan mitata sykleittäin reaaliajassa 

mittaamalla fluoresenssin määrää, joka on verrannollinen PCR-tuotteen määrään. Fluo-

resenssin mittaus perustuu joko fluoresoivan merkkiaineen tai fluoresoivasti leimattujen 

koettimien optiseen havainnoimiseen. Näytteelle saadaan mittauksen perusteella mää-

ritettyä kynnysarvo (cycle threshold, Ct). Ct-arvo määritetään ennalta asetetun kynnys-
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arvon sekä syklien määrän avulla. [26] Ct-arvo arvioi syklien määrän, jossa tuotteen mo-

nistus, eli mitattavan fluoresenssin määrä saavuttaa eksponentiaalisen kasvun alueen 

(kuva 4). 

 

Kuva 4: Ct-arvon määrittäminen qPCR-ajosta. Mukailtu lähteestä [27]. 

Alhainen Ct-arvo viittaa suurempaan DNA konsentraatioon, sillä valittu fluoresenssin 

kynnysarvo saavutetaan vähäisemmillä sykleillä. Vastaavasti alhaisen konsentraation 

näytteet vaativat enemmän syklejä kynnysarvon saavuttamiseksi, joten Ct-arvo on suu-

rempi. 

3.3.2 Käänteistranskriptio 

Eristetyt RNA-näytteet tulee kääntää cDNA:ksi ennen PCR-monistusta käänteistran-

skriptioreaktiolla [28, s. 50]. Käänteistranskriptio eli käänteiskopiointi on tapahtuma, 

jossa yksijuosteisesta RNA:sta syntetisoidaan RNA-DNA-hybridi vaiheen kautta kaksi-

juosteista cDNA:ta [29]. Käänteistranskriptio voidaan tehdä erillisenä reaktiona tai 

qPCR-menetelmän yhteydessä [28, ss. 11–12], [29]. Enterovirusten tyypityksessä 

kääntö tehdään yleensä erillisenä reaktiota, ennen PCR-monistusvaihetta.  Reaktiossa 

tarvitaan RNA-templaatin lisäksi käänteiskopioija entsyymiä, oligonukleotidi alukkeita, 

nukleotidi trifosfaatteja (dNTPs), RNase inhibiittoria sekä puskuriliuosta [29].  

Käänteistranskriptioreaktio on kriittinen menetelmän herkkyyden kannalta. Reaktion tuo-

ton tulee olla mahdollisimman korkea edustavan näytteen saavuttamiseksi. CDNA:n 

muodostuttua näytteestä tulee poistaa ylimääräiset RNA-templaatit sekä RNA/DNA hyb-

ridit, jotka voivat haitata PCR-monistusta, esimerkiksi RNaasi  H entsyymin avulla [29]. 
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3.3.3 Sisäkkäinen ja osittain sisäkkäinen PCR 

Sekvensointikirjaston luomisessa tärkeä vaihe on kohdesekvenssin monistus PCR-me-

netelmillä. Enterovirusten tyypittämisessä käytetään sisäkkäistä tai osittain sisäkkäistä 

PCR-menetelmää (nested tai seminested PCR, nPCR ja snPCR). NPCR ja snPCR me-

netelmissä suoritetaan kaksi peräkkäistä PCR-ajossa omilla alukepareilla. Ensimmäisen 

PCR:n tuotteet toimivat templaatteina seuraavassa PCR-ajossa  [30]. Menetelmien vai-

heet on esitetty pääpiirteittäin kuvassa 5. 

 

Kuva 5: Sisäkkäisen ja osittain sisäkkäisen PCR-kaavio. Kaaviossa monistettava 
kohdesekvenssi on merkattu vihreällä, ensimmäisessä PCR-ajossa käytettävät aluk-

keet punaisella ja jälkimmäisessä PCR-ajossa käytettävät alukkeet sinisellä. 

Ensimmäisessä PCR:ssä käytettävät alukkeet vahvistavat kohdesekvenssin sisältävän, 

mutta sitä hieman suuremman alueen. SnPCR:ssä toinen alukkeista rajaa kohdesek-

venssin, jolloin sekundaarisessa PCR:ssä vain toinen aluke korvataan uudella. 

NPCR:ssä molemmat alukkeet korvataan uusilla sekundaarisessa PCR:ssä. [30] Sisäk-

käisen ja osittain sisäkkäisen PCR-menetelmien tavoitteena on parantaa menetelmän 

spesifisyyttä ja herkkyyttä, sillä sekundaarisen PCR:n templaatti materiaali sisältää jo 

valikoituja fragmentteja. Tämä estää alukkeiden epäspesifiä pariutumista. [30], [31] 

3.3.4 DNA:n puhdistus 

Sekvensointikirjaston luomisessa näytteet käyvät läpi monta PCR-monistussykliä ja vah-

vistuneiden kohdesekvenssien mukana voi olla epäspesifejä PCR-tuotteita. Epäspesifit 

tuotteet ja muut epäpuhtaudet tulee poistaa ennen sekvensointia, kuitenkaan spesifejä 

amplikoneja menettämättä. 
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Käytetyssä menetelmässä puhdistukseen käytettiin Agencourt AMPure XP (Beckman) 

puhdistusmenetelmää, joka on yleinen menetelmä NGS- ja muissa genomisissa sovel-

luksissa. Menetelmä perustuu patentoituun SPRI (solid phase reversible immobilization) 

-menetelmään, jonka perustana on magneettiset helmet eli beadit. [32]   

SPRI-menetelmässä näytteeseen sekoitetaan magnetisoituja helmiä, jotka sitoutuvat 

negatiivisesti varautuneisiin DNA-fragmentteihin. Helmet erotetaan seoksesta magneet-

tien avulla reaktioputken reunoille, jonka jälkeen ylimääräinen liuos voidaan pipetoida 

pois. Jäljelle jääneet DNA-fragmentit pestään etanoliliuoksella parhaan mahdollisen puh-

tauden saavuttamiseksi. Tämän jälkeen puhtaat DNA-fragmentit voidaan eluoida erilleen 

helmistä. Menetelmä voidaan suorittaa manuaalisesti, mutta se on myös helposti auto-

matisoitavissa. [32], [33] 

Parhaan tuoton saavuttamiseksi puhdistuksessa on valittava oikea suhde käytätettäville 

helmille ja näytteelle. Yleisin sekvensointikirjastojen luomisessa käytetty suhde on 1,8/1 

(helmet/näyte). Optimaalinen suhde tulee määrittää lyhyimmän oikean fragmentin koon 

perusteella. Helmien määrä suhteessa näytteessä vähenee kohdefragmentin koon kas-

vaessa. Suhdetta muuttamalla voidaan priorisoida eri pituisten fragmenttien tuotto.  [33] 

3.4 PCR-monistuksen sensitiivisyys ja spesifisyys 

3.4.1 Näytteen laatu ja ominaisuudet 

Sekvensointikirjaston luomisessa PCR-monistusvaihe on erityisen tärkeä menetelmän 

onnistumisen kannalta. Sen yksi suurimmista haasteista on siinä vaadittavan spesifisyy-

den ja sensitiivisyyden saavuttaminen. PCR:n onnistumiseen voidaan vaikuttaa monissa 

vaiheissa aina näytteenkäsittelystä PCR-ajon olosuhteiden optimointiin. Onnistuneen 

menetelmän suunnitteluun ei ole yhtä oikeaa tapaa, vaan yksityiskohtien suunnittelu riip-

puu aina tutkittavasta näytematriisista ja työn tavoitteesta. Työssä tarkasteltavat jäteve-

sinäytteet sekä enterovirukset tuovat myös oman haasteensa menetelmään. 

PCR-menetelmät ovat alttiita vääriä positiivisia tuloksia aiheuttavalle kontaminaatiolle. 

Näytteet vahvistuvat lukuisten PCR-syklien aikana vahvasti positiivisiksi, jolloin kontami-

naation riski nousee. NPCR- ja snPCR-menetelmät nostavat ristikontaminaation riskiä 

[28, s. 192]. PCR-menetelmiä tehtäessä on noudatettava tiettyjä varotoimenpiteitä ja 

huolellisia työtapoja.  

Kontaminaatiota estäviä työtapoja on esimerkiksi välineiden ja työympäristöjen säännöl-

linen puhdistaminen ja UV-valotus, PCR-vaihetta edeltävän sekä sitä seuraavien työvai-

heiden suorittaminen fyysisesti eri työpisteillä, näytteiden ja reagenssien säilyttäminen 
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ja käsittely erillään toisistaan [28, s. 183], [34]. Muita toimenpiteitä ovat esimerkiksi työ-

huonekohtaisten työtakkien ja hanskojen käyttö sekä reagenssien jako pienempiin osiin, 

jolloin käytölle altistetaan vain tarvittava määrä reagenssia [34].  

Vaikka optimoidulla PCR-menetelmillä pystytään teoriassa monistamaan kohdesek-

venssejä hyvin alhaisesta viruskonsentraatiosta, käytännössä alhainen konsentraatio 

vaikeuttaa menetelmää [28, s. 128]. RNA-näytteitä käsitellessä näytemateriaalin menet-

täminen ennen PCR:ää on haaste [28, s. 205]. Epästabiilia RNA:ta hajottavia RNaasi 

entsyymejä on laboratorioympäristössä joka puolella, kuten iholla ja työskentelypinnoilla. 

RNaasit ovat hyvin kestäviä ja hankalasti inaktivoitavia. RNaasien olemassaolo tulee 

huomioida aina RNA:ta työstäessä esimerkiksi käyttämällä puhtaita hanskoja, puhdista-

malla välineet säännöllisesti esimerkiksi 70 % etanolilla sekä käyttämällä RNaasi vapaita 

reagensseja ja välineitä. [28, s. 45] 

RNA:n säilyvyys ja RNaasit tulee huomioida erityisesti näytteiden varastoimisessa, 

RNA:n eristyksessä, käänteistranskriptiossa sekä RT-qPCR:ssä [28, s. 45], [29]. RNA:ta 

sisältävät näytteet tulee säilyttää olosuhteissa, jotka estävät RNA:n hajoamista, esimer-

kiksi RNaasi vapaassa puskurissa [28, s. 39]. Näytemateriaalin hajoamista estää myös 

sopiva varastointilämpötila, sillä korkea lämpötila voi heikentää RNA:n säilymistä [8]. 

Tästä syystä kylmäketjun säilyminen ja varastointilämpötila voivat vaikuttaa näytteen ja 

RNA:n laatuun. Jäädytettyjen näytteiden sulatuskerrat tulisi minimoida, esimerkiksi jaka-

malla näytteet pienempiin sulatettaviin osanäytteisiin [28, s. 39]. 

RNA-näytteen eristys tulee tehdä näytetyypille sopivalla tavalla maksimoiden RNA:n 

saanto. Käänteistranskriptiossa cDNA:n saanto ja puhtaus vaikuttaa PCR:ssä käytettä-

vän näytteen laatuun. Käänteistranskription herkkyyteen ja onnistumiseen vaikuttaa esi-

merkiksi RNA-templaatin puhtaus, alukkeiden valinta ja RNA:n mahdolliset sekundaari-

rakenteet [28, s. 51], [29], [35]. Käänteistranskriptiossa syntyneet RNA/cDNA hybridit 

voivat heikentää tulevan PCR:n herkkyyttä. Tämän takia näytteen käsittely RNA:ta ha-

jottavalla RNaasi H entsyymillä on tärkeää [28, s. 55], [29].  

Alkuperäisen näytteen alhainen viruskonsentraatio voi heikentää PCR-monistuksen ja 

lopulta sekvensoinnin tuloksia. Enteroviruksia voidaan havaita ja niiden määrää näyt-

teessä määrittää RT-qPCR menetelmällä. Menetelmän avulla näytteestä saadaan sel-

ville Ct-arvo, joka on yhteydessä viruskonsentraatioon. Alhainen Ct-arvo, eli korkea vi-

ruskonsentraatio lisää PCR-monistuksen ja tyypityksen onnistumisen todennäköisyyttä. 

Korkeiden Ct-arvojen (n. 40) näytteillä monistus ja tyypitys on todettu haastavaksi [2], 

[17].  
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RNA:n menettämisen lisäksi PCR:n väärät negatiiviset tulokset voivat johtua myös mo-

nistusta estävistä PCR-inhibiittoreista. PCR-menetelmä on entsymaattisena reaktiona 

herkkä inhibiittorien vaikutukselle. Inhibiittorit voivat esimerkiksi hajottaa ja muuttaa 

nukleiinihappojen rakennetta sekä vaikuttaa DNA-polymeraasin aktiivisuuteen. Erilaisia 

PCR-inhibiittoreita ovat esimerkiksi erilaiset orgaaniset yhdisteet, kuten proteiinit, rasvat 

ja proteaasit. Metalli-ionit ovat esimerkki epäorgaanisista inhibiittoreista. [36] Yksinker-

taisin tapa välttää PCR-inhibitiota on inhibiittoriresistenssien reagenssien käyttö [37]. 

Jätevesi näytematriisina on haastava, heterogeeninen ja monimutkainen [8]. Jätevesi 

sisältää useita ja useista lähteistä peräisiin olevia komponentteja, kuten teollisuusjätteitä, 

hulevesiä, lääkkeitä, pesuaineita ja muita aineita ja yhdisteitä jotka voivat inhiboida PCR-

monistusta [38]. Tyypillisiä inhibiittoreita ovat esimerkiksi erilaiset roskat, metalli-ionit, 

humusaineet ja -hapot ja RNaasit [36]. Enteroviruksen säilyvyys jätevedessä riippuu jä-

teveden lämpötilasta, vuorovaikutuksesta muuhun mikrobistoon sekä altistuksesta UV-

säteilylle. Lämpötila vaikuttaa mm. entsyymien ja muiden mikrobien aktiivisuuteen ja pro-

teiinien denaturoitumiseen. [39, katso 40–42] 

Jäteveden koostumus on myös hyvin vaihtelevaa jätevesipuhdistamoisen välillä sekä 

yhden puhdistamon sisällä ajallisesti. Jätevesinäytteen viruskonsentraatioon voi vaikut-

taa esimerkiksi rankkasateet tai runsaat hulevedet, jotka laimentavat kerättävää jäte-

vettä. [8] 

3.4.2 Reagenssit 

PCR:ssä käytettävien reagenssien laatu voi vaikuttaa suuresti menetelmän herkkyyteen 

[28, s. 23]. Käytettävien reagenssien, kuten alukkeiden ja entsyymien, tulee olla laaduk-

kaita, tasalaatuisia sekä resistenttejä PCR-inhibiittoreille [37]. Vaihtelut reagenssien laa-

dussa vaikeuttaa menetelmän toistettavuutta ja menetelmän herkkyys voi kärsiä. Kau-

pallisia reagensseja käytettäessä reagenssien laatu on tasaisempaa ja luotettavampaa. 

Käytettyjen reagenssien koostumus, reagenssien konsentraatiot ja käytettävä DNA-po-

lymeraasi on optimoitava jokaiselle PCR-protokollalle erikseen. [28, s. 64] 

PCR:ssä käytettävän DNA-polymeraasin on oltava lämpöstabiilia, eli sen on pysyttävä 

säilyttämään aktiivisuutensa korkeissa lämpötiloissa. DNA-polymeraasit eroavat toisis-

taan lämpöstabiilisuuden, tarkkuuden sekä synteesinopeuden osalta. [43] Yleinen käy-

tetty DNA-polymeraasi on Taq-polymeraasi. Sen optimaalinen toimintalämpötila on 

72°C, se syntetisoi nukleotidejä 2–4 kb minuutissa mutta sillä ei ole 3’-5’ suuntaista oi-

koluku aktiivisuutta. [44] Esimerkiksi monistettaessa pitkiä tai guaniini-sytosiini (GC)-rik-
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kaita PCR-tuotteita, DNA-polymeraasiksi voidaan tarvita korkeamman lämpöstabilitee-

tin, paremman tarkkuuden tai korkeamman inhibiittori resistanssin omaava polymeraasi 

[45]. Käytettävän DNA-polymeraasin konsentraatio tulee optimoida menetelmäkohtai-

sesti, sillä liian alhainen konsentraatio voi vaikuttaa PCR:n tuottoon, mutta liian korkea 

nostaa alukedimeerien, eli keskenään pariutuneiden alukkeiden, muodostumistodennä-

köisyyttä [28, s. 65]. 

PCR-reaktiossa toinen tärkeä reagenssi on nukleotidi trifosfaatit eli dNTP:t. DNTP-kon-

sentraatio vaikuttaa PCR:n tuottoon sekä spesifisyyteen. On suositeltavaa käyttää vain 

hieman yli laskennallisesti tarvittava määrä dNTP:itä, sillä liian suuri konsentraatio voi 

inhiboida PCR-reaktiota. Liian vähäinen konsentraatio rajoittaa DNA-polymeraasin ky-

kyä syntetisoida uutta juostetta dNTP:iden avulla. [28, ss. 92–93] 

PCR-reaktioissa käytettävien puskurien tehtävänä on optimoida reaktio olosuhteet DNA-

polymeraasille suotuisiksi [28, s. 94], [45]. Käytettävän puskurin on ylläpidettävä sopiva 

kemiallinen ympäristö PCR-reaktion etenemisestä johtuvien olosuhteiden muutostenkin 

aikana [28, s. 95]. Mahdollisia puskureita on monia, kuten tris-HCl, KCl ja (NH4)2SO4  

[45]. Käytettävän puskurin valinta on riippuvainen reaktion muista reagensseista, varsin-

kin käytettävästä DNA-polymeraasista. 

Tärkeä ioni PCR-reaktiossa on kofaktorina toimiva magnesiumioni Mg2+.  Magnesiumioni 

mahdollistaa dNTP:iden liittämisen polymerisaation aikana katalysoimalla fosfodiesteri-

sidoksen muodostumista alukkeen ja dNTP:n välillä sekä stabiloi negatiivisesti varautu-

nutta templaatti DNA:ta. Ionit lisätään reaktioseokseen yleensä MgCl2 tai MgSO4  liuok-

sena. [45] Magnesiumionien konsentraatio tulisi kokeellisesti määrittää kullekin PCR-

menetelmälle erikseen. Liian korkea konsentraatio voi inhiboida reaktiota. [28, s. 99] 

Myös muita ioneita, kuten Na+, K+ ja NH4
+, voidaan tarvita stabiloimaan DNA:ta sekä 

stimuloimaan DNA-polymeraasin aktiivisuutta. 

3.4.3 Alukkeiden suunnittelu 

PCR:n onnistuminen ja sen spesifisyys ja herkkyys riippuu suuresti siinä käytettävistä 

alukkeista. Alukkeiden suunnittelussa tulee ottaa huomioon monia eri tekijöitä. Suunnit-

telu on aina ainakin osittain empiiristä, sillä hyvien alukkeiden suunnitteluun ei ole ole-

massa yleispätevää ohjetta, vaan toimivien alukkeiden ominaisuudet riippuvat kunkin 

PCR:n yksityiskohdista ja tavoitteista. Alukkeiden suunnittelussa hyödynnetään usein 

tarjolla olevia ohjelmistoja. [28, s. 64] 
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Alukkeiden pituus ja emäsjärjestys määräävät sen, kuinka spesifisti PCR-tuotteita voi-

daan vahvistaa. Suunniteltavien alukkeiden pituudeksi suositellaan 18–30 nukleotidin pi-

tuutta. [28, s. 64], [46] Tämän pituinen aluke on käytännössä lähes varmasti uniikki ha-

lutulle vahvistettavalle sekvenssille. Tällä tavoin estetään fragmenttien epäspesifiä vah-

vistumista. Alukkeiden pituus vaikuttaa niiden pariutumislämpötilaan. Alukkeiden väliset 

pariutumislämpötilat tulisivat olla lähellä toisiaan, noin ±5°C välillä. [28, ss. 64, 67], [46] 

Pariutumislämpötilaan vaikuttaa alukkeen pituuden lisäksi guaniini-sytosiini (GC) ja ade-

niini-tymiini (AT) alueiden suhde. Korkea GC-pitoisuus johtaa korkeampiin pariutumis-

lämpötiloihin. [46] Suuri ero alukkeiden välisissä pariutumislämpötiloissa voi johtaa aluk-

keen epäspesifiin liittymiseen tai yksijuosteisen PCR-tuotteen vahvistumiseen [28, s. 67]. 

Alukkeen emäsjärjestyksessä on otettava huomioon esimerkiksi kohdesekvenssin ho-

mologia toisen sekvenssialueen kanssa, alukkeen sisäiset ja väliset komplementaariset 

alueet sekä alukkeen GC-pitoisuus [28, s. 64]. Yleisesti alukkeilla suositellaan olevan 

noin tasamäärä kaikkia neljää emästä [47]. Alukkeiden sisäiset komplementaariset alu-

eet voivat aiheuttaa alukkeisiin silmukkarakenteita. Silmukkarakenteet tai muut alukkeen 

sisäiset sekundaariset rakenteet estävät alukkeen täydellisen hybridisoitumista komple-

mentaariseen kohdesekvenssiin. [28, s. 64]  Sekundaaristen alueiden muodostumista 

voi estää tasapainottamalla GC-rikkaiden ja AT-rikkaiden alueiden suhdetta [46]. Aluk-

keiden väliset komplementaariset alueet voivat aiheuttaa alukedimeerien muodostu-

mista. 

Alukkeiden GC-rikkaiden alueiden pitoisuus vaikuttaa edellä mainittujen asioiden lisäksi 

alukkeen stabiiliuteen [46]. Alukkeen ja odotetun PCR-tuotteen GC-pitoisuuksien suosi-

tellaan olevan samankaltaiset [47]. GC-pitoisuuden jakautumisella voi olla vaikutusta 

alukkeen hybridisaation spesifisyyteen. Liian korkea GC-pitoisuus alukkeen 3’-päässä 

voi edesauttaa alukkeen 3’-pään vahvaa hybridisaatiota ilman muun alukkeen täydellistä 

hybridisaatiota. Tämä voi johtaa epäspesifiin DNA-hybridisaatioreaktion alkamiseen. 

Liian alhainen GC-pitoisuus alukkeen 3’-päässä voi johtaa alueen heikkoon hybridisaa-

tioon kohdesekvessin kanssa ja siten haitata DNA-polymeraasin toimintaa. [47] 

Yleisenä ohjeena on valita vahvistettavaksi kohdesekvenssiksi alue, jolla ei esiinny juuri 

mutaatioita, eli konservoitunut alue. Aina tämä ei kuitenkaan ole mahdollista tai palvele 

työn tavoitetta, kuten enterovirusten tapauksessa (VP1-alue verrattuna 5’UTR-aluee-

seen). Eri lajien kohdesekvensseissä esiintyviä sekvenssivariaatioita voidaan lähestyä 

alukesuunnittelussa niin kutsutuilla degeneroituneilla alukkeilla. Degeneroituneet aluk-

keet sisältävät spesifin ja konservoituneen sekvenssin lisäksi nukleotidejä, jotka voivat 

ovat komplementaarisia useammalle kuin yhdelle emäkselle [28, s. 67], [48]. Alukkeen 

degeneraatioaste kuvaa alukkeen uniikkien sekvenssiyhdisteiden lukumäärää [48]. Tällä 
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tavoin voidaan monistaa siis myös alueita, joiden sekvenssi ei ole täysin tunnettu tai 

komplementaarinen.  

Enteroviruksia tyypitettäessä haasteita alukesuunnitteluun tuo niiden laaja geneettinen 

variaatio [49]. Korkeasti spesifien alukkeiden, jotka vahvistavat kaikkia enterovirustyyp-

pejä on haastava suunnitella siten, että PCR:n herkkyys ei kärsi.  

3.4.4 PCR-olosuhteet 

PCR-ajon olosuhteilla, kuten lämpötiloilla, syklien määrällä ja käytettävällä PCR-mene-

telmällä voidaan säädellä menetelmän herkkyyttä ja spesifisyyttä. PCR-menetelmä pe-

rustuu eri lämpötilojen sykliseen vaihteluun. 

Erilaisia menetelmiä ovat esimerkiksi touchdown PCR, competitive PCR, booster PCR 

ja  luvussa 3.3.3 esitellyt nPCR ja snPCR. Competitive ja booster PCR menetelmissä 

spesifisyyttä pyritään parantamaan muuntamalla reaktioseoksen koostumusta. Compe-

titive PCR:ssä kohdesekvenssien kanssa samaan aikaan vahvistetaan tunnettumäärä 

DNA:ta, jolla on samankaltainen sekvenssi tutkittavan sekvenssin kanssa. PCR-tuottei-

den määrää vertailemalla näytteen alkuperäinen määrä voidaan selvittää tarkasti. [50]  

Booster PCR:ssä pyritään estämään epäspesifien amplikonien ja alukedimeerien muo-

dostumista laskemalla aluke ja dNTP-konsentraatiota ensimmäisille 15–20 niin kutsu-

tulle ”booster” syklille [28, s. 235]. Touchdown PCR-menetelmässä spesifiä vahvistu-

mista pyritään lisäämään syklien lämpötiloja säätämällä. Ensimmäisien syklien alukkei-

den liittymisvaiheen lämpötila nostetaan 5–10 °C alukkeiden sulamislämpötilaa (Tm) kor-

keammaksi, josta PCR:n edetessä sitä lasketaan asteittain, kunnes se on lopulta 2–5 °C 

alukkeiden Tm matalampi. [51] 

Jokainen lämpötila tulee optimoida siten, että reaktio olosuhteet mahdollistavat tehok-

kaan kohdesekvenssin vahvistumisen. Yksi tapa vähentää matalissa lämpötiloissa ta-

pahtuvaa epäspesifiä pariutumista on pyrkiä aloittamaan reaktio suoraan alukkeiden liit-

tymislämpötilasta. Tätä menetelmää kutsutaan hotstart menetelmäksi. Menetelmä voi 

parantaa PCR-reaktion tuottoa sekä spesifisyyttä. [52] 

PCR:n varsinaisten syklien ensimmäinen vaihe on kaksijuosteisen DNA-templaatin de-

naturoituminen. Templaatti-DNA olisi hyvä saada denaturoitumaan kokonaisuudessaan, 

jotta uusi juoste voidaan syntetisoida. Denaturoitumisvaiheen lämpötilaan ja kestoon vai-

kuttaa mm. reaktioseoksen koostumus sekä templaatin pituus ja GC-pitoisuus. Denatu-

raatiota voi edistää lisäämällä reaktioseokseen erilaisia yhdisteitä, kuten glyserolia tai 

formamidia [53]. 
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Denaturaatiovaiheen jälkeen lämpötilaa lasketaan, jotta alukkeet voivat liittyä yksijuos-

teisiin DNA-fragmentteihin. Optimoidulla alukkeiden liittymislämpötilalla voidaan estää 

aikaisissa sykleissä muodostuvien epäspesifien tuotteiden muodostumista, jotka vahvis-

tuisivat tulevilla sykleillä [28, s. 123]. Lämpötila riippuu käytettäville alukkeille lasketusta 

sulamislämpötilasta (Tm) [28, s. 122]. Alukkeen tarkan Tm  lukeman laskemiseksi tulee 

huomioida mm. alukkeen sekvenssi, GC-pitoisuus, pituus, käytetty DNA-polymeraasi 

sekä alukkeiden että natriumionin konsentraatiot [28, s. 77], [53]. Optimaalinen liittymis-

lämpötila (𝑇𝑎
𝑂𝑃𝑇) PCR-syklissä on todettu olevan PCR-tuotteen ja epästabiilimman aluk-

keen sulamislämpötilojen funktio; 𝑇𝑎
𝑂𝑃𝑇 = 0,3𝑇𝑚

𝑎𝑙𝑢𝑘𝑒 + 0,7𝑇𝑚
𝑡𝑢𝑜𝑡𝑒 − 14.9. Funktiossa 

𝑇𝑚
𝑎𝑙𝑢𝑘𝑒 kuvaa epästabiilimman alukkeen sulamislämpötilaa ja 𝑇𝑚

𝑡𝑢𝑜𝑡𝑒 muodostuvan 

PCR-tuotteen sulamislämpötilaa. [54] Yleinen ohje liittymislämpötilan asettamiselle on 

vähentää alimman sulamislämpötilan lämpötilasta 3–5 °C [28, s. 122], [53]. Lyhyempien 

(< 1 kb) tuotteiden monistuksessa liittymislämpötilan nosto sykleittäin voi johtaa parem-

paan tuottoon PCR:stä [54]. 

Syklin viimeisen vaiheen, pidentymisen, optimointi riippuu käytetystä DNA-polymeraa-

sista. Lämpötila on polymeraasin optimilämpötila, jossa syntetisointi on tehokkainta. Vai-

heeseen kuluva aika määritetään DNA-synteesiin kuluvan ajan sekä vahvistettavan 

PCR-tuotteen pituuden perusteella. [53] PCR-tuotteiden monistus noudattaa yleistä 

muotoa, jossa näytteet vahvistuvat ensin eksponentiaalisesti, sitten lineaarisesti, kunnes 

monistuvien tuotteiden määrä taittuu niin kutsuttuun tasannevaiheeseen. PCR-ajon ko-

konaissyklien määrä on yleensä 20–30 sykliä. Syklien määrää voidaan nostaa, mikäli 

alkuperäisessä näytteessä on vähäinen määrä kohdesekvenssiä. Yleisesti 50:tä sykliä 

pidetään maksimipituutena PCR-ajolle. Liian suuri syklien lukumäärä lisää epäspesifien 

tuotteiden muodostumista. [28, ss. 20–21], [53] 
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4. MATERAALIT JA MENETELMÄT 

4.1 Menetelmän kehitys 

Tehdyssä työssä tavoitteena oli kehittää sisäkkäiseen PCR-monistukseen pohjautuva 

amplikonisekvensointimenetelmä, jonka avulla pystyttäisiin tyypittämään enteroviruksia 

jätevesinäytteistä. Menetelmän pohjana käytettiin Cinek ym. tutkimusta [55] sekä Tam-

pereen yliopiston Virologian tutkimusryhmän valmista menetelmää, jolla tyypitetään en-

teroviruksia kliinisistä näytteistä. Työ suoritettiin Tampereen yliopiston Ympäristötervey-

den tutkimusryhmässä. 

Menetelmän kehityksestä tarkastellaan erityisesti toimia, jotka vaikuttivat menetelmän 

herkkyyteen ja spesifisyyteen. Menetelmän kehityksen vaiheet noudattavat luvun 3.3 ku-

van 3 kaavion mukaista järjestystä. Työssä esitellään ainoastaan menetelmän kehityk-

sessä onnistuneet vaiheet. 

4.2 Näytteet ja käytetyt alukkeet 

Menetelmän testauksessa käytettävät näytteet oli kerätty osana Terveyden ja hyvinvoin-

tilaitoksen, Tampereen yliopiston ja Helsingin yliopiston yhteistä WastPan-projektia. 

Näytteitä kerättiin kuukausittain kymmeneltä jätevedenpuhdistamolta ympäri Suomen. 

Kerätyt näytteet olivat 24 h kokoomanäytteitä tulevasta käsittelemättömästä jätevedestä. 

Jätevesinäytteet konsentroitiin ja näytteistä eristettiin RNA niiden saapuessa laboratori-

olle. Esitellyssä työssä käsiteltiin eristettyjä RNA-näytteitä. 

RT-qPCR analyysiin valittiin kymmenen näytettä, jotka oli kerätty yhdeksästä eri kaupun-

gista. RT-qPCR-menetelmällä arvioitiin näytteiden enterovirus pitoisuuksia. Tämä teh-

tiin, jotta menetelmässä mahdolliset epäonnistuneet tulokset eivät johdu enterovirus ne-

gatiivisesta näytteestä, eli näytteestä, joka ei sisällä lainkaan kohdesekvenssiä. Ct-arvo-

jen perusteella menetelmän kehitykseen valittiin viisi vahvinta näytettä. 
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Työssä käytetyt alukkeet on taulukoitu taulukossa 2. 

Taulukko 2: Menetelmän eri vaiheissa käytetyt alukkeet. (*)alukepooleja 

MENETELMÄN VAIHE ALUKKEET 

käänteistranskriptio Ent17Rv, Ent18Rv, Ent19Rv, Ent20Rv 

PCR1 Ent21Fw, Ent2Rv 

PCR2 Ent22Fw, Ent23Rv 

PCR3 VP1NGSF1*, VP1NGSR1* 

 

PCR-monistuksen viimeisessä vaiheessa, PCR3-ajossa, käytetyt fragmentit monistivat 

lopullista kohdefragmenttia. Käytetyt alukkeet olivat samat, kuin Cinek ym. tutkimuk-

sessa [55] käytetyt ja suunnitellut sekundaarisen PCR:n alukkeet. Alukkeet olivat aluke-

pooleja, jotka koostuivat useammasta alukevariantista. Alukepoolien sisältämät alukkeet 

ja niiden sekvenssit on eritelty taulukossa 3.  

Taulukko 3: PCR3-ajossa käytettyjen alukepoolien alukkeet. Muokattu lähteestä 
[55]. 

VP1NGSF1 Alukkeen sekvenssi 5’–3’ suunnassa. 

E2F1_for5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCNGYTGAGACAGG 

E2F2_for5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCNGYRGAGACTGG 

E2F3_for5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCWGYNGAAACTGG 

E2F4_for5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCWGYNGAAACGGG 

VP1NGSR1  

E2R1_rev7 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGNAYRWACATRATTTG 

E2R2_rev7 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGNAYRWACATGTACTG 

E2R3_rev7 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGNAYRTACATTATCTG 

E2R4_rev7 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGDAYRTACATSASCTG 

E2R5_rev7 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGWAYRTACATNAMTTG 

 

Taulukossa 3 esitetyissä sekvensseissä tavallisella kirjasintyypillä kirjoitetut osat ovat 

kohdesekvenssille komplementaariset. Alleviivatut sekvenssit toimivat indeksointi-
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PCR:ssä käytettävien alukkeiden sitoutumispaikkana, alleviivatut ja vahvistetut osat sek-

vensointiajossa tarvittavia sekvenssejä. [55] 

Kaikkien työssä käytettyjen alukkeiden sijoittuminen toisiinsa nähden on esitetty kuvassa 

6. 

 

Kuva 6: Käytettyjen alukkeiden sijoittuminen enteroviruksen genomilla toisiinsa näh-
den. 

Käytetyt alukkeet korvautuvat uusilla jokaisessa PCR-ajossa, joten käytetty PCR-mene-

telmä on sisäkkäinen PCR. 

4.3 Käänteistranskriptio 

Valitut näytteet käännettiin cDNA:ksi erillisellä käänteistranskriptioreaktiolla. Yhden re-

aktion tilavuus oli 10 μl, joka sisälsi 5 μl RNA-templaattia, 0,25 μM jokaista cDNA alu-

ketta, 0,5 mM jokaista dNTP:tä, 1x MLV puskuria, 20 U RNaasi inhibiittoria, 1x BSA ja 

100 U M-MLV (Promega). Reaktiossa käytetyt alukkeet olivat Ent17Rv, Ent18Rv, 

Ent19Rv ja Ent20Rv. Reaktioseosta inkuboitiin +37°C lämpötilassa 60 minuutin ajan. 

Valmiit näytteet siirtyivät suoraan ensimmäiseen PCR-ajoon, tai ne voitiin varastoida -

80°C lämpötilassa. 

4.4 PCR-monistus 

PCR-monistusvaiheessa suoritettiin yhteensä kolme erillistä PCR-ajoa, PCR1, PCR2 ja 

PCR3. Kaikissa ajoissa reaktion kokonaistilavuus oli 50 μl. Käytetyt reagenssit on esitelty 

taulukossa 4. 
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Taulukko 4: PCR-monistusvaiheen PCR-ajojen yhteiset reagenssit. 

 
PCR1 PCR2 PCR3 

Reagenssi Loppukonsentraatio 

Puskuria (Roche) 1x 

MgCl2 (puskurissa) 2 mM 

jokaista dNTP:tä 200 μM 

FastStart™ Taq 
(Roche) entsyymiä 

4 U 

 

PCR1-ajossa templaattina käytettiin 10 μl edellisessä vaiheessa valmistettua cDNA:ta, 

PCR2-ajossa käytettiin 1 μl PCR1-tuotetta ja PCR3-ajossa templaattina oli 1 μl puhdis-

tettua PCR2-tuotetta. Kussakin PCR-ajossa kunkin alukkeen loppukonsentraatio reak-

tioseoksesta oli 1 μM. Alukkeet olivat taulukon 2 mukaisia. PCR3-ajossa käytetyn aluke-

poolin loppukonsentraatio reaktioseoksesta oli 1 μM, ja alukepoolissa jokaista aluketta 

oli 10 μM pitoisuudessa. Lisäksi jokaiseen reaktioseokseen lisättiin RNaasi vapaata vettä 

(Qiagen). PCR1-ajossa vettä lisättiin 23,2 μl yhtä reaktiota kohden, PCR2- ja PCR3-

ajoissa sitä lisättiin 32,2 μl. Käytetyt alukkeet olivat kussakin vaiheessa taulukon 2 mu-

kaisia. PCR-ajojen olosuhteet on esitetty taulukossa 5. 

Taulukko 5: PCR-monistusvaiheen PCR-ajojen olosuhteet. 

Vaihe Lämpötila (°C) Aika Syklit 

 PCR1 PCR2 ja PCR3 PCR1 PCR2 ja PCR3  

Esilämmitys 95 95 Pito Pito 1 

Denaturaatio ja 

entsyymien 

aktivaatio 

95 95 6 min 6 min 1 

Denaturaatio 95 95 30 s 30 s 

40 Liittyminen 42 58 30 s 30 s 

Pidentyminen 72 72 1 min 30 s 30 s 

Loppu- 

pidennys 
72 72 10 min 10 min 1 
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Näytteet lisättiin PCR-ajoon vasta esilämmitysvaiheen jälkeen, jonka jälkeen ohjelmaa 

jatkettiin. Odotetut fragmenttikoot olivat PCR1-ajon jälkeen 750–1000 bp, PCR2- ja 

PCR3-ajojen jälkeen 300–450 bp. 

4.5 DNA:n puhdistus 

PCR tuotteet puhdistettiin PCR2, PCR3 sekä indeksointi-PCR:n jälkeen. Puhdistus suo-

ritettiin Agencourt AMPure XP (Beckman) menetelmällä, liitteen 1 mukaisesti. Eri PCR-

ajojen jälkeiset puhdistukset suoritettiin muuten samalla tavalla, mutta käytetyn Agen-

court AMPure XP reagenssin sekä näytteen suhde vaihteli. PCR2 ja PCR3 jälkeisillä 

puhdistuksilla suhde oli 0,8 / 1,0 eli 17,8 µl Agencourt AMPure XP reagenssia ja 22,2 µl 

näytettä. Indeksointi-PCR:n jälkeen suhde oli 1,0 / 1,0 eli 20,0 µl Agencourt AMPure XP 

reagenssia  sekä näytettä. 

4.6 Indeksointi-PCR 

Indeksointi-PCR:ssä fragmentteihin kiinnitetään uniikit indeksiparit, joiden avulla näytteet 

voidaan tunnistaa. Lisäksi fragmentteihin kiinnitetään sekvensointialukkeina toimivat alu-

eet sekä sekvenssit, joiden avulla fragmentit voivat kiinnittyä Illumina sekvensoinnissa 

käytettävään virtauslevyyn. Indeksointi-PCR:ssä käytettiin Illuminan Nextera XT DNA 

Library Preparation Kittiä (Illumina). Jokaiselle näytteelle valittiin indeksipari, eli yksi N- 

ja yksi S-indeksi. Yhden reaktion koostumus oli 7,5 µl Nextera PCR MasterMix (Illumina) 

reagenssia, 2,5 µl kumpaakin indeksiä (N- ja S-indeksit), 9,5 µl vettä sekä 3 µl templaat-

tia (puhdistettua PCR3-tuotetta). 

Indeksointi-PCR ajo oli lyhyempi kuin aiemmat PCR-ajot. Olosuhteet olivat; 10°C 10 s, 

72°C 3min, 95°C 30 s, kahdeksan sykliä; 95°C 10 s, 55°C 30 s, 72°C 30 s, jonka jälkeen 

72°C 5 min. PCR-tuotteet puhdistettiin indeksointi-PCR:n jälkeen.    

4.7 DNA:n kvantifiointi, kirjaston tasaus ja yhdistäminen 

PCR-ajojen jälkeen tuotteiden konsentraatio ja puhtaus mitattiin NanoDrop™ One 

(Thermo Scientific) spektrofotometrilla.  

Viimeiseksi näytteet tuli yhdistää ja laimentaa samaan 5 nM konsentraatioon. Laimen-

noksiin tarvittavan veden määrä laskettiin jokaiselle näytteelle erikseen  kaavalla; 

𝑉(𝐻2𝑂) =  
(𝑐(𝑛ä𝑦𝑡𝑒)−5 𝑛𝑀)𝑉(𝑛ä𝑦𝑡𝑒)

 5 𝑛𝑀
, jossa 𝑐 on konsentraatio [𝑛𝑀]  ja 𝑉 tilavuus [µl].  

Samaan konsentraatioon laimennetut näytteet voitiin yhdistää. 
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5. TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU 

Näytteiden RT-qPCR-ajo tehtiin kahdella rinnakkaisella PCR-levyllä, joiden keskiarvoiset 

Ct-arvot on esitetty taulukossa 6. 

Taulukko 6: Näytteiden Ct-arvot. 

Näyte:  keskiarvoinen Ct-arvo  

Espoo 33,3 

Helsinki 32,3 

Kuopio 33,5 

Lappeenranta 36,4 

Oulu 34,5 

Pietarsaari 38,4 

Rovaniemi 34,3 

Seinäjoki 34,9 

Tampere 34,3 

Turku LSVSY 35,0 

positiivinen 

kontrolli 

32,6 

 

Ct-arvojen perusteella viisi vahvinta näytettä olivat Espoon, Helsingin, Kuopion, Rova-

niemen sekä Tampereen näytteet. Nämä näytteet valittiin menetelmän testaukseen. 

PCR-monistuksen eri vaiheiden onnistumista tarkasteltiin geelielektroforeesi ajoilla. 

PCR1-ajon jälkeiset tulokset on esitetty kuvassa 7. Odotettu fragmenttikoko ajon jälkeen 

oli 750–1000 bp. 
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       1      2      3      4     5      6     7      8 

 

 

 

Kuva 7: Geelielektroforeesikuva PCR1-ajon jälkeen. 1 – Espoo, 2 – Helsinki, 3 – 
Kuopio, 4 – Rovaniemi, 5 – Tampere, 6 – pos. kontrolli, 7 – RT-neg. kontrolli, 8 – PCR1 

neg. kontrolli. Keltaisilla viivoilla rajattu alue osoittaa odotetun fragmentin koon. 

Kuvasta 7 nähdään, että monistus ei onnistunut odotetusti. Ainoat havaittavissa olevat 

odotetun kokoiset fragmentit ovat Rovaniemen ja Tampereen näytteissä. Vaiheen jäl-

keen PCR1-ajoa testattiin eri entsyymillä (AmpliTaq Fast DNA Polymerase (Applied Bio-

systems)).  

Kahden erillisen PCR1-ajon jälkeen peräkkäisille PCR ajoille (PCR1 ja PCR2) pyrittiin 

määrittämään paras entsyymiyhdistelmä. Sekundaariset PCR:t (PCR2) tehtiin ristiin mo-

lemmilla käytetyillä entsyymeillä, yhteensä neljä PCR-levyä. PCR2-ajojen tulokset tar-

kastettiin geelielektroforeesilla. Ainoat oikein vahvistuneet fragmentit ovat näytteistä, 

joissa sekä PCR1 että PCR2 on tehty FastStartTaq reagensseilla (kuva 8). Odotettu 

fragmenttikoko oli 300–450 bp. 
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      1      2      3     4      5      6     7     8     9 

 

 

Näkyvät fragmentit ovat odotetun kokoisia, mutta näkyvillä on myös epäspesifejä PCR-

tuotteita. Positiivinen kontrolli ei ollut vahvistunut odotetusti, eikä siinä ollut lainkaan vah-

vistuneita fragmentteja näkyvillä. Onnistuneesta PCR2-ajosta pääteltiin paras entsyy-

miyhdistelmä ja FastStartTaq entsyymillä tuotettuja PCR1-tuotteita pyrittiin vahvista-

maan suoraan PCR3-vaiheen olosuhteiden mukaisesti. PCR-ajon tulokset on esitetty 

kuvassa 9. Kuvassa 9 on kuvattuna myös kuvan 8 puhdistetut fragmentit. Fragmentit 

puhdistettiin Agencourt AMPure XP menetelmällä. Puhdistuksessa helmien ja näytteen 

suhde oli laskettu 0,8/1,0. Tällä pyrittiin minimoimaan epäspesifit tuotteet sekä varmista-

maan pidempien, spesifien PCR-fragmenttien tuotto Cinek ym. artikkelin mukaisesti [55]. 

Kuva 8: Geelielektroforeesikuva PCR2-ajon jälkeen.1- Helsinki, 2- Kuopio, 3- Rova-
niemi, 4- Espoo, 5- Tampere, 6- pos. kontrolli, 7- RT-neg. kontrolli, 8- PCR1 neg. kont-
rolli, 9- PCR2 neg. kontrolli. Keltaisilla viivoilla rajattu alue osoittaa odotetun fragmentin 
koon. 
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     A1    A2   A3    A4   A5   A6   A7   A8   A9   B1   B2  B3   B4   B5    B6   B7   B8   B9 

 

Kuva 9: Geelikuva PCR3 olosuhteilla tehdyn PCR-ajon PCR-tuotteista sekä puhdis-
tetuista PCR2 tuotteista.  A1-A9: PCR3-ajon tuotteet, templaattina FastStartTaq rea-

gensseilla tehdyn PCR1-tuotteet. B1-B9: Puhdistetut PCR2 tuotteet, templaattina 
FastStartTaq PCR1 tuotteet.  

1- Helsinki, 2- Kuopio, 3- Rovaniemi, 4- Espoo, 5- Tampere, 6- pos. kontrolli, 7- RT-
neg. kontrolli, 8- PCR1 neg. kontrolli, 9- PCR2 neg. kontrolli. Keltaisilla viivoilla rajattu 

alue osoittaa odotetun fragmentin koon. 

Kuvasta 9 nähdään, puhdistetut tuotteet eivät sisällä juurikaan epäspesifejä fragmentteja 

kuvan 8 tapaan, joten puhdistus todettiin onnistuneeksi. Sen sijaan näytteet A1-A9 eivät 

ole vahvistuneet odotetusti. Tästä pääteltiin, että näiden kahden PCR-ajon väliin tarvi-

taan yksi välivaihe. Niinpä puhdistettuja Ent22Fw ja Ent23Rv alukkeilla valmistettuja 

PCR2-tuotteita käytettiin templaatteina VP1NGSF1 ja VP1NGSR1 alukkeilla tehdyssä 

PCR3-ajossa.  

PCR3-ajossa käytettyjen alukepoolien VP1NGSF1 ja VP1NGSR1 alukkeet olivat samat, 

kuin Cinek ym. tutkimuksessa [55] käytetyt ja suunnitellut sekundaarisen PCR:n aluk-

keet. Alukkeet olivat suunniteltu vähentämään epäspesifiä pariutumista ja vahvistamaan 

paremmin kohdennettua aluetta eri enterovirustyypeistä. Käytetyissä alukepooleissa 

eteenpäin suuntautuvia alukkeita oli neljä eri variaatiota ja reverse alukkeita viisi. Suun-

nittelussa spesifisyyttä pyrittiin parantamaan kehittämällä useampi paremmin kohdistettu 

aluke korkean degeneroitusmisasteen omaavien alukkeiden sijaan. Epäspesifin pariutu-

misen mahdollisuutta pyrittiin minimoimaan myös nostamalla alukkeiden pariutumisläm-

pötilaa pidentämällä niitä. [55] 
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PCR3-ajo VP1NGSF1 ja VP1NGSR1 alukkeilla onnistui ja näytteille tehtiin seuraavaksi 

indeksointi-PCR. Indeksoinnin jälkeen näytteet puhdistettiin vielä AMPure XP menetel-

mällä. Indeksointi-PCR:n ja puhdistuksen tulokset tarkastettiin geelielektroforeesilla 

(kuva 10). Odotettu fragmenttikoko oli noin 350–500 bp. 

 

Kuva 10: Geelielektroforeesikuva indeksointi-PCR:n ja puhdistuksen jälkeen. 1- 
Helsinki, 2- Kuopio, 3- Rovaniemi, 4- Espoo, 5-Tampere, 6- pos. kontrolli, 7- RT-neg. 
kontrolli, 8- PCR1 neg. kontrolli, 9- PCR2 neg. kontrolli. Keltaisilla viivoilla rajattu alue 

osoittaa odotetun fragmentin koon. 

Indeksointi-PCR todettiin onnistuneeksi, vaikka kaikkia näytteitä ei saatukaan vahvistet-

tua. Indeksointi-PCR:n jälkeen näytteiden puhtaus ja konsentraatio määritettiin Na-

noDrop™ One spektrofotometrilla. Tulokset on esitetty taulukossa 7. 

Taulukko 7: Näytteiden NanoDrop One mittaustulokset. 

Näyte konsentraatio 
(ng / μl) 

A260/A280 A260/A230 

1 Helsinki 24,6 1,8 2,3 

2 Kuopio 8,0 1,8 2,1 

3 Rovaniemi 0,6 0,9 3,2 

4 Espoo 3,3 1,6 2,1 

5 Tampere 17,3 1,8 2,4 

6 pos. kontrolli 1,1 1,1 1,9 

7 RT-neg. kontrolli 0,8 0,8 2,3 

8 PCR1 Neg 0,6 0,7 5,5 

9 PCR2 Neg 1,1 1,2 1,7 

 

      1      2      3       4      5      6      7      8      9    
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Kaksijuosteiselle DNA:lle hyvänä pidetyt arvot ovat A260/A280 noin 1,8 ja A260/A230 

noin 2,0–2,2. Näytteiden tulokset ovat johdonmukaisia viimeisen geelikuvan kanssa. 

Vahvistuneen näytteet, eli Helsingin, Kuopion, Espoon ja Tampereen näytteet erottuvat 

NanoDrop One tuloksissa korkeimmilla konsentraatioilla sekä puhtauksilla. Vahvistuneet 

näytteet ovat vahvimpia myös aiemmissa geelikuvissa. Alkuperäisesti kaikilla vahvistu-

neilla näytteillä Ct-arvot olivat alhaiset, joka myös ennakoi monistuksen onnistumista, 

sillä korkean Ct-arvon omaavien näytteiden onnistumisessa oli aikeisemmissa tutkimuk-

sissa havaittu haasteita.  

PCR-monistuksessa otettiin huomioon monia tekijöitä, jotka vaikuttavat PCR:n herkkyy-

teen ja spesifisyyteen. Jokaisessa PCR-ajossa oli käytössä niin kutsuttu hotstart mene-

telmä, jossa monistus aloitettiin alukkeiden liittymislämpötilaa korkeammassa lämpöti-

lassa, jolloin mahdollisuus epäspesifille liittymiselle väheni. Indeksointi-PCR:ää lukuun 

ottamatta kaikissa PCR-ajoissa syklien määrä oli korkea, 40 sykliä. Viimeiseksi käytetty-

jen alukkeiden suunnittelussa oli otettu huomioon enterovirus tyyppien geneettiset vari-

aatiot, sekä alukkeiden tarkka kohdentaminen kohdesekvenssiin. 

Työn aikana noudatettiin monia kontaminaatiota ennaltaehkäiseviä toimia. Laboratori-

ossa PCR:ää edeltävät vaiheet sekä vaiheet, joissa käsiteltiin PCR-tuotteita, suoritettiin 

eri tiloissa. Työtiloissa käytetiin huonekohtaisia laboratoriotakkeja. Myös työtilojen puh-

taudesta pidettiin huolta säännöllisillä UV-valotuksilla, laminaarikaappien tuuletuksilla 

sekä puhdistamalla pintoja 70 % etanolilla. Näistä toimista huolimatta NanoDropOne tu-

loksissa negatiivisissa näytteissä on havaittavissa epäpuhtauksia pienissä määrissä, 

mutta varsinaisesta kontaminaatiosta ei ollut merkkejä.  

Myöhemmin onnistuneesti kehitettyä menetelmää käytettiin muiden WastPan-näytteiden 

analysointiin. Yhteensä analysoitiin 89 jätevesinäytettä. Tulos oli hyvä ja menetelmällä 

näytteistä saatiin vahvistettua onnistuneesti noin 60 % (54 näytettä). Menetelmä otettiin 

käyttöön Tampereen yliopiston Ympäristöterveyden tutkimusryhmässä enterovirusten 

tyypitykseen jätevesinäytteistä. 
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6. YHTEENVETO 

Työssä tarkasteltiin enterovirusten tyypitystä molekyylibiologisilla menetelmillä, keskit-

tyen uudeksi kultaiseksi standardiksi muodostuviin uuden sukupolven sekvensointime-

netelmiin ja siinä vaadittavaan PCR-monistukseen. Tarkastelussa huomattiin, että ente-

rovirusten tyypityksessä hyödynnetään amplikonisekvensointimenetelmää, jolla analyysi 

saadaan keskitettyä tiettyyn sekvenssiin. Sekvensoitava sekvenssi on yleensä noin 450 

bp pituinen alue viruksen VP1-kapsidiproteiinia koodaavan geenin 3’-päästä. Haasteena 

tyypityksessä on alueen geneettinen variaatio enterovirustyyppien välillä sekä PCR-me-

netelmän optimointi riittävän spesifiksi ja herkäksi. Myös erilaiset näytematriisit asettavat 

haasteita. 

PCR-monistuksen optimoimisessa mahdollisimman spesifiksi ja herkäksi tulee ottaa 

huomioon monia tekijöitä. Vaikuttavat tekijät eivät rajoitu vain käytettävään menetelmään 

ja PCR-ajon olosuhteisiin, vaan näytteen ominaisuudet ja PCR:ää edeltävillä vaiheilla on 

suuri merkitys. Myös esimerkiksi alukkeiden suunnittelulla, reagenssien valinnalla ja 

PCR-olosuhteiden optimoinnilla voidaan vaikuttaa menetelmän onnistumiseen. Toimivat 

ratkaisut tulee määrittää aina menetelmäkohtaisesti. 

Kokeellisessa osuudessa saatiin onnistuneesti kehitettyä menetelmä, jolla voidaan tyy-

pittää enteroviruksia jätevesinäytteistä. Mallina käytettyihin menetelmiin verrattuna me-

netelmän vaiheita tuli muokata. Kahden PCR:n sijasta PCR-ajoja tehtiin kolme kappa-

letta, kolmella alukeparilla. Tämä johtui luultavasti jätevesinäytteen ominaisuuksista, ku-

ten PCR-inhibiittoreista. Menetelmän eri vaiheissa PCR-monistuksen spesifisyyttä ja 

sensitiivisyyttä pyrittiin parantamaan mm. PCR-menetelmän valinnalla, alukesuunnitte-

lulla, sopivilla PCR-olosuhteilla ja kontaminaatiota ehkäisevillä toimilla.  

Tarkkojen molekyylibiologisten menetelmien kehittäminen virusten tyypittämiselle jäte-

vesinäytteistä on tarpeen, jotta on esimerkiksi mahdollista kartoittaa virusten yleisyyttä 

ja epidemiologiaa laajasti väestötasolla. Jätevesi näytemateriaalina tuo haasteen mene-

telmiin ja menetelmän optimoiminen voi olla haastavaa. Molekyylibiologiset tyypitysme-

netelmät mahdollistavat virusten tehokkaan ja tarkan tyypityksen ja työn kokeellinen 

osuus osoitti, että enteroviruksia voidaan tyypittää jätevedestä NGS-menetelmin. 
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 LIITTEET 
 

Liite 1: Agencourt AMPure XP puhdistusmenetelmä. 

Purification with Agencourt AMPure XP;  (24 samples) 
 
 

• Take the Agencourt AMPure XP to RT beforehand (30 min). Shake vial to fully re-
suspended magnetic particles. 

 

• Add 17,8 ul of Agencourt AMPure XP for a 22,2µl of PCR-product (total of 40 µl re-
action). (Beads / Sample ratio 0,8 / 1,0) 

 

• Pipette mix 10 times so the sample and beads are homogeniously mixed. 
 

• Incubate at room temperature for 5-10 minutes. 
 

• Place the reaction plate onto an Agencourt Magnet Plate for 5-10 minutes to sep-
arate beads from solution. 

 

• Aspirate by pipetting the supernatant from the reaction plate and discard. 
 

• Dispense 100 μL of 75% ethanol (freshly prepared: 3750 µl EtOH + 1250 µl H2O) 
and incubate at room temperature for at least 30 seconds. Aspirate out the ethanol 
and discard. Repeat for a total of two washes. 

 

• Using new dry tips aspirate the rests of ethanol from the wells. Etanol is a problem 
for downstream reactions, so visually inspect there is none. (Spin the plate) 

 

• dry for 10 min at RT - but do not overdry, -> rapidly decreased elution effectivity 
 

• Off the magnet: add 40 μL of water, pipette to mix 10 times. 
 

• Incubate at room temperature for 2 minutes. (Spin the plate) 
 

• Place the reaction plate onto an Agencourt SPRIPlate Super Magnet Plate for 5 
minutes to separate beads from solution. 

 

• Transfer 30 ul purified product to a new plate (leave some water on the bottom to 
avoid aspiration of the beads). 

 


