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Taman tyon tarkoituksena oli optimoida reaaliaikainen PCR- reaktiomenetelma, jolla saataisiin
maadritettya potilasnaytteesta samanaikaisesti kolme influenssavirusta ja RS-virus. PCR-reaktiot
suoritettiin RotorGene — laitteilla. Reaktioita tarkasteltiin aluksi Boxto-varilla virusten kolmois-,
neli- ja yksittaisseoksilla. Lopulliset PCR-reaktiot tehtiin kahden influenssaviruksen ja RS-viruk-
sen kolmoisseoksilla seké kunkin viruksen yksittéisseoksilla koettimen mukana olleessa.

Liséksi tydssa kehitettiin influenssa A(H1N1)2009 virukselle seka influenssa A —viruksille sopiva
yleispateva kopiolukustandardi. Standardimolekyylejd varten vertailtin yleisimmin esiintyvia
influenssavirusten kantoja. Influenssa A-viruksen standardimolekyyli valmistettiin eristamalla
PCR-reaktiossa suunniteltujen alukkeiden avulla 889 bp:n pituinen DNA-jakso viruksen M-
geenistd. Pandeemisen (H1N1)-viruksen standardimolekyyli eristettiin viruksen H-geeniin alu-
eelta (902 bp:n pituinen DNA-molekyyli) samoja menetelmia kayttamalla H1IN1-virukselle spesi-
fisida alukkeita kayttden. Saadut DNA- molekyylit kloonattiin plasmidivektoriin ja monistettiin
standardimolekyylivektorit tranformoimalla ne E.coliin. Lopuksi monistetut plasmidimolekyylit
eristettiin bakteerista ja varmistettiin standardimolekyylien oikeellisuus ja toimivuus PCR-
reaktiossa.

Tydssa tarkistettiin influenssa A(H1N1)2009 suhteen laboratorioon tutkittaviksi saapuneita nayt-
teitd. Tarkastettavien naytteiden otos oli 124 naytetta ja tarkastettavana kohteena oli alle 12-
vuotiaiden lasten ryhma. Potilasnaytteita tutkittiin 12 respiratorisen viruksen kaupallisella multi-
plex DPO- (Dual Priming Oligonucleotide) alukkeita hyddyntavalla multiplex PCR-menetelmalla
ja saatuja virusloydoksia arvioitiin suhteessa influenssaepidemiaan.

ASIASANAT: PCR, influenssa A(H1N1)2009 -virus, influenssa A-virus, RS-virus, yhdistelma-
DNA-tekniikka
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Optimization of PCR-method, development of stan-

dards and analysis of patient samples

The purpose of this thesis was to optimize PCR-method for three influenza viruses and the RS-
virus. The PCR reactions were run on RotorGene devices. First the PCR reactions were ana-
lysed with dsDNA dye BOXTO in double, triple and fourfold PCR reaction mixes. Finally, reac-
tions with specific probes in different multiplex combinations were compared with separate reac-
tions for each virus.

In this thesis standard molecules of the influenza A/H1N1 viruses and influenza A virus were
created. For standards, the most prevalent influenza virus strains were compared. The standard
molecule for influenza A was prepared by amplifying a 889 bp sequence of influenza A M gene
by PCR.

The standard molecule of the pandemic influenza A/H1NL1 virus was isolated from the H gene
(902 bp) of the influenza A/H1N1 virus the same way as the M gene standard but using primers
specific for HIN1. The DNA molecules were cloned into the plasmid vector and transformed
into E.coli. Finally, multiplied recombinant DNA plasmids were isolated from bacteria and tested
by PCR for their accuracy and functionality.

In this thesis patient samples were examined for influenza A/HIN1. For the examination 124
samples were chosen from children under the age of 12. Patient samples were studied for the
presence of 12 respiratory viruses by a commercial multiplex PCR with DPO (Dual Priming Oli-
gonucleotide) primers and the total virus findings were analyzed in relation to the influenza out-
break.

KEYWORDS: PCR, influenza A(H1N1)2009, influenza A, RS virus, recombinant DNA
technology
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Lyhenneluettelo:

ADV Adenovirus

Aluke nukleiinihapposynteesissa aloitusjaksona toimiva DNA-
jakso

cDNA RNA:sta kaanteisesti kopioitu DNA
CoV Coronavirus

HRV Rhinovirus

Flu A Influenssa A-virus

Flu B Influenssa B-virus

MPV Metapneumovirus

MCS moniklonauskohta plamidivektorissa
PIV-1,2ja3 Parainfluenssavirukset

RSV Respiratory Syncytial Virus



Teoriaa

1.1 Johdanto

Tama tyo tehtiin Turun yliopiston virusopin laitokselle tarkoituksena optimoida
reaaliaikainen PCR-menetelm& neljdlle virukselle ensisijaisesti tutkimuskayt-
toon. Testin osoitettavat virukset olivat influenssa A, -B ja A(HLIN1)pdm ja RS-
virus. Naiden virusten esiintyvyys ja Suomessa aiheuttamat epidemiat ajoittu-

vat yleensa samoihin vuodenaikoihin.

50 A

40

30 1

20 1

10 +

87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 00 01 02 03 04 05 06 07 08

Vuosi

Kuva 1 RSV-epidemioiden esiintyminen Suomessal987-2008. Kuva perustuu

Turun yliopiston virusopin laitoksessa diagnosoituihin tapauksiin.

Liséksi yksi syy siséllyttaa pandeeminen influenssa A-virus mukaan reaktioon
oli se, etta syksylla 2009 sen aiheuttaman pandeemian odotettiin saapuvaan
tavalliseen kausi-influenssaan verrattuna aikaisempaan vuodenaikaan syksylla,
kun normaalisti influenssaa ei esiinny, mutta RSV:n esiintyminen lisdantyy (Mat-
ti Waris, 8.9.2011).
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Tybssa kehitettiin myos standardiplasmidit optimoitavaa PCR- testia varten in-
fluenssa A-virukselle ja influenssa A/H1N1-virukselle.

Liséksi tydssa haluttiin selvittdd muiden virusten I6ytymista influenssatutkimuk-
seen tulleista naytteista paremman kokonaiskuvan saamiseksi pandemian vai-
kutuksista. Tatd varten tarkasteltaviksi otettiin laboratorioon influenssa A-
viruksen suhteen tutkittaviksi saapuneista potilasnaytteista tietty maara nayttei-
ta. Tarkasteltava aikavali oli 18.8.- 17.12.2009 ja kiinnostuksen kohteena ollee-
na potilasryhnmana olivat pandemian riskiyhmaan kuuluvina alle 12-vuotiaat

lapset.

1.2 PCR-menetelma

Polymeraasiketjureaktiossa (PCR) monistetaan kahden nukleotidijarjestyksel-
tdaan tunnetun DNA-jakson valissd olevia DNA-alueita. Monistettavaa DNA-
jaksoa kutsutaan templaatiksi. PCR:ssa kaytettdan nukleiinihappojen synteesia
katalysoivaa entsyymia, joka on korkeitakin lampoétiloja kestava. Lisaksi reakti-
ossa on mukana kaksi tarkalleen tunnettua aluketta, jotka sitoutuvat kaksinau-
haisen DNA:n eri juosteiden vastakkaisiin paihin niille komplementaarisiin koh-
tiin. Reaktioseoksessa on aina mukana myds DNA:n nukleotideja: guaniini,
adeniini, sytosiini ja tymiini. Alkuperaisen templaatin pitoisuuteen verrattuna

reaktiseoksessa alukkeita ja dNTP:ja on monikertainen maara.

Polymeraasiketjureaktio aloitetaan kuumennuskasittelylla (n. 95 °C:n lampdtila),
jolla saadaan aikaan kaksinauhaisen DNA:n denaturoiminen. Kun DNA:n mo-
lemmat nauhat ovat erillaén toisistaan, lampdétilaa lasketaan alukkeista riippuen
55-60°C:een. Mikali tehdaan kaksivaiheinen monistus, kaytetaan eksten-
siolampdtilana 72 °C:tta (Matti Waris, 8.9.2011). Tassd PCR:n annealing-
reaktioksi kutsutussa vaiheessa alukkeet kiinnittyvat templattiin. Alukkeiden an-
nettaan vahan aikaa kiinnittya, minka jalkeen lampdétila taas nostetaan. Tassa
pidennysreaktiossa DNA-polymeraasi liittdé reaktioseoksessa olevia nukleotide-

ja alukkeen 3’-paasta lahtien kohde-DNA:n ohjeen mukaisesti. DNA-nauhan
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synteesi on valmis parin minuutin paastd, jonka jalkeen denaturointivaihe kayn-

nistetaan uudelleen.

monistettava alue

BAVAY AN
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Kuva 2 Polymeraasiketjureaktion periaate
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PCR-reaktiossa tapahtuvia denaturointi — annealing - pidennyssykleja on yleen-
sa noin 40. Ensimmaisen syklin jalkeen muodostuvat tuotteet ovat toisesta
paastd monistettavaa aluetta pidempia, koska DNA-polymeraasin toimintaa jat-
ku seuraavaan denaturointivaiheen alkuun asti. Toisessa syklissa syntyy en-
simmaiset tarkalleen monistettavan DNA- jakson pituiset tuotteet, kun templaat-
teina ovat ensimmaisessa syklissa syntyneet tuotteet. Taman jalkeen monistet-
tavan DNA-alueen maaraa kaksinkertaistuu eli kasvaa eksponentiaaliseti jokai-

sen syklin jalkeen.

PCR-reaktion onnistumisen kannalta alukkeiden suunnittelulla on suuri rooli.
Sen lisaksi, ettd alukkeiden taytyy olla mahdollisimman komplementaarisia,
suunnittelussa taytyy ottaa huomioon muutama muu tarkeéa seikka. Alukkeiden
sulamislampdtila on tarkeatd selvittdd, jotta paastddn oikeaan annealing-
lampdotilaan vahentamalla sulamislampdétilan arvosta noin 5 °C. Tosin nykyaan
PCR-reaktioissa voidaan kayttda sellaista reaktioseosta, jolla tietylla kaavalla
laskettu alukkeiden sulamispiste on sama kuin annealing-lampdtila (Matti Waris,
8.9.2011). Kahden alukkeen valinen sulamislampdtilaero ei saa olla 2 °C:tta
suurempi. Lisaksi huomioon taytyy myos ottaa alukkeiden sekvenssiin liittyvia
ehtoja (ks. menetelméosio). Hiusneularakenteita mahdollistavia sekvensseja ja

alukkeiden mahdollisuutta sitoutua toinen toisiinsa tulisi valttaa.

Sopivia anneling-lampdatiloja méaaritelladn usein kokeellisesti kokeilemalla useita
PCR-reaktio-olosuhdevaihtoehtoja. Alukkeiden sekvenssiin liittyvia kohtia on
usein vaikea havaita silmamaaraisesti. Ta&man johdosta alukkeiden suunnitte-
lussa kaytetddn tietokoneohjelmia, joihin ehdoiksi maaritellaan mm. alukkeiden
arvioitu koko ja sulamislampdtila. (Suominen & Olliikka 1997, 107-111).

1.3 Reaaliaikainen PCR

Reaaliaikaisen PCR-menetelman avulla muodostuvan tuotteen maaraa voidaan
seurata jatkuvasti reaktion aikana. Reaktiossa kaytettddn fluoresoivaa merk-

kiainetta (esim. SYBR Green, BOXTO), jonka signaali voimistuu aineen sitoutu-
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essa kaksinauhaiseen PCR-tuotteeseen. Muodostuva fluoresenssisignaali voi-
daan ilmoittaa laitekohtaisena fluoresenssiyksikkona (RFU, engl. relative flures-
cence unit). Menetelman herkkyyttd voidaan tutkia naytteista tehtyjen laimen-
nossarjojen avulla. Realiaikaisen PCR:n monistuskayra havainnollistaa kynnys-
syklin (Ct-threshold cycle) avulla reaktioputkessa olevan monistettavan néyt-
teen maardad. Ct-arvon lukemiseksi monistusta havainnollistavaan kuvaajaan

asetetaan raja-arvosuora (threshold).

signaali

2 000 000

nayte

| 000 000

kynnys

ilman templaattia

0 10 20 30 40
sykli

Kuva 3 Realiaikaisen PCR:n monistuskayra

Fluoresoiva signaali voidaan saada reaaliaikaisessa PCR-menetemassa mm.
fluoresoivan koettimen avulla. Koettimet ovat pienia leimattuja kopioitavalle
DNA:lle komplementaarisia DNA- patki&, joiden fluoresoiva signaali virittyy koet-
timen sitoutuessa kohde-DNA:han. Tassa tytssa kaytettiin ns. kaksoisleimatuja
hydrolyysi-koettimia. Tag-polymeraasi pilkkoo koettimen, mikéli se on sitoutunut
monistettavaan templaattiin. Pilkkoutuminen vapauttaa fluoresoivan molekyylin
sammuttajasta, jolloin reaktioliuoksen fluoresenssi lisaantyy (Matti Waris,
8.9.2011).

Kaksinauhaisen DNA:n nauhojen erkaantuessa toisistaan sekvenssille ominai-

sessa lampdétilassa yksinauhainen DNA absorboi kaksinauhaista DNA:ta
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enemman UV-valoa. PCR-tuotteen sulamislampda mittaamalla ja vertaamalla

sitd kontrollitemplaatin arvoihin voidaan varmistua tuotteen oikeellisuudesta ja

puhtaudesta (Suominen ym. 2010, 166-169).

signaali
400

350
300
250
200
150
100

50

e ————

52 57 62 67 72 77 82 87 92 97
lampatila (°C)

spesifinen PCR-tuote
m— a|ukedimeeri ja pieni tuotesaanto

Kuva 4 PCR-reaktion tuotteiden sulamiskéayra (Melt-kayra)

1.4 Dual Priming Oligonucleotide (DPO)

Dual Priming Oligonucleotide on PCR-menetelmé&, joka oikeissa reaktio-

olosuhteissa mahdollistaa templaatti-DNA:han epaspesifisesti liittyneiden aluk-

keiden pidennysreaktion estamisen (Seegene 2011).
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A polydeoxyinosine Linker

e
5 Ny 3’
\ « e
5’-end portion 3’-end portion
(Stabilizer) (Determiner)

u 3—end portion (Determiner)
5—end portion (Stabilizer)
n Polydeoxyinosine Linker

Kuva 5 Dual Priming Oligonucleotide — alukkeen rakenne

DPO™-aluke muodostuu kahdesta osasta, jotka on yhdistetty toisiinsa polyde-

oksinosiini-osalla.

Deoksinosiinin matalan sulamislampadtilan ansiosta alukkeen C-osa muodostaa
PCR-reaktiossa ns. kuplarakenteen ja nain jakaa alukkeen kahdeksi toiminnalli-

seksi osaksi.

Alukkeen pidempi 5’-paa-alue liittyy ensimmaiseksi templatti-DNA:han ja aloit-
taa annealing-reaktion. Alukkeen 5’-p&&-alueen tehtdva on tunnistaa monistet-
tava jakso DNA:ssa ja tuoda monistettavalle alueelle sille tdysin komplementaa-
rinen alukkeen 3’-pda-alue. Alukkeen 5’-paa-alueella ei tarvitse olla taysin
komplementaarinen kohde — DNA:n kanssa. Alukkeen yhdistava C-osa mahdol-
listaa 3’-paa-alueen kiinnittymisen tasmalleen sille komplementaariseen koh-
taan DNA:ssa, silla C-osa toimii vain yhdistadvana linkkind alukkeen kahden

osan valilla( Seegene 2011).

1.5 Influenssa A

Influenssavirukset (Orthomyxoviridae) ovat yksisdikeisia RNA-viruksia, joiden
genomirakenteen ansiosta viruksilla on merkittavd muuntelupotentiaali. In-
fluenssavirukset jaetaan kolmeen ryhmaan A, B ja C. Influenssa B- ja C-virukset
esiintyvat muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta yksinomaan ihmisissa, kun

taas influenssa A-virukset lisaéntyvat ensisijaisesti vesilinnuissa.
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Influenssa A-alatyypin vaihtumisen aiheuttaa viruksen jyrkk& antigeenimuutos.
Immuunisuojan puuttuminen miltei koko vaestdsta johtaa voimakkaaseen, pan-
demiaksi kutsuttuun epidemiaan. Pandemian valivuosina viruksen antigeeniset
muutokset ovat pienempid. Pandemian aiheuttaman viruksen hemaglutiniini
(HA) ja neuraminidaasi(NA) seka erdat muut osat ovat erilaisia kuin viruksen
edeltdjilla. Usein uusi geeni aines on peraisin eldinten influenssa A- viruksilta.
Uusi geeniyhdistelma syntyy kun kaksi erilaista influenssa A-virusta infektoi sa-
man solun. Talldin uusi virus voi sisdltaa kummankin viruksen RNA- jaokkeita.
Seka lintujen ettd ihmisen influenssavirukset kykenevat lisd&ntymaan hyvin
siassa. Syyna tahan on, etta sian hengitysteisséa on molempien virusten kaytta-
mat reseptorit. Potentiaalisimpia geenilahteita tallaisille ns. yhdistelméaviruksille

ovat aasialaisten vesilintujen ja siipikarjan virukset.

Geenien uudelleen jarjestaytymisen liséaksi pandemiaa aiheuttava virus voi syn-
tya lintujen influenssaviruksen mutaation kautta. Myds vuosikymmenia kadok-
sissa ollut ihmisen influenssa virus voi ilmaantua uudelleen ( Huovinen ym.
418-419).

Negatiivisaikeinen jaokkeinen RNA muodostaa influenssavirusten genomin.
Jaokkeisuus on muuntelupotentiaalin kannalta tarkea strateginen ominaisuus.
Influenssavirus rakentuu polymeraasikomplekseista, joita ymparéi nukleokapsi-
di. Nukleokapsidin pinnalla on M1-proteiiineja. Tata peittdd rasvavaippa, jonka
pinnalla on ionikanavana toimiva M2-proteiini. Rasvavaipan pinnalla on glyko-
proteiineja. Influenssa A- ja B-viruksilla ne ovat hemagglutiniini (HA) ja neura-
minidaasi (NA). Influenssa C-viruksilla on taas vain yksi glykoproteiini (HEF).
Hemaggluteiinin avulla virus Kiinnittyy isdntasolun pintareseptoreihin ja soluun
paastya vapautuu nukleokapsidin pintarakenteista. Neuraminidaasi taas
edesauttaa jalkeldisviruksia vapautumaan isantasoluista. Infektion alussa neu-
raminidaasi auttaa virusta kiinnittyméén hengitysteiden pinnoille. (Huovinen ym.
416).

Influenssa A-virukset jaetaan 16 H- (H1-H16) ja 9 N- (N1-N9) ryhmaan, jotka
tekevat yhteensd 16X9 eri serotyyppid. Tosin vain muutama alatyyppi (H3NS,
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HINS8, HIN1, H2N2, H3N2 ja H5N1) on aiheuttanut ihmisilla epidemioita.
(Michaelis ym. 2009 ja Eeva Broberg, 8.9.2011)

Influenssa A- ja B virusten aiheuttamat epidemiat ajoittuvat pohjoisella pallon-
puoliskolla talveen ja kevaaseen. Influenssavirukset levidvat pisaratartuntana
seka limakalvojen kosketuksen kautta. Antigeenievoluution ansiosta virus vais-

taa taitavasti immuunisuojan, mik& aiheuttaa toistumiseen epidemioita.

Influenssavirusten infektion oireita ovat kuumetilat, kipea kurkku, yska, lihaski-
pu, paansarky sekd yleinen pahoinvointi. Harvinaisimpia komplikaatioita in-
fluenssavirusten infektiotapauksissa ovat keuhkokuume, akuutti keuhkoputken
tulehdus, sivuontelo- ja lihastulehdukset. Influenssa A -potilaat tarvitsevat
yleensé nelja kertaa useammin sairaalahoitoa kuin influenssa B-viruksen infek-

toimat potilaat. (Huovinen ym. 422, 425).

Influenssa A(H1N1)2009 — virus on kolmen influenssavirustyypin yhdistelma,
joka on muodostunut geenisegmenttien vaihduttua iséntasolun infektoitua sa-
manaikaisesti kahdella erilaisella viruksella. Vuonna 2009 pandeemisesti levin-
nyt virus sisaltdékin Pohjois-Amerikan lintuinfluenssaviruksen, sikojen influens-
sa A-viruksen ja ihmisen kausi-influenssa (H3N2)-viruksen geeneja. (Garten
2009)

Influenssa A(H1N1)2009 -virus infektoi herkemmin nuoria ihmisia sekd muita
riskiryhmé&éan kuuluvia henkil6itd. Vuoden 2010 tammikuuhun mennessa oli re-
kisteroity laboratoriotuloksin todistettuina 16 000 kuolemantapausta. (Moser
Woo 2010).

1.6 RS-virus

RS- (respiratory syncytial) virus kuuluu Paramyksovirusten ryhnman (Paramyxo-
viridae). Paramyksovirukset ovat vaipallisia RNA-viruksia, joilla on yksisaikeinen
genomi. Paramyksovirukset jaetaan varsinaisiin paramyksoviruksiin, rubulavi-
ruksiin, morbilliviruksiin ja pneumoviruksiin. RS-virukset kuuluvat pneumovirus-

ten alaluokkaan.
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Rakenteeltaan RS-virus jaetaan antigeenisesti kahteen tyyppiin (A ja B). RS-
virus aiheuttaa alempien hengitysteiden infektioita erityisesti pienilla lapsilla,
mutta myds vanhuksilla. Alle yksivuotiailla lapsilla tauti johtaa usein keuhkoin-
fektioon ja vaatii sairaalahoitoa. Myds vanhuksilla taudin kulku on vakava. Ai-
kuisilla ja isommilla lapsilla RS-viruksen infektio nékyy ylempien hengitysteiden

oireina.

RS-virus leviaa pisaratartuntana ja esiintyy lapsilla noin viikon ajan sairauden
alettua. Virus etenee hengitysteiden epiteelia pitkin keuhkoja kohti. Infektio ra-

joittuu kuitenkin vain keuhkokudokseen.

RS-viruksen aiheuttamia epidemioita esiintyy maailmanlaajuisesti. Suomessa
epidemioiden huippu on yleensa talvikausina. Liséksi viruksen molemmat ala-
tyypit vuorottelevat kahden vuoden valein, mihin voi olla selityksena se, etta
ihmisen immuniteetti viruksen yhta tyyppia vastaan ei ole riittdvaa estamaan

toisen tyypin esiintymista. (Huovinen ym. 429, 441-442).

1.7 YhdisteIma-DNA-molekyylin valmistaminen

Plasmidin ja kloonattavan DNA-jakson yhdistaminen yhdeksi yhdistelma-DNA-
molekyyliksi tapahtuu ligaatioentsyymin avulla entsyymin toiminnan kannalta
otollisissa olosuhteissa. Entsyymi muodostaa DNA-molekyylien paiden valille
fosforidiesterisidokset, joiden valitykselld insertti ja plasmidi ovat kiinni toisis-

saan ja muodostavat yhdistelma- DNA-molekyylin.

Kun yhdistelma-DNA-plasmidi on valmis, se transformoidaan iséntasoluun ja
transformoidut organismit kasvatetaan. Usein isantdorganisminina toimii E.coli-

bakteeri.

Solujen jakautuessa my0s sen sisaltamat plasmidimolekyylit monistuvat. Ligaa-
tiossa muodostuneiden molekyylien joukossa voi olla monenlaisella tavalla toi-

siinsa liittyneitd DNA-jaksoja, minka takia tranfektoidut solut seulotaan tarkoi-
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tuksena erottaa yhdistelm&-DNA-vektoreita sisaltéavia organismeja. Oikeanlai-
sen yhdistelma-DNA-plasmidin saaneiden solujen |6ydyttya ne voidaan kasvat-
taa tarkoituksena monistaa myo6s niiden sisaltamat plasmidi-DNA-molekyylit.
(Suominen & Ollikka 1997, 46-49).

1.8 Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroosigeeli on merilevasta eristettavasta polysakkaridista kiehauttamisen
kautta valmistettava geeli. Agaroosigeelielektroforeesin periaate perustuu sah-
koisesti negatiivisesti varautuneiden partikkeleiden kulkeutumiseen positiivista
napaa kohti sahkokentassa. Nukleiininappojen fosfaattiryhmét ovat negatiivises-
ti varautuneita ja kulkevat AGE:ssa anoidia kohti. Geelin verkkorakenne vaikut-
taa nukleiinihappomokelylien kulkeutumiseen niin, etta pidemmat molekyylit
etenevat hitaammin kuin lyhyet. Talla tavalla erikokoiset molekyylit ajautuvat

omiksi vyohykkeikseen.

Nukleiinihapot eivat sellaisenaan ndy agaroosigeelilla. Taman johdosta aga-
roosigeelin valmistusvaiheessa siihen lisatdan etidiumbromidia (EtBr), joka si-
toutuu nukleiininappojen emasten valiin. Ultraviolettivalossa emakset absorboi-
tuvat UV-valoa ja l&hettavat valosta saamansa energian EtBr:lle. Etidiumbromidi
puolestaan fluoresoi oranssipunaisena nakyvana valona (Suominen ym. 2010,
122-125).

1.9 Restriktioentsyymianalyysi

Restriktioentsyymi tai toiselta nimelta restriktioendonukleaasi on entsyymi, joka
tunnistaa emasjarjestyksen perusteella tiettyja alueita DNA:ssa ja katkaisee
kaksinauhaisen DNA:n spesifisista kohdista (Suominen & Olliikka 1997, 128).
Restriktioanalyysin avulla voidaan selvittdd onko DNA-jakson kloonaus plasmi-
diin onnistunut. Plasmidille ja insertille spesifisten restriktioentsyymien leikkaus-

kohtien perusteella tehdaan restriktioanalyysikartta ja restriktioreaktiosta saatuja
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tuotteita analysoidaan agaroosigeelielektroforeesin avulla. Kokostandardien
avulla méaaritellaan restriktioreaktion tuloksena muodostuneiden DNA-jaksojen

koot.

1.10 a-komplementaatio

a-komplementaatio on B-galaktosidaasiin pohjautuva ensivaiheen sini/valko-
seulontamenetelm&, jonka avulla on mahdollista erottaa yhdistelma-DNA-
plasmidin ja pelk&n vektoriplasmidin saaneet transformanttisolut toisistaan véri-

reaktion perusteella.

Monissa vektoreissa on [(-galaktosidaasientsyymin a-fragmenttia koodaava
geenijakso lacZ’. lacZ’-geeni ei ole kuitenkaan plasmidissa kokonaisena. E.coli-
bakteereissa, joita yleensa kaytetaan kloonausvektoreiden isantana, on ns. F’-
tekija eli fertiliteettitekija. Se on kromosomista erilladn oleva rengasmainen
DNA-molekyyli, jossa on lacZ-geenin loppuosa lacZAM15. lacZAM15 puoles-
taan koodaa B-galaktosidaasin loppuosan, w- fragmentin muodostumista. Kun
solussa on sekd w- etta B-fragmentin koodaavat osat niiden valityksella synty-

vat entsyymiosat yhdistyvat ja muodostuvat (3-galaktosidaasin.

B-galaktosidaaasi pystyy hajottamaan ainetta systemaattiselta nimeltddn 5-
bromi-4-kloori-3-indolyyli-D-galaktopyranosidi, joka on laktoositapainen synteet-
tinen yhdiste (X-gal). Yhdisteen hajoamistuotteen vari on sininen. a-
komplementaatio- menetelmassa X-galia sisaltavalla elatusmaljalla kasvatetta-
vat tarsformoidut solujen pesakkeet varjaytyvat sinisiksi.

Vektoreissa lacZ-alue sijoittuu MCS-alueelle, jolle yleensa liitetddn vierasta
DNA:ta. Silloin /acZ-geenin sekvenssi hajautuu eikd se enaa kykene tuotta-
maan toimivaa [(-galaktosidaasin a-fragmenttia. Bakteerisoluissa olevan F’-
tekijan aikaansaama w-fragmentti ei ole entsymaattisesti aktiivinen ja taten ei
tuota varia akronyymi X-galin hajottamisreaktiossa. Tallaiset yhdistelma-DNA-
plasmidia sisdltavat pesdkkeet jddvat majalla valkoisiksi ja ovat eroteltavissa

muiden kloonien joukosta (Suominen ym. 2010, 79-82).
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Kuva 6 a-komplementaatioon perustuvan seulonnan periaate

2 Menetelmat

2.1 Standardien kehittaminen

Optimoitavan PCR-testin influenssavirusten standardien kehittaminen aloitettiin
kyseessa olevia geeneja tunnistavien alukkeiden suunnittelulla. Standardeja
varten tarvittavat geenit eristettin suunniteltujen alukkeiden avulla PCR-
reaktiossa. PCR-reaktion tuotteet puhdistettiin ja analysoitiin agaroosigeelilla
ennen geenien kloonaamista plasmidi-E.coliin. Kasvatuksen jalkeen seulottiin
plasmidin saaneita klooneja. Kasvatuksen avulla monistetut plasmidit eristettiin
bakteereista ja testattiin niiden toimivuus PCR-reaktiossa influenssa A, -B seka
RS- viruksen alukkeiden kolmoisseoksilla. Saaduista plasmideista tehtiin restrik-
tioentsyymianalyysi. Resriktioentsyymianalyysin perusteella valittin sekvensoi-
tavaksi selkeimmat tulokset antaneet ehdokkaat. Sekvensointitulosten varmen-
nettuina kyseisia klooneja kasvatettiin. Lopullisten standardien toimivuus testat-
tiin PCR-reaktiossa influenssa A-viruksen, influenssa A(H1N1)2009 ja RS- vi-

ruksen alukkeiden yksittais- ja kolmoisseoksilla.
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2.1.1 Alukkeiden suunnittelu

Alukkeiden suunnittelua varten vertailtiin keskenaan yleisimpia influenssa A ja
influenssa A(H1N1)-viruskantoja. Tarkoituksena oli sulkea pois sellaiset kannat,
joiden sekvensseissa esiintyy eniten eroavuuksia muihin kantoihin verrattuna.
Taman avulla haluttiin seuloa alukkeiden suunnittelukantojen ehdokkaista pois
sellaiset kannat, jotka aiheuttaisivat alukkeissa eniten mismatcheja néaytevirus-
kantojen DNA:n kanssa. "Mismatch on pariutuneiden DNA- juosteiden kohta
yksi nukleotidipari ei muodostaa vetysidoksia keskendan” (Suominen ym. 2010,
161). Alukkeiden suunnittelu aloitettiin vertaamalla laboratoriossa kontrollei-
na kaytossa olleita kantoja muihin H3N2- ja H1N1v-kantoihin. Ennen alukkeiden
varsinaista suunnittelua oli valittava kanta, jonka sekvenssin pohjalta lahdettai-
siin suunnittelemaan alukkeita standardeja varten. Sopivaksi standardien kan-
naksi (influenssa A-virukselle ja A(H1N1)2009-virukselle omat kannat) oli valit-
tava kanta, jonka sekvenssi poikkeaisi mahdollisimman vahan kyseisten virus-
ten yleisimmin esiintyvistd kannoista. Monistettavaksi alueeksi haluttiin saada

kaksi eripituista jaksoa kummastakin geenista.

Sopivia alukkeita valittin Primer3-tietokoneohjelman avulla. Geenisekvenssin,
halutun tuotteen pituuden seka aluke-ehtojen perusteella saatiin ohjelman tar-
joamat aluke-ehdotukset. Saaduista vaihtoehdoista parhaat alukeparit valittiin
seuraavien ehtojen mukaisesti: alukkeen 3"péaan viimeinen nukleotidi ei saa olla
tymiini, 5 viimeisen nukleotidin joukossa voi olla korkeintaan 2 sytosiini- tai gua-
niininukleotidia seka alukeiden 3'paassa ei saisi olla komplimentarisuutta. Li-
saksi alukkeen 5°paan viimeisen nukleotidin on hyva olla adeniini tai tymiini.
The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) - nimisen geenitietopankin
kautta tarkistettiin valittujen alukeparien antamat tuotteet. Alukkeiden tunnista-
mien sekvenssien joukossa ei saanut olla muiden kuin influenssa A:n H1N1-

virusten kyseessa olevien geenien sekvensseja.

Valitut aluke-ehdokkaat tilattiin synteettisia nukleiinihappomolekyyleja valmista-

valta yritykselta (Oligomer).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva



19

2.1.2 Geenien eristaminen ja PCR-tuotteiden analysointi

Standardimolekyyleiksi suunnitellut influenssa A-kannan M-geeni ja H1N1v-
kannan H-geeni eristettiin ja monistettin PCR- reaktiossa suunniteltujen aluk-
keiden avulla. M-geenista monistettiin 889 ja 701 bp:n pituiset alueet alukepa-
reilla InfA_M_R900 ja InfA_M_F900 ja InfA_M_F700 ja InfA_M_F900. n H-
geenista oli tarkoitus monistaa 902 ja 1634bp:n pituiset nukleotidisekvenssit
alukepareilla HIN1 H RjaHIN1 H FjaHIN1 H R1634 ja HIN1 H F. Kan-
nat joista, M- ja H-geenit eristettiin olivat laboratoriossa kaytetyt influenssa A-
viruksen  kontrollikantoja  (reassortantti  A/New  Caledonia/20/99  x
A/Panama/2007/99) seka Kliinisistd naytteista perdisin oleva H1N1-viruksen
2009 (H1N1l)v-kanta (Saatu T. Zieglerilta, THL, Helsinki).

M-geenin PCR-reaktiota varten tehtiin seuraavat PCR-reaktioseokset:

Taulukko 1 Influenssa A M-geeni ja (HIN1)v:n H-geeni, reaktio ilman Boxto-

varia
1-kertainen tilavuus
(1)
Vesi 34,75
10 x F-511
Buffer 5
dNTPmix
10mM 1
F-aluke 10 uM 2
R-aluke 10 uM 2
Dyna HI 20/ul 0,25
Reaktioputkessa:
cDNA- nayte 5
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Taulukko 2 Influenssa A M-geeni ja (HLN1)v:n H-geeni

1-kertainen tilavuus (pl)

Vesi 32,6
10 x F-511 Buf-

fer 5
dNTPmix 10mM 1
F-aluke 10 uM 2
R-aluke 10 uM 2
Boxto 10 uM 2,2
DreamTaq 0,25

Reaktioputkessa:
cDNA- nayte 5

Alukkeiden avulla saadut PCR-reaktion tuotteiden monistumista seurattiin rea-
liakaisella PCR:lla (vain ne, joissa BOXTO-vari oli mukana). Naytteista tehtiin

agaroosigeelielektroforeesianalyysi.

2.1.3 Geenien puhdistaminen ja puhdistustuotteiden analysointi

PCR-reaktiossa monistettuja M- ja H-geenikohteita (influenssa A:n M-geeni
RF900 ja influenssa A:n M-geeni RF900+Boxto seka H1N1-viruksen H-geeni
RF ja H1N1-viruksen RF-geeni+ Boxto) puhdistettiin reaktioputkissa olevista
seoksista DNA-puhdistuskitin (Qiagen) ohjeiden mukaan. Puhdistus aloitettiin
sekoittamalla nayte ja NT-puskuri suhteessa 1:2. Saatu seos sentrifugoitiin 1
min ajan 11000 x g. Sentrifugoinnin yhteydessa muodostunut alafaasi poistettiin
ja suodattimella varustettuun koeputkeen liséttin 600 pl NT3-puskuria. Putki
sentrifugoitiin uudelleen samoilla asetuksilla ja poistettiin alafaasi. Sentrifugointi
toistettiin 2 min ajan samalla nopeudella, jotta NT3-puskuri saatiin poistettua
seoksesta. Taman jalkeen suodattimella varustettu pylvas siirrettiin uuteen ep-
pendorf-putkeen ja lisattiin siihen 30 pl eluutiopuskuria NE:ta, minka jalkeen
seos inkuboitiin huoneen l[Ammdssa 1 minuutti. Taman jalkeen sentrifugoitiin

puhdas DNA uuteen eppendorf-putkeen.

Puhdistetuista M- ja H-geenikohteista tehtiin agaroosigeelianalyysi , joka todisti

ettd joukossa oli myds epapuhtauksia (mahdollisesti alukedimeerejd). Joten
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seuraavaksi puhdistettiin  kyseisten geenien DNA agaroosigeelilta DNA-

puhdistuskitin ohjeiden mukaisesti.

Taman jalkeen mitattiin puhdistettujen influenssa A:n M-geeni RF900:n seka
H1N1-viruksen H-geeni RF:n DNA:n pitoisuudet Nanodrop-spektrofotometrilla
(malli 2000c, Thermo Scientific).

PCR-tuotteiden konsentraatioiden perusteella M- ja H-geenien DNA:sta (in-
fluenssa A:n M-geeni RF900- (889 bp) ja HLN1-viruksen H-geeni RF- (902 bp)
naytteet) valmistettiin laimennussarjat 10°-10%pl. Laimennettujen naytteiden
avulla testattin PCR-reaktion toimivuutta kyseisilla naytteilla kummankin viruk-
sen yksittaisseoksilla. M- ja H-geenikohteet monistivat PCR-reaktiossa konsent-

raation mukaisesti.

2.1.4 Kloonaaminen ja kasvatus

Agaroosigeelianalyysin ja PCR-reaktiossa toimivuuden testaamisen jalkeen in-
fluenssa A-viruksen M-geeni ja H1N1-viruksen H-geeni kloonattin pCR4-
TOPO-vektoriin ja saatu kloonaustuote transformoitiin E.coli Mach1™-T1R ke-
miallisesti kompetentteihin soluihin. Kloonaaminen ja transformaatio tehtiin In-
vitrgenin TOPO TA Cloning- kitin ohjeilla ja reagensseilla (Invitrogen TOPO TA
Cloning Kit for Sequencing, Catalog nos. K 4530-20, Version O 10 April 2006
25-0276).

Ensin valmistettiin kummallekin geenille TOPO-kloonausreaktioseokset seuraa-

vasti:

PCR-tuote 2 ul
Suolaliuos 1p
Vesi 2 ul
TOPO-vektori 1ul
Yhteensa 6 pl

Reaktioseos sekoitettiin varovasti ja inkuboitiin huoneen lampétilassa 5 minuut-

tia. Sen jalkeen reaktioputket siirrettiin jadhauteelle.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva



22

Kummallekin geenille tehtiin erikseen oma transformaatioreaktio seka lisaksi
valmistettiin kontrollireaktio pUC19-vektorilla. Transformaatioreaktiossa lisattiin
2 ul TOPO-kloonausreaktioseosta jailla sulatettujen transformoitavien solujen
joukkoon. Seos inkuboitiin + 4 °C:n lampdotilassa, minka jalkeen solut altistettiin
lampdshokille +42 °C:n lampdotilassa. Sen jalkeen solut siirrettiin valittomasti
jaille ja lisattiin seokseen huoneenlampdista S.0.C.-mediumia. Solususpensio
asetettiin +37 C-asteeseen 1 h:ksi, minka jalkeen solut kasvatettiin ampisilliinia
siséltavilla ravintoalustoilla yon yli. Kummastakin geenista seka kontrollireaktion
solusta tehtiin 10 pl:n ja 50 pl:n ympin tilavuuden kasvatukset petrimaljoilla.

Saaduista klooneista tehtiin myds niin sanottu master plate - malja, joilla kasva-

tettiin useita kasvatusmaljoilta poimittuja pesakkeita.

2.1.5 Seulonta

Oikein kloonatun plasmidin saaneet solut ilmennettiin kaikkien kloonien joukosta
kasvatusmaljoille lisatyn x-gal/IPTG-indikaattorivarin avulla. Kasvatuksen aika-
na nama kloonit eivat tuottaneet varireaktiota ja jaivat vaaleanvarisiksi. Sen si-
jaan ne bakteeripesakkeet, joiden plasmideihin monistetut M- ja H-geenit eivat
menneet, kykenivat tuottamaan sinista varia ja sen johdosta erottuivat selvasti

maljalla.

2.1.6 Plasmidien puhdistaminen ja DNA-maaran maarittaminen seka yhdistel-

m&-DNA-plasmidien analysoiminen

Seuraavaksi seulottuja klooneja kasvatettin 10 ml:n tilavuudessa. Sen jalkeen
kasvatetuista klooneista eristettiin monistettu yhdistelmavektori DNA-eristyskitin
(Macherey-Nagel, March 2006/Rev.01, Plasmid DNA purification) avulla mini-
prep-protokollaa noudattaen. NA&ain saatujen yhdistelmaplasmidien DNA-
konsentraatio mitattiin Nanodrop- laitteella (Thermo Scientific Turun yliopisto75
30931, NANODROP 2000 ¢ Spectrophotometr).

Yhdistelma-DNA-vektoreiden analysointi aloitettiin tarkistamalla ne alustavan

agaroosigeelianalyysin avulla. Restriktioentsyymina kaytettiin EcoRlI, joka leik-
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kaa plasmidia kahdesta kohdasta insertin molemmista paista: pCR 4 M-
plasmidissa 283bp ja 1190bp kohdalla ja pCR 4 H-plasmidissa 283 bp:n ja
1203bp kohdalla. Taméan vaiheen tarkoituksena oli varmistaa, etté insertin kloo-

naminen plasmidivektoriin oli onnistunut (ks. lite 16 ja kuva 9).

Taman jalkeen tehtiin varsinainen restriktioentsyymianalyysi. Restriktioentsyy-
mien valinnan ehtoina oli leikkauskohtien olemassaolo seka insertin ettd pCR 4
TOPO-vektorin sekvensseissa. Lisdksi oli tarke&a valita sellaiset entsyymit, jot-
ka eivat pilkkoisi plasmidivektoria lian monesta kohdasta. Intenet tietopankista
(www.lablife.org) haettuun tietoon nojaten (ks. liite 16 Restriktioentsyymien kat-
kaisukohdat influenssa A-viruksen M-geenin sekvenssissd) analyysia varten
valittiin pCR 4 TOPO M-plasmidille Pstl-entsyymi ja pCR 4 TOPO H-plasmidille
Dral-entsyymi (ks. lite 14 Restriktioentsyymien katkaisukohdat influenssa
A/H1N1-viruksen H-geenissd). Restriktioentsyymireaktiota varten valmistettiin
tarvittavat reaktioseokset ja lopuksi naytteet tutkittiin agaroosigeelielektoforee-
silla. Kloonauksen tuloksia tulkittiin vertaamalla geelikuvalla erottuvien bandien

pituudet restriktioentsyymikarttojen antamaan tietoon.

Varmistaakseen, ettd saaduista yhdistelma-DNA-vektoreista tulisivat halutunlai-
set molekyylit, agaroosigeelikuvien perusteella valittin kummankin yhdistelmé&-
DNA-plasmidin kaksi ehdokasta sekvensoitavaksi. Tata varten kaytettiin Turun
Biotekniikan keskuksen sekvensointipalvelua. Sekvensointipalvelun antamia
ohjeita soveltaen valmistettiin reaktioseokset, joihin kuuluivat yhdistelma-DNA-
plasmidinayte, 5'paa-aluke tai 3’paa-aluke ja vesi (ks.lite 8 Sekvensointireak-
tion reaktioseokset ). Seksensointireaktiot tehtiin sekd kloonauskitin alukkeilla
ettd itse suunnitelluilla alukkeilla. Yhdistelma-DNA-vektoreiden sekvenssien ja
restriktioentsyymianalyysin antamien tulosten perusteella standardeiksi kehite-

tyista molekyyleista piirrettiin plasmidikartat.

2.1.7 Valittujen kloonien kasvatus ja monistettujen plasmidien eristaminen

Sekvensoituja yhdistelm&-DNA-plasmideja vastaavista bakteeripesakkeista teh-
tiin uudet kasvatukset suuremmassa mittakaavassa (150 ml) ampisilliinia sisal-

tavassa LB-mediumissa. Taman jalkeen kasvatetuista bakteereista eristettiin

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva



24

DNA DNA-eristyskitin ohjeiden mukaisesti. Saatujen DNA-molekyylien pitoisuu-
det mitattiin Nanodropilla. Uudelleen monistettujen standardien toimivuus PCR-
reaktiossa tarkistettiin naytteen kolmella eri konsentraatiolla influenssa A — yk-

sittdisseoksissa ja H1N1-yksittaiseoksissa.

2.2 PCR-reaktion optimointi

PCR-reaktion optimointi influenssa A-, influenssa B-, pandeemisen influenssa
A(H1N1)2009v- seka RS- virusten samanaikaista osoittamista varten aloitettiin
testaamalla laboratoriossa aiemmin kaytdssa ollutta PCR- ohjelmaa aluksi kol-
men viruksen alukkeilla ja fluoresenssia muodostavalla varilla. Taman jalkeen
reaktioputkeen neljannen viruksen tunnistamiseksi lisattiin alukkeet pandemista
influenssa A(H1N1)v-virusta tunnistamista varten. Naytteina kaytettiin laborato-
rion rutiinin sarjoissa kaytettavia positiivisia c-DNA-kontrolleja. PCR-reaktioiden
tulokset analysoitiin kopioluvun ja agaroosigeelianalyysin perustella. Nain saa-

tiin alustavaa nayttoa 4-plex-reaktion toimivuudesta.

Testin optimointi jatkettiin testaamalla uusien RS-viruksen koettimien toimivuut-

ta ja valitsemalla niiden optimaalinen konsentraatio.

Lopuksi PCR-reaktion toimivuus testattiin valmistetuilla influenssa A-viruksen

M-geeni- ja influenssa A(H1N1)2009-virusten H-geeni-standardimolekyyleilla.

2.2.1 Reaktion toimivuuden testaaminen kolmois- ja neloiseoksilla

Kolmen viruksen samanaikaisen osoittamisen mahdollistavan PCR-testin opti-
mointia varten valmistettiin kyseessa olevien virusten alukkeet sisaltdva PCR-
reaktioseos laboratorion Pan-influessavirus-RT-q PCR-protokollan pohjalta.
Koettimien sijasta reaktiota l&hdettiin testaamaan aluksi fluoresenssia muodos-
tavaa varia kayttden (SYBR Green). Reaktiossa kaytettin samoja alukkeita,
jotka olivat kaytossa laboratorion influenssa A:n, influenssa B:n rutiinitesteissa.

Tasséa testissa RSV-alukkeina kaytettiin tutkimustesteistda saatuja alukkeita.
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Naytteind kaytettin  virusopin diagnostiikkapalvelun positiivisia c-DNA-
kontrolleja. Testin toimivuus tarkistettiin seitsemalla eri naytevaihtoehdoilla.
Nain haluttiin saada nayttoéa mahdollisista tuloksista kaksois- tai kolmoisinfekti-

on tapauksessa.

Taman jalkeen kolmoisseoksen reaktiota fluoresoivalla varilla (tasta eteenpéain
PCR-reaktioseoksissa kaytettin  Boxto-véaria koska Absolut Fast -
entsyymireaktioseos on tarkoitettu koettimille ja myohemmin oli tarkoitus ottaa
myo6s koettimet kayttoon) testattiin vield kolmeen otteeseen Absolut Fast Flu
INfA+RSV-ohjelmalla. Taméa ohjelma luotiin laboratorion rutiinikaytdéssa olleen
ohjelman pohjalta. Vertailua varten jokaisen kolmoisseoksen reaktion yhteydes-
séa jokaiselle virukselle tehtiin PCR-reaktio myds yksittaisseoksella. PCR-

reaktioiden tulokset tutkittiin sulamispistekayrén ja kopioluvunperusteella.

Neljan viruksen samanaikaista osoittamista varten kolmoisseokseen lisattiin
pandeemisen influenssa A(H1N1)v-viruksen alukkeet. Reaktiota testattiin 12 eri
nayteyhdistelmalla. Naytteiden monistumista reaktiossa tutkittiin sulamispiste-
kayran ja kopioluvunperusteella seka lisdksi PCR-tuotteista tehtiin agaroosigee-
lianalyysi. Naytteen konsentraation vaikutuksen PCR-tuotteidein muodostumi-
seen neloisreaktiossa selvittdmiseksi yksittais- ja neloisseoksen reaktio toistet-
tiin naytteiden 4:l1a eri konsentraatiolla. Neliseoksen reaktio testattiin influenssa
A-, influenssa B-, pandemisen influenssa A(H1N1)v- seka RS-viruksen suhteen.
Naytteind kaytettiin virusopin laboratoriossa kaytettyja viljellyista viruksista tuo-
tettuja positiivisia c-DNA-kontrolleja. Polymeraasiketjureaktion tulokset tutkittiin
Absolut Fast Flu InfA+RSV-ohjelmalla ja agaroosigeelianalyysin avulla. Ajo teh-
tiin Absolut Fast Flu InfA+RSV-ohjelmalla.

2.2.2 RSV-koettimen testaus

PCR-testin RS-virusten tunnistusta varten tarvittiin uusi RSV-koetin. Uuden ko-
ettimen toimivuus tarkistettiin 3:lla eri koettimen konsentraatiolla, jotka olivat

koettimen 50, 100 ja 200 nM liuokset. Lisdksi vertailun vuoksi tehtiin yksi reak-
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tioseos ilman RSV-koetinta. Samanaikaisesti koettimen kanssa reaktiossa kay-
tettiin fluoresoivaa Boxto-varia. Naytteind kaytettin RSVA ja RSVB c-DNA:ta
seka vetta. Reaktion toimivuus testattiin kolmella rinnakkaisella naytteelld. PCR-
reaktio ajettiin Absolut Fast Flu InfA+RSVprobe+melt-ohjelmalla Rotorgene
6000-laitteella. ~ Reaktion tuloksia tutkittin  Absolut Fast Flu In-
fA+RSVprobe+melt-ohjelman ja geelianalyysin avulla. Tulosten perusteella ko-
ettimen oikean konsentraation valintaa jatkettiin vield testaamalla koetin uudel-
leen 25, 50 ja 100nM liuoksilla. PCR-reaktio tehtiin samoilla parametreilla, kuin
sitd edeltavassa reaktiossa oli kaytetty.

2.2.3 PCR-reaktion toimivuuden testaaminen influenssa A-, pandemisen in-

fluenssa A(H1N1)v- ja RS-virusten naytteilla

Kolmea virusta tunnistavan reaktion tehokkuus lahdettiin testaamaan valmiste-
tuilla pCR 4 TOPO M3 - ja pCR 4 TOPO Hjy; — plasmideilla ja RS-viruksen ru-
tiinitestien positiivisilla kontrolleilla. Reaktio ajettin Rotor Gene 6000-laitteella
ohjelmalla Absolut Fast Flu+RSVprobe. Naytteista tehtiin laimennossarjat 10° -
1 kopioita/pl. Selvemman naytdon saamiseksi naytegeenien monistumisesta ja
monistumisen tehokkuudesta reaktiot tehtiin yksittais-, (influenssa A- ja pande-
misen influenssa A(H1N1)v-virukset) kaksois- (influenssa A-virus ja RS-virus
seka pandemisen influenssa A(H1N1)v-virus ja RS-virukset) ja kolmoisseoksis-
sa (influenssa A-viruksen, pandemisen influenssa A(H1N1)v-viruksen ja RS-
virusten alukkeet). Reaktio toistettiin viela samoilla molekyylinaytteilla laimen-
noksilla 102 - 1 kopiota/pl yksittais- ja kolmoisseoksissa. Ajo tehtiin Rotor Gene
6000-aitteella Absolut Fast Flu+RSVtemp - ohjelmalla. Sama reaktio toistettiin
viela neljalla identtisella ajolla ja reaktioparametreilla. Lopuksi maaritettiin PCR-
reaktiossa monistuneiden tuotteiden kopioluku. PCR-reaktioden tuotteiden méaa-
raa tutkittiin analysoimalla sulamispisteita ja monistettujen molekyylien kopiolu-
kua. Reaktion tehokkuus arvioitiin vertaamalla tulokset kesken&én graafisesti

seka taulukoiden avulla.
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RS-virusten suhteen kolmoisreaktioiden testaaminen paatettiin tehda toisella
PCR-laitteella, jolla RSV-koettimen mittaamisen todettiin toimivan paremmin
(Rotor Gene 3000) ja tuoreilla c-DNA-naytteilla. Naytteina kaytettiin RS-virusten
rutiinitesteissé positiiviseksi todettun c-DNA:n seitsem&a eri konsentraatiota.
PCR-reaktio suoritettin RS-yksittaisreaktioseosksella ja kolmoisreaktioseoksel-
la, jossa mukana olivat influenssa A:n, pandemisen influenssa A(H1N1)v-
viruksen ja RS-virusten alukkeet ja koettimet. Reaktio ajettiin Rotor Gene 3000-
laitteella ja Absolut Fast Flu+RSV-ohjelmalla. Seuraavaa PCR-reaktiota varten
tehtiin uudet 100 pM:sta 10 uM RSV-aluke- ja koetinlaimennokset. ¢ -DNA-
naytteina kaytettiin rutiinin RS-testien positiivisia c-DNA-kontrolleja. Reaktiot
ajettiin 7:11a& eri naytteiden laimennoksilla, Rotor Gene 3000-laitteella ja samalla
ohjelmalla kuin Absolut Fast Flu+RSVtemp. Seuraavaksi ajo-ohjelman mittaus-
piste siirrettiin sykleissa 72 °C:n jalkeen. Reaktio ajettiin RSV-yksittaisseoksella.
Naytteind reaktiossa kaytettiin 4:4 eri laimennosta c-DNA:n positiivisista kontrol-
leista ja 30 virusopin diagnostiikkapalvelun influenssatestien c-DNA-naytetta.
Lopuksi PCR-reaktion toimivuus kolmoisseoksessa RSV-naytteiden suhteen
testattiin positiivisen c-DNA:n kontrollin laimennoksilla ja rutiinin RSV-PCR-
testeissa positiivisiksi todetuilla naytteilla. Ajo tehtiin Rotor Gene 3000 koneella

ja muunnellulla Absolut Fast Flu+RSVtemp-ohjelman versiolla.

Taulukko 3 Influenssa A:n, HIN1v:n ja RSV:n yhdistaminen

Inf A/ HIN1

1

(%)
Aqua 5,4
2xAbsolutFastFlu 10
10uM AM1s/H1swF 1,2
10uM
AMla/H1swR 1,2
10pM AM-P/H1sw-
P 0,2
Total 18
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RSV (uh
Aqua 5,8
2*AbsolutFastFlu 10
10uM RSV-R 1
10uM RSV-F 1
10uM RSV-p 0,2
Total 18
INfA+RSV

1

()
Aqua 3,2
2xAbsolutFastFlu 10
10uM AM1s 1,2
10pM AM1a 1,2
10pM RSV-F 1
10uM RSV-R 1
10uM RSV-p 0,2
10uM AM-P 0,2
Total 18
HIN1+RSV

1

()
Agqua 3,2
2xAbsolutFastFlu 10
10puM Hsw-R 1,2
10puM Hsw-F 1,2
10pM RSV-F 1
10pM RSV-R 1
10pM RSV-p 0,2
10puM Hsw-P 0,2
Total 18
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Inf A+HIN1+RSV

1 (W)
Aqua 0,6
2xAbsolutFastFlu 10
10pM AM1s 1,2
10uM AM1a 1.2
10puM Hsw-R 1,2
10puM Hsw-F 1,2
10uM RSV-F 1
10puM RSV-R 1
10uM RSV-p 0,2
10uM AM-p 0,2
10pM Hsw-P 0,2
Total 18

2.3 Potilasnaytteiden analysointi

Influenssa A(HLN1)2009v- ja influenssa A-viruksen suhteen tarkistettaviksi
saapuneita naytteita haluttiin tutkia tarkemmin ja seurata tilastollisten muuttujien
avulla kehitysté epidemian edetessa. Tata varten kaikista saapuneista naytteis-
ta selkedamman nayton takia sek& merkityksellisyyden vuoksi otosryhmaksi valit-
tiin alle 12-vuotiaiden lasten ryhmén. Tarkastushetken lahtokohdaksi valittiin
koulun alkamisajankohdan eli 18.8.2009 perusteluna lasten kanssakaymisen

lisdantyminen ja infektion leviamisriskin nousu.

Tutkittaviksi naytteiksi kohderyhmasta valittiin aikavalilla 18.8.09-17.12.09 124
potilasnaytetta. Tutkittaviksi naytteita valittiin pitkin syksyda, joten naytteiden va-
linta tapahtui pienista otosryhmista naytteiden saapumismaéaran mukaan. Otos-
ryhmén sisalla naytteitd valittiin niin, etté valituksi tulisi esimerkiksi joka neljas
nayte. Kuitenkin koko tarkistettavaa ryhmaa huomioon ottaen otosryhmien koon
vaihtuessaan voidaan todeta, etta 124 tarkistettua naytetta valittiin tutkimukseen

satunnaisesti.
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Valittuja potilasnaytteitd tutkittin SeepleRV12 ACE Detection-kitin testin avulla
PCR-reaktiossa 12 respiratorisen viruksen suhteen. Testid varten valittujen poti-
lasnaytteiden c-DNA:t haettiin erillisiin eppendorf-putkiin. Reaktiota varten val-

mistettiin kaksi PCR-reaktioseosta kitin reagensseilla ohjeiden mukaisesti.

Taulukko 4 PCR Mastermix A ja B

ul
RV 12 ACE PM(A/B)
aqua 3
2 x MultiplexMasterMix 10
Total 17
| cDNA | 3]

Jokainen reaktioseos pipetoitiin omiin PCR-putkiin 17 pl/putki. Kasittelyn aikana
reaktioseokset pidettiin jailla ja PCR-putket pidettiin kylmin& kylméblokeilla. Ta-
man jalkeen pipetoitin 3pl jokaista c-DNA-naytettd kumpaakin PCR-
reaktioseosta sisaltaviin putkiin. Reaktioputket siirrettiin esikuumennettuun (94
°C) PCR-laitteen kammioon. PCR-reaktiossa kaytettiin myods esikuumennettua

reaktiokammion kantta. Ajettiin seuraava PCR-reaktio:

Taulukko 5 PCR-reaktion kulku

Vaihe Syklien maara Lampotila (°C) | Kdsittelyaika (min)
1 1 94 15

40 94 0,5

60 1,5

72 1,5

3 1 72 10

Reaktion paatyttyd naytteet joko siirrettiin +4 °C asteeseen tai tutkittin PCR-

reaktion tuotteet heti reaktion jalkeen Seeplex-kitin geelilla.
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Geelianalyysia varten pipetoitiin eppendorf-putkiin 6 pl puskuria ja 2 pul PCR-
reaktiotuotenaytettd. Putket asetettiin geeliajolaitteeseen (Gene Tools Tape
Station™ Controller Software Lab 901 icon). Ensimmaiseksi geelille pipetoita-
vaksi asetettiin kokostandardia sisaltavaa nayte. Saadut tulokset taulukoitiin ja

tutkittiin kuvaajien avulla.

3 Tulokset

3.1 Standardit

3.1.1 Alukkeet

Influenssa A-viruksen standardisuunnittelukannaksi valittiin
A/Tennessee/02/2008(H3N2)-kanta (ks. liite 1 Influenssa A-viruksen standardi-
suunnittelukanta ). Taman kannan M-geenin sekvenssin pohjalta Primer3-
ohjelman avulla saatiin mahdollisten alukkeiden eri vaihtoehtoja (ks. liite 3 Alu-
ke-ehdotukset influenssa A M-geelille, halutun tuotteen pituus on 701 bp ja

lite 4 Aluke-ehdotukset influenssa A M-geelille, halutun tuotteen pituus on 889
bp).

Aluke-ehdokkaista influenssa A-viruksen M-geenille valittiin seuraavat alukepa-

rit kahta eripituista PCR-tuotetta varten:

InfAM,889bp '3 '5
LeftPrimer GAGATCGCGCAGAGACTTG
RightPrimer ACTGTCGTCAGCATCCACAG
Inf AM, 701 bp

LeftPrimer GATCGCGCAGAGACTTGAAG
RightPrimer ACTGTCGTCAGCATCCACAG
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Influenssa A/HIN1 standardikanta oli Influenza A virus (A/Sao Pau-
lo/57831/2009(H1N1)) (ks. liite 2 Influenssa A/H1N1-viruksen standardisuunnit-
telukanta seka liite 4 aluke-ehdotukset H1N1-virusen H-geenille, halutun tuot-
teen pituus on 902bp ja liite 5 aluke-ehdotukset H1IN1-viruksen H-geenille, halu-
tun tuotteen pituus on 1634bp).

H1N1-viruksen H- geenia varten valitut alukeparit olivat:

(HIN1)v H, 1634 bp '3 )
LeftPrimer GAGATCGCGCAGAGACTTG
RightPrimer ACTGTCGTCAGCATCCACAG
(H1N1)v H, 902 bp

LeftPrimer GATCGCGCAGAGACTTGAAG
RightPrimer ACTGTCGTCAGCATCCACAG

3.1.2 Reaaliaikaisessa PCR-reaktiossa eristetyt ja monistetut DNA-molekyylit

Uusilla alukkeilla PCR-reaktioissa saatiin seuraavanlaiset tulokset M- ja H-

geenien monistumisesta:

valittiin jatkotoimenpiteita varten

100bp Plus g M M
DNA RE700 (boxto)  (pxto) A 2 3
Ladder RFT00  REG0D G EO0R e  oety)

I
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Kuva 7 Suunnittelluilla alukkeilla RCR-reaktiossa monistetut tuotteet

Agaroosigeelielektroforeesi osoitti, etta H1IN1-viruksen H-geenistd 1634 bp:n
tuotteen kohdalla PCR-reaktio ei antanut haluttua tulosta. Agroosigeelikuvan
perusteella, influenssa A-viruksen M-geenista saatiin monistettua 889bp:n pitui-
nen DNA-jakso. Boxto-varin vaikutus reaktioon on ollut huomattava (PCR-
reaktion tuotteet nékyvat geelilla huomattavasti haaleimpana). Tama tapahtui
siksi, ettd "BOXTO on joko estanyt PCR-reaktiota tai estanyt etidium bromidin
tarttumista kaksoisnauhaan” (Matti Waris, 8.9.2011).

3.1.3 M- ja H-geenien kloonaaminen

Transformoitujen bakteerien kummankin tilaavuuden kasvatuksissa mikro-

organismit kasvoivat seuraavasti:

Transformantti Pesakkeiden maara

E.coli pCR4 TOPO M 10yl 30
E.coli pCR4 TOPO M 50l 100
E.coli pCR4 TOPO H 10pl 20
E.coli pCR4 TOPO H 50ul 50
E.coli pCR4 TOPO pUC 19 10yl 300
E.coli pCR4 TOPO pUC 19 50ul 1000

Master plate-maljalla kasvaneita ja X-gal/IPTG-seulonnan avulla oikeiksi kloo-

neiksi varmistettuja klooneja olivat:

Seulonnan lapais-
Seulottavat pe- | set pesdkkeet
Transformantti sdkkeet (kpl) (kpl)
E.coli pCR4 TOPO M 10 10
E.coli pCR4 TOPO H 10 8
E.coli pCR4 TOPO pUC 19 9
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E.coli pCR4 TOPO H-transformantteista oikeanlaisiksi klooneiksi varmistettuja
olivat kloonit nro 11,13-18 ja 20. E.coli pCR4 TOPO pUC 19-selulottujen trans-

formanttien joukosta restriktioentsyymianalyysia varten valittiin vain ehdokas 23.

3.1.4 YhdistelIm&-DNA-plasmidit

Puhdistettujen yhdistelma-DNA-molekyylien DNA-pitoisuus mitattiin ja sen pe-
rusteella valmistettiin restriktioentsyymianalyysin reaktioseokset. Kaikkien nayt-

teiden kohdalla DNA:n pitoisuus restriktioentsyymireaktiossa oli noin 100 ng/pl.

Taulukko 6 Miniskaalassa puhdistettujen yhdistelma-DNA-plasmidien DNA-

pitoisuus.

Nayte ng/ul
M1 83,11
M2 131,54
M 3 126,21
M 4 112,55
M5 96,92
M 6 98,77
M 7 96,52
M 8 93,47
M9 110,95
M 10 150,86
H11 87,34
H 18 62,23
H 20 67,52
pUC19-

mini23 40,98
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Taulukko 7 Restriktioentsyymianalyysissa kaytetty reaktioseos.

Seoskomponentti %
EcoRI-puskuri 0,1
EcoRI-entsyymi 0,1
DNA-nayte 0,6
Vesi 0,2
Yhteensé 100

Yhdistelma-DNA-vektoreille EcoRI-entsyymilla tehty ns. alustava restriktioent-
syymianalyysi osoitti plasmidin katkaisemisen tuloksena muodostuneen kaksi
eripituista  nukleiinihappojaksoa. EcoRI-entsyymin leikkauskohdat pCR4-
TOPO-plasmidissa olivat 283 ja 301 (ks. liite Restriktioentsyymien katkaisu-
kohdat pCR4- TOPO-plasmidissa ). Alukkeiden avulla PCR-reaktion tuloksena
saadun influenssa A-viruksen (A/Tennessee/02/2008(H3N2)-kanta) M-geenin
pituus oli 889 emasparia. H1N1-viruksen (A/Sao Paulo/57831/2009(H1N1))
PCR-reaktiossa saatu H-geeni oli pituudelta 901bp. Agaroosigeelikuva osoittaa,
ettd pCR4-TOPO M-plasmidi on leikkautunut 3938 bp:n ja 907 bp:n pituisiksi
jaksoiksi. pPCR4-TOPO H- plasmidista on puolestaan muodostunut 3938 bp:n ja
919 bp:n mittaiset DNA-molekyylit. Alustavan restriktioentsyymianalyysin perus-
teella voidaan todeta, ettd kummastakin geenista onnistuttiin kloonauksen tu-
loksena saamaan halutut yhdistelm&-DNA-molekyylit. Tosin yhden pCR4-
TOPO H- plasmidinaytteen kohdalla pienempi bandi on kulkeutunut noin 500
emasparin kohdalle. Selityksena asialle voi olla se, ettd EcoRI-entsyymin jou-
kossa saattanut olla epapuhtautena EcoP15I-entsyymia, joka leikkaa H-geenia
kohdista 481 ja 483.
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pCR 4 TOPO M-plasmidi pCR4 TOPO H-plasmic A

— ——t

3WU-UHUbUUUUH Wessswew

2000bp 4 4
1500bp 4

1000b;
900by Y F R TR

Kuva 8 Alustava restriktioentsyymianalyysi

Taman jalkeen varsinainen restriktioentsyymianalyysi antoi tarkemmat tulokset
kloonaustuotteista. Laskemalla mahdollisten leikkaustuotteiden pituudet ja ver-
taamalla niité geelilla ndkyviin DNA-jaksoihin saatiin tietoa siitd, miten pain lu-

kukehykseen nahden geeni on liittynyt plasmidiin.
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Pstl-entsyymin toiminnan tuloksena pCR4 TOPO M-plasmidista mahdollisesti

muodostuneiden bandien koot:

Taulukko 8 pCR TOPO4 M-plasmidin pilkkoutuminen

3965+889=4845bp pCR4 TOPO M plasmidi

Insertin aloituskohta plsmidissa: 294

Alue Pituus (bp)
Geeni "oikeinpain"

Plasmidissa olevan leikkauskohdan ja insertin vélinen etaisyys 294-273=21

Geenin ensimmaisen osan ja 21bpn:n alueen muodostama bandi | 220+21=241

Jaljelld olevan insertin ja plasmidin muodostama bandi 4845-241=4601

Geeni "vaarinpain"

Insetin pidempi jakso leikkauskohdan jalkeen 889-224=665
Insetrin ja 21bp:n jakson muodostama bandi 665+21=686
Insertin lyhyempi jakso 889-686= 203
Plasmidin ja insertin lyhyemman jakson muodostama bandi 4845-686= 4159
Jaljelld olevan insertin ja plasmidin muodostama bandi 4845-241=4601
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Taulukko 9 pCR TOPO4 H-plasmidin pilkkoutuminen

3965+902=4858bp pCR4 TOPO H plasmidi

38

294-278=16 bp Plasmidissa olevan leikkauskohdan ja insertin vélinen etaisyys

294+902=1196bp Kohta pCR4 TOPO H plasmidissa, jossa insertin sekvenssi

paattyy

Alue Pituus (bp)
Geeni "oikeinpain"

Geenin ensimmaisen osan ja 16 bp:n alueen muodostama bandi 499+16=515

Jaljelld olevan insertin ja 2141 bp:n vadlisen alueen muodostama bandi

403+(2142-294)=2251

2161 bp:n ja 2142 bp:n valiin jadvan jakson muodostama bandi

2161-2142=19

2853 bp:n ja 2161 bp:n valiin jadvan jakson muodostama bandi

2853-2161=692

2853 bp:n ja 278 bp:n viliin jadvan jakson muodostama bandi

(3956-
2853)+278=1381

Geeni "vaarinpain"

Geenin ensimmaisen osan ja 16 bpn:n alueen muodostama bandi

403+16=419

Jaljelld olevan insertin ja 2142 bp:n vadlisen alueen muodostama bandi

499+(2142-294)=2347

2161 bp:n ja 2142 bp:n valiin jadvan jakson muodostama bandi

2161-2142=19

2853 bp:n ja 2161 bp:n valiin jadvan jakson muodostama bandi

2853-2161=692

2853 bp:n ja 278 bp:n viliin jadvan jakson muodostama bandi

(3956—
2853)+278=1381
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S 3000bp
Lo B B B - 2000bp

3000bp
[ 1500bp
-

750bp - : . PP - 700bp

-
400bp

Kuva 9 pCR TOPO 4 M- plasmidin ja pCR TOPO 4 H-plasmidin restriktioent-

syymianalyysi

pCR4-TOPO M-plasmidin restriktioreaktiossa muodostuneet bandit asettuivat
1,5 % agaroosigeelilla n. 700 bp ja 4000bp kohdille. 200 bp:n kohdalle ei ole
kulkeutunut bandeja yhdenkaan naytteen osalta. Tamén perusteella voidaan
paatella, ettd pCR4 TOPO M-plasmidinaytteiden kohdalla olevat alimmaiset
bandit ovat 686 bp:n pituiset. Tama puolestaan kertoo siitd, ettd geeni on aset-
tunut plasmidiin niin, ettd insertin litymiskohdasta lahtien geenin sekvenssi al-

kaa 3 -paasta lukien.

PCR4-TOPO H-plasmidin néaytteistda muodostuneet bandit ovat kulkeutuneet
geelilla noin 400, 700, 1500 ja 2500 bp:n kohdille. Lyhyin 19 bp:n bandi voi olla
kulkeutunut geelin alaosaan eika nay kuvissa pienen kokonsa takia. Liséksi 515
bp:n kohdalla geelilla ei ole merkkia bandeista. Taméa voidaan pitdd osoituksena
siitd, ettd myos H-geeni kloonautui plasmidiin niin, ettd sen sekvenssin lu-
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kusuunta plasmidiin nahden on painvastainen eli geenin sekvenssi alkaa 3’-

paasta eika 5 -paasta.

Standardien kehittdmisessa geenin asettumisella plasmidiin ei ole merkitysta
PCR-testin toimivuuden tai tehokkuuden kannalta, koska PCR-testin tarkoituk-

sena on tunnistaa ja monistaa tietty geenijakso, mikéli sellainen on naytteessa.

Lopulliset ja varmimmat tulokset geenien kloonaamisesta plasmidiin saatiin
naytteiden sekvensoinnin kautta. Varsinaisen restriktioanalyysin perusteella
sekvensoitavaksi valittiin M- ja Ms-naytteet ja His- ja Hi7- naytteet. Onnistuneet
sekvenssit saatiin naytteista M3 M13R-alukkeella, H;3 M13R- ja M13F-alukkeilla
ja Hiz M13R- ja M13F-alukkeilla (ks. liteet: M-geenin sekvenssi pCR4 TOPO
vektorissa M13R-alukkeella, Nayte Hj3, H-geenin sekvenssi M13F-alukeella,
Nayte H ;3 , H-geenin sekvenssi M13R-alukkeella , Nayte H ;7 H-geenin sek-
venssi M13R-alukkeella, Nayte H;3; ja H-geenin sekvenssi M13F-alukeella).
Sekvenssien perusteella PCR-testin standardeiksi kehitetyista plasmideista piir-
rettiin plasmidikartat.
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Pstl 273 EcoRI 283

Pstl 960

—Zpstl 064

pCR 4 TOPO M
4845 bp

Ampisilliini
EcoRI1190

Kanamysiini

M13 Reverse priming site: 205-221

M13 Forward (-20) priming site: 1244-1259
Influenssa A-viruksen M geeni (889bp): 295-1184
Kanamysiiniresistenssigeeni: 2048—-2842
Ampisilliiniresistenssigeeni: 3092—-3952

pUCori:4050-4723

Kuva 10 pCR 4 TOPO M-plasmidi
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Dral 4510 EcoRI 283 Dral 278

(H1N1)v H-geeni

pCR 4 TOPO H
4858 bp

EcoRl 1203

Ampisilliini

Dral 3126

Kanamysiini

Dral 3028

M13 Reverse priming site: 205-221

M13 Forward (-20) priming site: 1256-1271
H1N1-viruksen H-geeni (902bp): 295-1196
Kanamysiiniresistenssigeeni: 2061-2855
Ampisilliiniresistenssigeeni: 3105-3965
pUCori:4063-4736

Kuva 11 pCR 4 TOPO H-plasmidi
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3.2 Influenssavirusten ja RS-viruksen PCR-testi

3.2.1 PCR-reaktion tulokset kolmoisseoksessa

Alustava nayttd testin toimivuudesta saatiin yhdistamalla samaan reaktioput-
keen kolmen viruksen alukkeet. Koettimien sijasta tassa vaiheessa reaktio teh-
tiin Boxto-varia kayttden. Reaktio ajettiin Absolut Fast Flu InfA+RSV-ohjelmalla
(Taulukko 10).

Taulukko 10 Absolut Fast Flu InNfA+RSV-ohjelma.

Vaihe Syklien maara Lampéotila (°C) | Kdsittelyaika (s)
1 1 95 15x 60
2 42 95 1
55 20
72 10

Rinnakkaisten ajojen rinnakkaisten naytteiden tulokset olivat seuraavat:
Taulukko 11 Kolmoisseos+Boxto-vari, Threshold 0,00854

25.9.2009 1.10.2009 2.10.2009 6.10.2009

Naytteet Ct Ct Ct Ct
A 20,3 22,6 23,03 22,25
B 19,23 21,04 21,99 21,14
RSV 19,17 19,88 33,04 21,43
A+B 19,77 21,79 22,13 21,81
A+RSV 20,3 22,01 23,02 21,02
B+RSV 19,28 20,31 22,28 20,23
A+B+RSV 19,06 22,07 22,39 21,5
ag 36,88 29,54 30,64 31,67
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Rinnakkaisten ajojen tulokset yksittaisilla PCR-reaktioseoksilla olivat seuraa-

vanlaiset:

Taulukko 12 Yksittaisseos+Boxto-véari, Threshold 0,00854

25.9.2009 1.10.2009 2.10.2009 6.10.2009 7.10.2009 12.10.2009

PCRmix |Ct Ct Ct Ct Ct Ct
A 22,86 22 22,63 26,88
B 20,48 20,65 22,23 24,69
RSV 25,03 18,85 20 19,84

Ct-arvoista nahdaan, ettéa jokaisessa kolmoisseoksen reaktiossa on tapahtunut
DNA:n monistumista suhteellisen alhaisten Ct-lukemien kohdalla. Tosin
2.10.2009 tehdyssa reaktiossa RS-viruksen Ct-arvo on korkea, mika voi johtua
satunnaisesta pipetointivirheestd. Myds nayteyhdistelmilla tehtyjen reaktioiden
Ct-arvot viittaavat onnistuneeseen PCR-reaktioon, tosin ilman agaroosigeeli-
analyysin tuloksia reaktiota ei voitu todistaa yhta tehokkaaksi kaikkien tutkittavi-

en virusten suhteen.

Verrattaessa yksittdisseosten ja kolmoisseosten tuloksia nahdaan, ettd in-
fluenssa A- ja B-viruksten suhteen Ct-arvot ovat samaa tasoa lapi ajojen. RS-
virusten suhteen yksittédisseoksen reaktioissa on enemman vaihtelua tuloksissa
mika voi selittyd eri ajojen valisilla eroilla ja erot noudattavat tiettyjen paivien
“yleista trendia”, esimerkiksi 12.10.2009 yksittaisseoksella tehdyssa reaktiossa

ja 2.10.2009 tehdysséa reaktiossa Ct-arvot ovat yleisesti korkeampia.

Taman jalkeen tehtiin vastaavanlaiset reaktiot neljan viruksen PCR-
reaktioseoksilla kayttden Boxto-varid. Naissékin reaktioissa mukana olivat tutkit-

tavien virusten nayteyhdistelmat.
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Taulukko 13 Neljan viruksen alukkeita siséltavien reaktioiden Ct-arvot

7.10.2009 12.10.2009

Naytteet Ct Ct

A 22,98 25,28
B 21,05 23,93
RSV 20,5 20,6
SW 17,4 19,56
AB 21,77

ARSV 21,64

BRSV 21,23

ABRSV 21,63

Asw 18,13

Bsw 18,03

RSVsw 18,03

ABRSVsw 19,43

aqg

A= influenssa A, B= influenssa B, sw= influenssa A(H1N1)2009v, RSV= RS-

virus

Ct-arvoista nahdaan, etta myos neljan viruksen alukkeita sisaltdvassa reaktios-
sa oli tapahtunut DNA:n monistumista suhteellisen alhaisilla Ct-arvoilla, mita
voidaan pitda viittauksena reaktion toimivuudesta. Reaktiossa oli tosin kaytetty
Boxto-varia ja signaalia mitattiin vain yhdella kanavalla. Taman takia Ct-arvojen
perusteella ei voitu viela sanoa mika viruksista nayteyhdistelmien tapauksessa
oli monistunut reaktiossa. Haluttujen virusten DNA:n monistumisen tarkistami-

seksi, PCR-tuotteista tehtiin agaroosigeelianalyysi.
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InfA InfB RSV HINI 95 bp influenssa
InfA InfB RSV HINI

4plex 4plex  4plex 4plex Aja-B

Kuva 12 Neljan viruksen ja yksittais-PCR-reaktioseoksen tuotteet 7.10.2009

Agaroosigeelianalyysin perusteella nahdaan, ettda DNA:n monistumista on ta-
pahtunut jokaisessa reaktiossa ja PCR-reaktio on toiminut. Influenssa B:n ja
pandeemisen (H1N1)v-viruksten kohdilla DNA-jaksot nakyvat geelilla himmeina,
viitaten molekyylien pienempaan maaraan, mika puolestaan on osoituksena
PCR-reaktion heikommasta tehosta naiden virusten suhteen. Lisaksi huomat-
tiin, etta neljan viruksen alukkeita sisaltdvédssd PCR-reaktioseoksessa pande-
misen (H1N1)v-kohdalla ndkyy vahva merkinta 100 emasparin kohdalla. Nay-
teyhdistelmien tapauksessa influenssa B ja RS-virusten DNA:ta sisdltdvassa
reaktiossa RS-virusten DNA:n monistus on ollut heikkoa paatellen himmeasta
DNA-jaksosta RS-viruksille odotetun DNA-jakson pituuden kohdalla. Influenssa
A-, B- ja RS-virusten seké influenssa A-, B-, pandeemisen (H1IN1)v- ja RS-
virusten reaktiossa monistumista ei agaroosigeelianalyysin perusteella ole ta-

pahtunut.
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Kuva 13 Neljan viruksen ja yksittéis-PCR-reaktioseoksen tuotteet 12.10.2009

181 bp RS-virus

+—
+—
| 95 bp influenssa A jaB |

Kuva 14 Neljan viruksen ja yksittéis-PCR-reaktioseoksen tuotteet 12.10.2009

12.10.2009 PCR-reaktion tuotteista nahdaan, ettd vain yhta naytelajia sisalta-
vissa reaktioissa DNA-jaksot monistuvat odotusten mukaisesti ja muodostavat
selkean tuloksen sekéa yksittais- ettéa neljan viruksen alukkeita sisaltdvassa reak-
tioseoksissa (Kuva 13 ja 14). Naytelaimennokset taas osoittavat, etta pandee-
minen (H1N1)viruksen ja RSV-viruksen DNA monistuu neljan viruksen alukkeita
sisdltavassa reaktiossa 0,1 vahvuisten naytekonsentraatioiden tapauksessa.
Osaltaan Influenssa A- j a B-viruksen tapauksessa neliseoksen PCR-reaktioissa

DNA:n monistuminen ei agaroosigeelianalyysin perusteella onnistunut.

Yksittdisseoksen PCR-reaktioissa tulokset saatiin kaikista viruksista paitsi in-
fluenssa B-viruksesta ainakin 0,1 vahvuisten naytekonsentraatioiden tapauk-

Sessa.
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RSV
0,40
0,35 1 . i
0,30
l:l IES . |r|f

Mo |H M amne | Peak 1 | Peak 2

1 Aprirners VBT 24,3 [infd)

& Bprimers i a1.5 [InfB]

3 B Fsvpnimers 76.0 81.2 [R5Y)
4 . Swiprimers 79,2 [ASV] 878

5 & 76.5 848 (infd)

B Be 765 f1.3 (InfR)

7 RSy B1.0(R5Y] 858 [inf)

g S 78.3 B47 HIM1v
9 B :e 76.0 8.0 [R5
10 B sRsy 6.5 A05 (R5Y)
11 B crsy 76.5 1.3 (Infg)
12 I ABRSY 76.0 81,2 [R5
13 B Asw 774 845 [HIMTv
14 Bz 7a.0 a4 5 HIMTw
15 RS Waw 775 B45 (H1M1w
16 B 2ERSYsw 755 79,3 [R5V
17 L 733 765

Kuva 15 7.10.09 PCR-reaktion melt-kuvaajat

Myos melt-kuvajista ndhdaan, ettd RSV-virusken ja influenssa B-viruksen piikit
osuvat lahes samalle kohdalle. Nayteyhdistelmien tapauksissa varilla tehdyissa

PCR-reaktiossa reaktion herkkyys laskee huomattavasti.
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045
Inf&,
0,40
035
0,30

Kuva 16 12.10.09 PCR:n influenssa A-viruksen melt- kuvaaja

92

93

0,45
035
0,30 4
0,25

i

pad

w

=

020 ]
015§
0,10

0,05

0,00

73 74 7B 76 77 73 79 80 a1 g2 83 g4 85 86 a7 88 83 90 91
deg.

Kuva 17 12.10.09 PCR:n influenssa B-viruksen melt- kuvaaja

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva

93

94|

94



50

0,45 |

0,40

0,35

0,30

0,25 |

dF /dT

0,20 1
015 |

0,10

0,05

: . } : } : . ‘  — — _— :
73 74 B 76 77 78 79 80 81 g2 83 84 85 86 87 a3 83 90 91 92 93 94|
deg.

0,00 4

Kuva 18 12.10.09 PCR:n RSV-viruksen melt- kuvaaja

0,45 |
0,401 Bin &
035 |
0,30 |
025 |

&

b=

w

R

73 74 7578 77 78 79 80 81 g2 83 84 85 86 a7 a8 83 90 9N 92 93
deq.

Kuva 19 12.10.09 PCR:n RSV-viruksen melt- kuvaaja

Melt-kuvaajista voidaan nahda, etta tadssakin tapauksessa reaktioden tehokkuus

hieman laskee, kun naytteina on samanaikaisesti useamman viruksen DNA:ta.
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Naiden alustavien reaktioiden tulokset osoittivat, ettd PCR-reaktio oli selvasti
heikkotehoisempi influenssa B-viruksen suhteen. Influenssa B-viruksen harvi-
naisuuden ja lopputuloksena herkemman PCR-reaktion saamiseksi, optimointia

jatkettiin vain kolmea virusta tunnistavalle reaktiolle.

3.2.2 RSV-koettimen testaus

Uusi RS-virusten koetin testattin RSA- ja RSB-viruksen positiivisten naytteiden
eri konsentraatioilla. Ensimmaisen testin tulokset nayttavat, etta reaktio oli on-
nistunut vain 50 nM koettimen konsentraatiolla.
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Taulukko 14 RSV-koettimen testaus 26.10.2009

Treshold  Yellow
0,00854 kanava Melt
Nayte Nayte Piikki 1
RSVAO| 25,53 RSV A0| 81,0 (RSV)
RSVAO| 26,75 RSV A0| 81,0 (RSV)
RSV AOQ| 25727 RSV AO0| 81,0 (RSV)
RSV BO| 24,04 RSVBO| 81,2 (RSV)
RSV BO| 23,96 RSVBO| 81,0 (RSV)
RSV BO0O| 23,72 RSVBO| 81,2 (RSV)
aq0| 34,08 aqo
aq0| 32,55 aqo
aq0| 34,69 aqo
RSVA 50| 23,37 RSVA 50| 81,0 (RSV)
RSVA 50| 23,35 RSVA 50| 81,0 (RSV)
RSVA 50| 23,78 RSVA 50| 81,0 (RSV)
RSVB 50| 24,24 RSVB 50| 81,0 (RSV)
RSVB 50 24,2 RSVB 50| 81,0 (RSV)
RSVB 50| 24,42 RSVB 50| 81,0 (RSV)
agb0| 33,68 ags0
aqs0 33,6 ags0
aqs0 40,6 ags0
RSVA 100 40,7 RSVA 100
RSVA 100| 35,76 RSVA 100
RSVA 100| 35,12 RSVA 100
RSVB 100| 34,32 RSVB 100
RSVB 100| 40,64 RSVB 100
RSVB 100 RSVB 100
aql00| 37,66 aql00
aqlo0| 41,04 aql00
aql00 aql00
RSVA 200| 35,86 RSVA 200
RSVA 200| 34,85 RSVA 200
RSVA 200, 36,87 RSVA 200
RSVB 200| 35,05 RSVB 200
RSVB 200| 36,03 RSVB 200
RSVB 200| 38,14 RSVB 200
ag200 ag200
ag200| 37,65 agq200
aq200 aq200
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Koetin testattiin reaaliaikaisessa PCR-reaktiossa uudestaan. PCR- reaktiotuot-

teiden Ct-arvojen perusteella ndhdaan, etta 25 nM:na koetin antaa korkeahkot

Ct-arvot kun taas 100 nM:na Ct-arvot ovat turhan matalia.

Taulukko 15 Koettimen testaus 30.10.2009

30.10.2009
Treshold 0,00854 Yellow kanava
Melt
Nayte Ct Piikki 1 Piikki 2
a0 31,15 77,3
a0 30,98 81,0 (RSV A)
a0 30,76 81,0 (RSV A)
b0 25,43 77,3| 81,2 (RSV B)
b0 24,93 77,2 81,2 (RSV B)
b0 25,25 77| 81,0 (RSV A)
aqo 35,99 76,5
aqo 35 75,8
aqo 35,07 76,5
a25 25,37 81,0 (RSV A)
a25 23,78 81,0 (RSV A
a25 25,25 81,0 (RSV A
b25 24,17 76,8| 81,2 (RSV B)
b25 23,87 76,3| 81,0 (RSV A)
b25 23,95 81,0 (RSV A
ag25 38,71
ag25 33,32 76,5
ag25 32,86 77,5
a50 22,94 76,3| 81,0 (RSV A
a50 23,43 81,0 (RSV A
a50 23,11 81,0 (RSV A
b50 23,86 77,2| 81,0 (RSVA)
b50 23,62 81,0 (RSV A
b50 23,15 77,2| 81,0 (RSVA)
ags0 36,34 76,5
agsb0 38,96
ags0 33,84 75,3
aloo0 22,16 76| 81,0(RSVA)
aloo0 21,96 81,0 (RSV A
aloo0 22,29 81,0 (RSV A)
b100 23,24 81,0 (RSV A)
b100 23,12 81,0 (RSV A)
b100 23,21 76,5| 81,0 (RSVA)
aql00 43,29
aql00 42,8
aql00 38,72
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Taulukko 16 RSV- koettimen testaus

Koettimen
pitoisuus
(nM) RSV A |[RSV B
100| 22,16 23,24
100| 21,96 23,12
100| 22,29 23,21
50| 22,94 23,86
50| 23,43 23,62
50| 23,11 23,15
25| 25,37 24,17
25| 23,78 23,87
25| 25,25 23,95

RS-viruksen koettimen otimointi

25

24,5

24

23,5

23

Ct

22,5 + H RSVB

22 B RSVA
21,5 +

21 A

20,5 -

100 50 25

Koettimen pitoisuus {(nM)

Kuva 20 RSV-koettimen optimaalisen pitoisuuden valinta

Kuvaajasta nahdaan, etta koettimen pitoisuuden olleessa 50 nM RSVA- ja
RSVB-virusten keskinisia tuloksia verratessa hajonta on pieninta.

Koettimen 50 nM pitoisuus on ollut toimiva molemmissa kokeissa, joskin jal-
kimmaisessa tulokset olivat paremmat. Lisdksi RSA- ja RSVB-virusten suhteen
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tuloksissa on ollut vahemman hajontaa 50 nM pitoisuutta kayttden. Taman pe-
rusteella kolmen viruksen PCR-reaktiossa kaytettiin tastd eteenpain RSV-

koettimen 50 nM:sta pitoisuutta.

3.2.3 PCR-reaktio pCR 4 TOPO M3 - ja pCR 4 TOPO Hi;— plasmideilla ja RS-

viruksen rutiinitestien positiivisilla kontrolleilla

Tulosten tulkinnan selkeyttamiseksi oletettiin, ettd laimentamattoman RSV-

rutiininaytteen konsentraatio on 10°-kopiota 2 pl:a kohden.

RS-virusten suhteen ensimmainen reaktio rutiininaytteiden laimennoksilla RS-
PCR-yksittais- ja kolmoisseoksessa onnistui heikosti. Yksittaisseoksen reakti-
ossa tuloksia saatiin 10°-10°-naytepitoisuuksilla. Vahemmassa maarin DNA:ta
sisaltavissa naytteissa reaktio ei tuottanut tuloksia. Kolmoisseoksen reaktioissa
monistumista oli tapahtunut 10°-10*-n&ytelaimennoksissa. 10° kopiota sisaltavi-

en naytteiden kohdalla PCR-reaktio ei onnistunut.
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Taulukko 17 RSV-naytteet RS-yksittais- ja kolmois-PCR-seosten reaktioissa

20.11.2009  20.11.2009
RSV- 3plex-
PCRmix PCRmix
Naytteet (kon-

Naytteet Ct sentraatiot)

1075 23,45 23,54 10 %
1075 23,74 23,89 10 %
1075 23,89 23,91 10 %
1075 23,64 23,98 10 %
1074 27,3 27,15 1%
1074 27,25 27,56 1%
104 27,47 27,45 1%
1074 27,42 1%
10”3 30,38 0,10 %
1073 31,64 0,10 %
1073 31,18 0,10 %
1073 31,81 0,10 %
1072 0,0100 %
1072 0,0100 %
1072 0,0100 %
1072 38,38 0,0100 %
10M 0,0010 %
10M 0,0010 %
10" 0,0010 %
10" 0,0010 %
10M 0,0001 %
10 0,0001 %
10 0,0001 %
10" 0,0001 %
1076 100 %
1076 100 %
1076 100 %
1076 100 %
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Ohjelman muokkaamisen jalkeen PCR-reaktio saatiin toimimaan RS-yksittais-
sekd kolmoisseoksissa. Mittauspisteen lisays 72 °C:n jalkeen paransi reaktioi-
den tuloksia niin, etta kaikissa naytteissa oli tapahtunut DNA:n monistumista.
Ct-arvot noudattivat noin 2-4 arvon nousua naytelaimennoksen pienentyessa.
Kaikissa yksittaisseoksen PCR-reaktioissa tuloksia saatiin naytteiden 10%

laimennoksista. 8.12.09 yksittaisseoksen reaktiossa myos 10-naytelaimennos

on tullut ilmi.
RSV-nayteet yksittaisseoksessa
55
50
45
40 * ——
35 ——u * 8.12.2009
30 |
5 B 11.12.2009
25 =
2 16.12.2009
15 — Lin.
(8.12.2000)
10 y=-3,8897x+52,13 y=-8,503x+ 56,374 y=4,775%% 56,538
< R?= 0,9892 R?= 0,9571 R?=0,9771
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Log copy number

Kuva 21 PCR-reaktio RSV-reaktioseoksessa
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RSV-naytteet kolmoiseoksen reaktioissa
50

45
40
35 ~ =
*
30 g
¢ 3-plexmix8.12.2009
&8 25 L 8
20 * B 3-plexmix16.12.2009
15
10 -
y = -2,4784x+ 42,445 y=-4,22x+5537
5 R2=0,9316 R?=0,9967
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Log copy number

Kuva 22 RS-naytteet kolmoisseoksen reaktioissa

Kolmoisseoksen reaktiot analysoitiin 10°-10°-naytelaimennoksilla. 8.12.09 PCR-
reaktiossa (Kuva 22) 10%-naytteen kohdalla ei saatu tuloksia PCR-reaktiosta,
mika voi selittya silla, etta naytelaimennokset testia varten tehtiin 7.12.09 ja sai-
lytettiin yon yli jadkaapissa. Asialla voi olla vahentavaa tai hajottavaa vaikutusta
laimeampien naytteiden DNA-maaraan. 16.12.09 PCR-reaktiosa (Kuva 22) 10'-
laimennoksessa 33 Ct-arvon kohdalla havaittin PCR-reaktion tulos. 16.12.09

reaktiossa ainoastaan 10%-nayte ei tullut ilmi PCR-reaktiossa.

Tulosten perusteella voidaan todeta, ettd kolmoisseoksen reaktio ei ole tar-
peeksi herkka tunnistamaan positiiviseksi alle 100 kopion naytteita. Kaikissa
naissa testeissa kaytetyt RSV-naytteet olivat kuitenkin virusopin diagnostiikka-
palvelun testien positiivisten kontrollien laimennoksia. Vahvemmista laimennok-
sista oli saatu tuloksia kaikissa reaktiossa. 10.12.09 testissé oli testattu in-
fluenssa A-jonon 30 naytetta, mitka osoittautuivat taman testin mukaan RSV-
negatiivisiksi, niin kuin pitikin. 16.12.09-yksittais ja kolmoisseoksen reaktioissa

olivat mukana rutiinin positiiviset RSV-naytteet. Yksittadisseoksen reaktioissa
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seitsema@n kymmenesta todettiin positiiviseksi ja kolmoisseoksen reaktioissa 5

10:sta antoi positiivisen tuloksen.

Ct

50
45
40
35
30
25
20
15
10

RSV-naytteet yksittdis- ja kolmoisseoksen rektioissa

y=-3,9798x+53,191

i R?= 0,9952
._____.-__----
—i
y=-2,4893x+ 43,027

R?=0,8751
1 2 3 4 5 6 7
# RSV-seos

Log copy number
B kolmois-PCR-

reaktioseos

Kuva 23 PCR-testi RSV-naytteiden suhteen

Taulukko 18 RSV-reaktion tulokset ohjelman muokaamisen jalkeen

16.12.200
4.12.2009 4.12.2009 8.12.2009 8.12.2009 11.12.2009 16.12.2009 9
RSV- 3plex- 3plex- 3plex-
PCRmix PCRmix RSV-PCRmix PCRmix RSV-PCRmix RSV-PCRmix PCRmix
Naytteet Ct Ct Ct Ct Ct
100,0000
% 21,83 21,7
10,0000 % 25,53 24 24,61 26,11 2,29 25,69
1,0000 % 32,56 28,74 28,66 29,8 28,67 30,33
0,1000 % 32,96 31,69 32,8 32,18 34,13
0,0100 % 35,69 40,12 38,22
0,0010 % 25,7 41,2 33,69
0,0001 % 42,6
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pCR TOPO4 M-plasmidin reaktiot InfA-PCR
seoksessa
40 ‘ y =-3,3468x + 37,05
A R?= 0,9948
35 e =
‘\ - y=-3,1818x + 34,713
\: g R?= 0,9756
30 ' \52\\ _ y = -3,1132x+ 36,043
R?= 0,9818
\i\ y =-3,0246x + 34,689
N R?= 0,9905
5 20 ~¥=
\;
15 B
5
0
0 2 4 6 8
Log copy number

10

< 18.11.2009

10.11.2009
11.11.2009

12.11.2009

Lin. (10.11.2009)
Lin. (11.11.2009)
Lin. (12.11.2009)
Lin. (18.11.2009)

Kuva 24 PCR-testin herkkyys pCR TOPO 4 M-plasmidilla Inf A-seoksessa

Kahdessa reaktiossa kolmesta pCR TOPO 4 M-plasmidin tunnistus naytteesta

yksittdisseoksessa oli onnistunut 1 kopio/ 2ul naytekonsentraatiolla. Kahdessa

muussa tapauksessa viimeinen testin detektoima naytekonsentraatio oli 10
kopiota/2 pl. 11.11.09 PCR-reaktion kuvaajan R?-arvo on jaanyt vain 0,9756,

mihin vaikuttil kopio/ 2l — naytteen Ct-arvon pysahtyminen samalle tasolle kuin

10 kopio/ 2ul laimennoksen tapauksessa.
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PCR TOPO4 M-plasmidin reaktiot kolmoisseoksessa
50
y=-3,1325x+ 35,363
R%Z=0,9969
43 y=-3,403x + 35,402
R2=0,9985
40
y=-3,2154x + 34,831
S R?=0,9531
?\.;’ y=-3,4037x+ 36,065 o 10112009
A N R2= 0,9924 A
30 i = 11112009
8 25 \ 13.11.2009
~Sg % 18.11.2009
20 *-%:-;.g :
S Lin.
ﬁ\\‘ {10.11.2009)
S . Lin.
15 SN (11.11.2009)
\__\'-- - Lin.
10 e (13.11.2009)
N
h '::'.:'\:’
5 S
0
0 2 4 6 8 10
Log copy number

Kuva 25 pCR TOPO4 M-plasmidin reaktio kolmoisseoksessa

Kahdessa neljastéd kolmoisseoksen reaktiossa pCR TOPO4 M-plasmidin tunnis-
tus naytteesta on onnistunut 10 kopio/2ul- naytetkonsentratiolla. 13.11.09 reak-
tiossa naytteina olivat molemmat plasmidit, joten laimeammassa kosentraatios-
sa pCR TOPO 4 M-plasmidin pitoisuus oli teoreettisesti 0,5 kopiota/2ul. Nayte-
pisteiden sijoittuminen standardisuoralle 10- ja 10*-naytteiden tapauksissa vai-
kuttaa alhaiseen R?-arvoon, mihin selityksena voi olla molempien plasmidien
lasnaolo reaktiossa ja tasta johtuva puolet pienempi pCR TOPO 4 M-plasmidin
pitoisuus reaktioseoksessa. 11.11.09 10*-n&dytekonsentraation tulosta ei voida
pitaa paikkansa pitavana. Tosin 11.11.09 reaktiossa 1 kopio/2pl-

naytepitoisuudella PCR-reaktio nayttaa toimineen.
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PCR TOPO4 M-plasmidin reaktio Inf A- ja RSV-PCR-
reaktioseoksessa
40
*
35 y=-3,5053x+ 37,681
30 - R?=0,9935
25 )
o] -
20 L g
*_
s
10
e
5
0
4] 2 4 6 8 10
Log copy number
4 10.11.2009

Kuva 26 pCR-TOPO4 M-plasmidin reaktio Inf A ja RSV:n kaksoisseoksessa

PCR-reaktio pCR TOPO 4M-plsmidilla testattin my6s Influenssa A ja RS-
virusten kaksoisseoksessa. Reaktiossa tapahtuneen DNA:n monistumisen arvot
sijoittuvat suoralle ja antavat hyvan R%-arvon vaikka 1 kopion naytteessa monis-

tumista ei tapahtunut.
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+ 10.11.2009

m 11.11.2009
12.11.2009

= 19.11.2009
Lin.

(10.11.2009)
Lin.

{11.11.2009)

PCR4 TOPO H-plamidi HIN1-PCR-reaktioseoksessa
40
35
30 é
B
. %
8 20 B
15 I
10017y - 3,176x + 34,89
5 R?=0,9979 e
y=-3,308x+35,818 y=-3,4286x+3554 - 37251x+35,915
0 R?=0,9978 R?=0,9958 R?=0,9631
0 2 4 6 3 10
Log copy number

Kuva 27 pCR TOPO 4 H-plasmidin reaktio yksois-PCR-reaktioseoksessa

pCR TOPO 4 H-plasmidin reaktion tulokset H1N1-PCR-reaktioseoksessa
sijoittuvat sandardisuorille. Kahdessa reaktiossa saadaan tulokset 10 kopion

naytekonsentraatiolla. Yksi reaktio antaa standardisuoralle sijoittuvan Ct-arvon

myo6s 1 kopion/ 2ul konsentratossa.
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PCR4 TOPO H-plasmidi HIN1+RSV-PCR-
reaktioseoksessa
40
35 .
30
8 20 *
15 *
.
” —
5 e
y = -3,355x + 35,657
0 R’= 0,9816
0 2 4 6 8 10
Log copy number ¢+ 10.11.2008

Kuva 28 pCR TOPO 4 H-plasmidin reaktio kaksoisseoksessa

Kaksoisseoksen reaktio mydskin nayttaa tomineen hyvin, tosiaan 1 kopion

naytekonsentraation tulos jaa puuttumaan.
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PCR TOPO4 H kolmoisseoksen PCR-reaktioissa
50
y =-3,202x+ 34,014
45 R?= 0,9933
y = -3,2186x + 34,84
2=
10 R?= 0,9922
y=-3,0235x + 34,25
a5 o R?= 0,9976
— y = -4,864x + 43,052
20 . . R?= 0,8707
e 11.11.2009
25 B i
- h - ““.
8 SN B 19.11.2009
20 b SN .
" 10.11.2009
15 @ 13.11.2009
) S T~ Lin.
10 - _“‘ — (11.11.2009)
\ Iy Lin.
5 ~ (19.11.2009)
0
2 4 6 8 10
-5
Log copy number

Kuva 29 pCR TOPO 4 H-plasmidin reaktio kolmoseoksessa

pCR TOPO 4H-plasmidin reaktioherkkyys kolmoisseoksessa pysahtyy 10'-
naytekonsentraation. 13.12.09 reaktiossa 10%-naytetkonsentraation poikkeava
tulos voi olla seuraksena siitd, etta reaktiossa oli mukana sekd pCR TOPO 4 H-
ettd M-plasmidi pitoisudeella 1 kopio/ 1ul. TAman reaktion 10%-nayteissa Ct-
arvot ovat huomattavasti korkeampia kuin muissa rinnakkaisissa reaktioissa,
mille mahdollisena selityksend voi olla pCR TOPO 4 H-plasmidin puolet
pienempi konsentraatiossa naissa tapauksissa. Tata poikkeavuutta lukuun
ottamatta kolmoisseoksen rinnakkaiset reaktiot antavat hyvin yhtenevaiset
tulokset naytekonsentraatioilla 10°-10*.

3.3 Potilasnaytteiden analysointi

Tybssa seulottin 124 kappaletta rutiinin influenssatutkimukseen saapunutta
naytettd. 12 viruksen testilla positiivisia tuloksia tuli 82 kappaletta, joista 17
osoittautui rinnakkaisinfektioiksi. Positiivisten naytteiden joukossa kolmesta

naytteesta tuli positiiviset tulokset samanaikaisesti kolmen eri viruksen kohdalla.
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Rinnakkaisinfektioiksi todetuista naytteistd kahdeksan kappaletta oli influenssa
A-negatiivisia kaksoisinfektioita ja 3 kolmoisinfektioita. 6 kappaletta kaksoisin-

fektioiksi todettua naytetté oli Seeplex-testin mukaan influenssa A-positiivisia.

Rinnakkaisinfektiopositiivisten naytteiden tuloksia tarkastellessa huomattiin, etta
11 naytteen kohdalla nayte osoittautui toisen viruksen suhteen vain heikosti po-
sitiiviseksi. Turun virusopin diagnostiikkapalvelussa naytteitd tarkastellessa
Seeplex — testilla positiivisen tuloksen rajana pidetdén 4:n lukemaa. Taman pe-
rusteella voidaan sanoa alle 10 lukemalla kaksoisinfektioksi todettujen néayttei-

den olevan heikkoja positiivisia alhaisen lukeman antaneiden virusten suhteen.

Vahvan positiivisen ja heikon positiivisen tuloksen antanut PCR-reaktiossa mo-
nistettu DNA sijoittuu geelilla suunnilleen samalle korkeudelle. Koska rinnak-
kaisinfektioissa yksi positiivisesta vastauksesta on selvasti heikompi, ilmidlle voi
olla selityksena se, etté toisen viruksen suurella DNA-maaralla on mahdollinen
vaikutus geelilla kulkeutumiselle, mika nakyy “jalkend” toisen lahella olevan tai

toisella geelilla samoille lukemille jadvana heikkona tuloksena.

Tosin rinnakkaisinfektioksi osoittautuneista naytteistd kolmesta on tullut selke-
asti kaksoisinfektiotapaukset kummankin viruksen vahvasta tuloksesta péaéatel-

len.

Yhdessa kaksoisinfektiotapauksessa kummankin viruksen kohdalla tulos jai
heikoksi. Siitd huolimatta tapaus voidaan silti pitdd kummankin viruksen suh-

teen positiivisena.

Viidesta rinnakkaiseksi infektioksi osoittautuneista naytteistd tehtiin Seeplex-
kitin PCR-reaktio uudestaan. Tassa varmistukseksi tehdyssa reaktiossa nayt-
teet osoittautuivat lahes samoilla lukemilla kaksoisinfektioiksi. Joten voidaan
sanoa, ettd rinnakkaisinfektiotulokset ovat paikkaansa pitavia ja mikali toinen
heikompi positiivinen tulos on vahvemmaksi lukemaksi muodostuvan viruksen
vaikutusta, niin ilmié on myods paikkansapitava ja toistuu rinnakkaisessa reakti-

ossa.
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Tyohon otetut ndyteet ja positiiviset 16ydokset /
viikko
30
25
20
15
10 -H—
5
0
34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52
m Tyohon otettujen naytteiden madara  ® Positiiviset 1oydokset

Kuva 30 Ty6hon otettujen naytteiden maara viikoa kohden

Tulokset ja naytemaaran jakaumia eri asioiden suhteen tarkastettin myds
graafisessa muodossa (Kuva 30). Tyohon otettujen naytteiden maarissa
heijastuu myds influnessa-tutkimukseen saapuvien naytteiden suuruusluokkien
kehitys 16.8.09 - 31.12.09. Tarkistettuun ndytemaaraan nojaten voidaan sanoa,
ettd epidemian piikki ajoittui viikolle 45, jolloin my6s positiivisten 16ydosten
maara oli suurimmillaan. Viikolla 45 positiivisiksi todettujen naytteiden osuus
tyohon otettujen naytteiden koko maarasta on 26,8 %. Myds epidemian
alkuvaiheessa naykyy selvdd yhdenmukaisuutta ndytemaaran ja positiivisetn
l6ydosten valilla. Viikoilla 38 ja 39 huomataan olleen pieni piikki naytemaarissa.
Samanaikaisesti testissa positiivisiksi todettujen naytteiden lukumaara on
muodostunut kahta edeltavdd ja neljdd seuraavaa viikkoa korkeammaksi.
Viikoilla 44, 47 ja 52 tarkistettujen naytteiden maara seka poisitiivisten

|6yddsten maara ovat lahes samoja.
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Kun satunnaisesti otettujen naytteiden joukosta kaikki naytteet osoittautuvat
jonkun viruksen suhteen positiivisiksi voidaan todeta, ettd epidemian vaikutus
nakyy silloin selvimmin. Vaikka kylmand vuodeaika virusinfektioita esiintyy
enemman, tieteellisesti kylméan ei ole todistettu altistavan infektioille. Rinnak-
kaisinfektioiden esiintymiselle selityksena voi olla se, etta vaesttssa oli jo en-

nestaan runsaasti muita viruksia ennen influenssaepidemian puhkeamista.

Tarkastettuna aikavalina tilastollisesti RS-virusta olisi pitanyt esiintyda enemman.
Vaikuttaa siltd, etta influenssan esiintyminen siirsi RSV:n levidmista ajallisesti
eteenpadin. Tama johtui mahdollisesti interferenssi-ilmiésta. Muutoin terveilla
ihmisilla virusinfektio laukaisee interferonivasteen, jonka aikana uuden virusin-
fektion saaminen saattaa estyd. Taméa on osittain ristiriidassa kaksoisinfektioi-
den esiintymisen kanssa. Tosin herkilla PCR-menetelmilla kaksos- tai moni-
infektioita 10ytyy paljon ailempaa enemman ja ilmiota tutkitaan nyt runsaasti
(Matti Waris, 8.9.2011).
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Virukset viikoittain

| H‘
0

uMPY EADV
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229E/NL63 mPIV2 mPIV3Z EPIV1

Kuva 31 Positiivisten 16yddsten jakautuminen viikoittain
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Virukset viikoittain
16
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Kuva 32 Positiivisten 16yddsten jakautuminen viikoittain

Epidemian kehityksessa nakyy, etta Influenssa A ja pandeemisen H1N1-
viruksen lisédksi samanaikaisesti aktiivisesti leviavia vuonna 2009 Turun
seudulla alle 12-vuotiaiden keskuudessa olivat parainfluenssaviruksen tyypit 1,
2 ja 3 (PIV) seka rinovirukset (HRV A/B). Myds adenovirus (ADV) on epidemiaa
aiheuttavien influenssavirusten kanssa samanaikaisesti liikkeella olevien
virusten joukossa pitkin tarkistelujaksoa. Tosin syksyn alkuvaiheessa
positiivisten 16ydosten piikin  muodostavat lahes yksinomaan adeno- ja

rinovirukset.
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Influenssa A-positiiviset

M Influenssa A-positiiviset

626

548

280 272

71 76
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Kuva 33 Influenssa A-positiiviset néaytteet yhteensa. Turun virusopin
diagnostiikassa syksylla 2009 (tulokset Turun virusopin arkistoista).

Virusopin laboratoriossa todettujen influenssa A-viruspositiivisten naytteiden
kokonaismaaria tarkasteltaessa huomataan, ettd koko vaestdod koskeva
epidemian piikki ajoittuu viikoille 46 ja 47 toisin, kuin tydssa tarkasteltujen alle
12 vuotiaiden lasten kohdalla. Selityksena asialle voi olla rokotusten

aloittaminen, joita annettiin ensiksi riskiryhmille, joihin lapset luetaan mukaan.
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Positiiviset Ioydokset viruksittain
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Kuva 34 Positiivisten 16ydosten maara viruksittain

Tybssa tarkiastettujen naytteiden positiivisten 16ydosten joukossa influenssa A-

viruksen rinnalle nousee rinovirus (HRV A/B). Tosin naiden virusten ajallisessa

jakutumisessa tarkistelujakson aikana on eroja. Rinovirusten piikki sijoittuu

loppukesééan ja alkusyksyyn, vaikka positiivisia rinovirusloytéja oli ollut pitkin

syksyéa alkutalveen asti naytemaaria seuraten.

Influenssa A-posittivisiksi todettujen naytteiden piikki sijoittuu viikolle 45 ja

moudostaa 73,3 % tyohon otettujen naytteiden influenssa A-positiivisiksi

todettujen méaarasta.
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Taulukko 19 Tyohon otettujen naytteiden ikdjakauma.

Syntymavuosi | Mdara (kpl)
1997 12
1998 6
1999 6
2000 5
2001 6
2002 12
2003 11
2004
2005 5
2006 7
2007 17
2008 20
2009 3

Tarkastelujoukon suurimmiksi ryhmiksi muodostuvat 1-, 2-, 7-, 12- ja 6-vuotiaat.
Kun suurimmiksi muodostuvia ikaryhmia tarkistellaan, huomataan, ettd eniten
respiratorisille infektioille altistuvat ryhmat muodostavat pienet lapset (alle 2
vuotiaat), juuri koulun tai esikoulun aloittavat lapset sek& murrosikaan siirtyvat
lapset. Kaikkien kolmen ryhman voidaan ajatella kuuluvan erityiseen
riskiyhnmaan. Alle 2 vuotiaat ovat viela heikon immunitetin takia altistuneita
taudeille. Koulun aloittavat altistuvat infelktiotaudeille lisddntyneen sosialisen
kanssa kaymisen myotd. Murrosikaisten lasten elimistd voi olla alttimpi

infektioille elimistdssa tapahtuvien muutosten takia.

4 Paatelmat

Tassa tydssa onnistuttiin optimoimaan reaaliaikainen PCR-menetelma influens-
sa A-, influenssa A/H1N1- ja RS-viruksille. Influenssa B-viruksen sisallyttdminen

reaktioon jouduttiin jattamaan pois reaktiotehokkuuden laskemisen takia.
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Lisaksi tybssa onnistuttiin kehittdm&an optimoitua PCR-menetelmaa varten
standardimolekyylit influenssa (H3N2)A-virukselle ja influenssa A /H1N1-
virukselle. Influenssa A- viruksen M-geeni ja influenssa A/H1N1-viruksen H-
geeni eristettiin itse suunniteltujen alukkeiden avulla PCR-reaktiossa ja kloonat-
tiin ne pCR TOPO 4-plasmidiin. Standardimolekyylien oikeellisuuden ja puhtau-
den varmistamiseksi yhdistelma-DNA-plasmidit kasvatettiin E.colissa . Oikean-
laiset kloonit seulottiin x-gal/IPTG-menetelmalla ja monistettujen plasmidien

sekvensoitiin ja testattiin niiden toimivuus PCR-reaktiossa.

Tybssa analysoitin myods influenssa A/H1N1-kannalta riskiryhmaan kuuluvien
potilaiden naytteitd 12 muun respiratorisen viruksen suhteen tarkoituksena il-
ment&d& mahdolliset muut infektioita aiheuttaneet taudinaiheuttajat. Taman li-
saksi haluttiin seurata influenssa A/H1N1-epidemian kulkua ja arvioida saatuja

virusloydoksia suhteessa influenssaepidemiaan.

Vertaillessa saadut tulokset vastaavanlaisen tutkimuksen (Eurosurveilanse
2009) tuloksiin influenssa A(H1N1)2009v-epidemian ajoilta, huomataan, etta
tietyiltd osin tuloksissa nakyy sama trendi. Kyseisessa tutkimuksessa oli tutkittu
79 potilasnaytettd, nayteotoksen ikajakauma oli 1-75 vuotta. Naytteet oli otettu
aikavalilla 24.4.-10.6.2009 Lansi-Gotanmaan laanin alueelta Ruotsissa. Tutki-
mukseen valittin hengitystieinfektion oireita potevia potilaita. YIl& mainitussa
tutkimuksessa ylivoimaisesti suurin positiivisten virusloydésten ryhmé on rhino-
virusloydot. Tutkimuksessa tarkastettujen naytteiden joukossa (ks. Taulukko 20)
tilanne RS-viruksen suhteen on lahes samanlainen kuin tdmankin tyon tuloksis-
ta kay ilmi. Tama voi olla todisteena olettamukselle interferenssi-ilmiosta. Li-
saksi selva on, etta ennen influenssa A(H1N1)2009v-epidemian puhkeamista
muiden hengitystieinfektioita aiheuttavien virusten maara vaesttssa oli runsas

my0s Eurooppa-laajuisesti tarkastettuna.
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Taudinaiheuttaja

Kappalemaara

Prosentteina

Rhinovirus 28* 34
Coronavirus 8 10
Influenssa B 3 4
Parainfluenssavirukset (1-3) 3 4
Adenovirus 2* 2
Influenssa A(HIN1)v 4 5
Metapneumovirus 1* 1
Enterovirus 1* 1
Respiratory syncytial virus (RSV) 0 0
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia

pneumoniae 0 0
Negatiiviset 32 39
Yhteensa 82* 100

Taulukko 20 Follinin tutkimuksessa ilmennetyt virusloydot

Taudinaiheuttaja | Kappalemaara
Metapneumovirus 0
Adenovirus 9
229E/NL63 2
PIV2 5
PIV3 15
PIV1 12
Influenssa B 0
Influenssa A 30
0OC43/HKU1 0
Rhinovirus 31
Respiratory syncytial

virus (RSV) 1
Negatiiviset 19
Yhteensé 124

75

Taulukko 21 Tassa tydssa tarkastettujen naytteiden Seeplex-testilla ilmentamat

virukset
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Liite 1

Influenssa A-viruksen standardisuunnittelukanta

GenBank: GQ369932.1
Influenza A virus (A/Tennessee/02/2008(H3N2)) segment 7 matrix protein 2 (M2) and matrix protein 1 (M1)
genes, complete cds

>Qi|253740870|gb|GQ369932.1| Influenza A virus (A/Tennessee/02/2008(H3N2)) segment 7 matrix protein

2 (M2) and matrix protein 1 (M1) genes, complete cds
ATGAGCCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTATGTTCTCTCTATCGTTCCATCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGA
TCGCGCAGAGACTTGAAGATGTCTTTGCTGGGAAAAACACAGATCTTGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAA
GACAAGACCAATTCTGTCACCTCTGACTAAGGGGATTTTGGGGTTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGT
GAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAAAATGCCCTCAATGGGAATGGAGACCCAAATAACATGG
ACAAAGCAGTTAAACTGTATAGGAAACTTAAGAGGGAGATAACGTTCCATGGGGCCAAAGAAATAGCTCT
CAGTTATTCTGCTGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGCCTCATATACAATAGGATGGGGGCTGTAACCACT
GAAGTGGCATTTGGCCTGGTATGTGCAACATGTGAGCAGATTGCTGACTCCCAGCACAGGTCTCATAGGC
AGATGGTGGCAACAACCAATCCATTAATAAAACATGAGAACAGAATGGTTTTGGCCAGCACTACAGCTAA
GGCTATGGAGCAAATGGCTGGATCAAGTGAACAGGCAGCGGAGGCCATGGAGATTGCTAGTCAGGCCAGG
CAGATGGTGCAGGCAATGAGAGCCATTGGGACTCATCCTAGTTCCAGTACTGGTCTAAGAGATGATCTTC
TTGAAAATTTGCAGACCTATCAGAAACGAATGGGGGTGCAGATGCAACGATTCAAGTGACCCGCTTGTTG
TTGCCGCGAATATCATTGGGATCTTGCACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTTTTCAAATGCGT
CTATCGACTCTTCAAACACGGCCTTAAAAGAGGCCCTTCTACGGAAGGAGTACCTGAGTCTATGAGGGAA
GAATATCGAAAGGAACAGCAGAATGCTGTGGATGCTGACGACAGTCATTTTGTCAGCATAGAGTTGGAGT
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Liite 2

Influenssa A/H1N1-viruksen standardisuunnittelukanta

Influenza A virus (A/Sao Paulo/57831/2009(H1N1)) segment 4 hemagglutinin

(HA) gene, complete cds

>gi| 258599148 |gb|GQ915025.1| Influenza A virus (A/Sao Paulo/57831/2009(H1N1)) segment 4 hemagglutinin (HA) gene, com-
plete cds
ATGGAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTATATACATTTGCAACCGCAAATGCAGACACATTATGTATAGGTT
ATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTAGACACAGTACTAGAAAAGAATGTAACAGTAACACACTCTGT
TAACCTTCTAGAAGACAAGCATAACGGGAAACTATGCAAACTAAGAGGGGTAGCCCCATTGCATTTGGGT
AAATGTAACATTGCTGGCTGGATCCTGGGAAATCCAGAGTGTGAATCACTCTCCACAGCAAGCTCATGGT
CCTACATTGTGGAAACATCTAGTTCAGACAATGGAACGTGTTACCCAGGAGATTTCATCGATTATGAGGA
GCTAAGAGAGCAATTGAGCTCAGTGTCATCATTTGAAAGGTTTGAGATATTCCCCAAGACAAGTTCATGG
CCCAATCATGACTCGAACAAAGGTGTAACGGCAGCATGTCCTCATGCTGGAGCAAAAAGCTTCTACAAAA
ATTTAATATGGCTAGTTAAAAAAGGAAATTCATACCCAAAGCTCAGCAAATCCTACATTAATGATAAAGG
GAAAGAAGTCCTCGTGCTATGGGGCATTCACCATCCATCTACTAGTGCTGACCAACAAAGTCTCTATCAG
AATGCAGATGCATATGTTTTTGTGGGGTCATCAAGATACAGCAAGAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAATAA
GACCCAAAGTGAGGGATCAAGAAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTAGTAGAGCCGGGAGACAAAAT
AACATTCGAAGCAACTGGAAATCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCGCAATGGAAAGAAATGCTGGATCT
GGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCACGATTGCAATACAACTTGTCAGACACCCAAGGGTGCTATAA
ACACCAGCCTCCCATTTCATAATATACATCCGATCACAATTGGAAAATGTCCAAAATATGTAAAAAGCAC
AAAATTGAGACTGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTAGAGGCCTATTTGGGGCCATT
GCCGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACAGGGATGGTAGATGGATGGTACGGTTATCACCATCAAAATGAGC
AGGGGTCAGGATATGCAGCCGACCTGAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGAGATTACTAACAAAGTAAA
TTCTGTTATTGAAAAGATGAATACACAGTTCACAGCAGTAGGTAAAGAGTTCAACCACCTGGAAAAAAGA
ATAGAGAATTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGTTTCCTGGACATTTGGACTTACAATGCCGAACTGTTGG
TTCTATTGGAAAATGAAAGAACTTTGGACTACCACGATTCAAATGTGAAGAACTTATATGAAAAGGTAAG
AAGCCAGTTAAAAAACAATGCCAAGGAAATTGGAAACGGCTGCTTTGAATTTTACCACAAATGCGATAAC
ACGTGCATGGAAAGTGTCAAAAATGGGACTTATGACTACCCAAAATACTCAGAGGAAGCAAAATTAAACA
GAGAAGAAATAGATGGGGTAAAGCTGGAATCAACAAGGATTTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGT
CGCCAGTTCATTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAATCAGTTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCTA
CAGTGTAGAATATGTATTTAA

GGCGATCTATTCAACTGTCGCCAG
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Liite 3

Aluke-ehdotukset influenssa A M-geelille, halutun tuotteen pituus on 701 bp

Primer3 Output
PRIMER PICKING RESULTS FOR H3N2 M

No mispriming library specified

Using 1-based sequence positions

OLIGO start len tm gc% any 3'seq

LEFT PRIMER 255 20 60.13 45.00 4.00 2.00 TGGGAATGGAGACCCAAATA
RIGHT PRIMER 955 20 59.90 55.00 6.00 3.00 ACTGTCGTCAGCATCCACAG
SEQUENCE SIZE: 982

INCLUDED REGION SIZE: 982

PRODUCT SIZE: 701, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
TARGETS (start, len)*: 599,2
1 ATGAGCCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTATGTTCTCTCTATCGTTCCATCAGGCCCCCTC
61 AAAGCCGAGATCGCGCAGAGACTTGAAGATGTCTTTGCTGGGAAAAACACAGATCTTGAG
121 GCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATTCTGTCACCTCTGACTAAGGGGATTTTG
181 GGGTTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTC
241 CAAAATGCCCTCAATGGGAATGGAGACCCAAATAACATGGACAAAGCAGTTAAACTGTAT
SSSSSSSSSS>SS>>>>>>>

301 AGGAAACTTAAGAGGGAGATAACGTTCCATGGGGCCAAAGAAATAGCTCTCAGTTATTCT
361 GCTGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGCCTCATATACAATAGGATGGGGGCTGTAACCACT
421 GAAGTGGCATTTGGCCTGGTATGTGCAACATGTGAGCAGATTGCTGACTCCCAGCACAGG
481 TCTCATAGGCAGATGGTGGCAACAACCAATCCATTAATAAAACATGAGAACAGAATGGTT
541 TTGGCCAGCACTACAGCTAAGGSTATGGAGCAAATGGCTGGATCAAGTGAACAGGCAGCG
601 GAGGCCATGGAGATTGCTAGTCAGGCCAGGCAGATGGTGCAGGCAATGAGAGCCATTGGG
661 ACTCATCCTAGTTCCAGTACTGGTCTAAGAGATGATCTTCTTGAAAATTTGCAGACCTAT
721 CAGAAACGAATGGGGGTGCAGATGCAACGATTCAAGTGACCCGCTTGTTGTTGCCGCGAA
781 TATCATTGGGATCTTGCACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTTTTCAAATGCGT
841 CTATCGACTCTTCAAACACGGCCTTAAAAGAGGCCCTTCTACGGAAGGAGTACCTGAGTC
901 TATGAGGGAAGAATATCGAAAGGAACAGCAGAATGCTGTGGATGCTGACGACAGTCATTT

<LLLLL L LL L L L L L L

961TGTCAGCATAGAGTTGGAGTAA
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Liite 4

Aluke-ehdotukset influenssa A M-geelille, halutun tuotteen pituus on 889 bp

Primer3 Output
PRIMER PICKING RESULTS FOR H3N2 M

No mispriming library specified

Using 1-based sequence positions

OLIGO start len tm gc% any 3'seq

LEFT PRIMER 67 19 59.83 57.89 4.00 3.00 GAGATCGCGCAGAGACTTG
RIGHT PRIMER 955 20 59.90 55.00 6.00 3.00 ACTGTCGTCAGCATCCACAG
SEQUENCE SIZE: 982

INCLUDED REGION SIZE: 982

PRODUCT SIZE: 889, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 2.00

1 ATGAGCCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTATGTTCTCTCTATCGTTCCATCAGGCCCCCTC

61 AAAGCCGAGATCGCGCAGAGACTTGAAGATGTCTTTGCTGGGAAAAACACAGATCTTGAG

SESSSS>>>>>>>>>>>>>

121 GCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATTCTGTCACCTCTGACTAAGGGGATTTTG

181 GGGTTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTC

241 CAAAATGCCCTCAATGGGAATGGAGACCCAAATAACATGGACAAAGCAGTTAAACTGTAT

301 AGGAAACTTAAGAGGGAGATAACGTTCCATGGGGCCAAAGAAATAGCTCTCAGTTATTCT

361 GCTGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGCCTCATATACAATAGGATGGGGGCTGTAACCACT

421 GAAGTGGCATTTGGCCTGGTATGTGCAACATGTGAGCAGATTGCTGACTCCCAGCACAGG

481 TCTCATAGGCAGATGGTGGCAACAACCAATCCATTAATAAAACATGAGAACAGAATGGTT

541 TTGGCCAGCACTACAGCTAAGGCTATGGAGCAAATGGCTGGATCAAGTGAACAGGCAGCG

601 GAGGCCATGGAGATTGCTAGTCAGGCCAGGCAGATGGTGCAGGCAATGAGAGCCATTGGG

661 ACTCATCCTAGTTCCAGTACTGGTCTAAGAGATGATCTTCTTGAAAATTTGCAGACCTAT

721 CAGAAACGAATGGGGGTGCAGATGCAACGATTCAAGTGACCCGCTTGTTGTTGCCGCGAA

781 TATCATTGGGATCTTGCACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTTTTCAAATGCGT

841 CTATCGACTCTTCAAACACGGCCTTAAAAGAGGCCCTTCTACGGAAGGAGTACCTGAGTC

901 TATGAGGGAAGAATATCGAAAGGAACAGCAGAATGCTGTGGATGCTGACGACAGTCATTT

<LLLLLLLLLLLLLLLLLLS

961TGTCAGCATAGAGTTGGAGTA
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Liite 5

Aluke-ehdotukset HLN1-virusen H-geenille, halutun tuotteen pituus on 902bp

PRIMER PICKING RESULTS FOR HIN1 H

No mispriming library specified
Using 1-based sequence positions
OLIGO start len tm gc% any 3'seq

LEFT PRIMER 773 21 59.70 42.86 6.00 2.00 CATTCGAAGCAACTGGAAATC
RIGHT PRIMER 1674 21 60.08 47.62 2.00 1.00 CCCATTAGAGCACATCCAGAA

SEQUENCE SIZE: 1701
INCLUDED REGION SIZE: 1701

PRODUCT SIZE: 902, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
TARGETS (start, len)*: 1030,2

1 ATGGAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTATATACATTTGCAACCGCAAATGCAGACACATTA
61 TGTATAGGTTATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTAGACACAGTACTAGAAAAGAAT
121 GTAACAGTAACACACTCTGTTAACCTTCTAGAAGACAAGCATAACGGGAAACTATGCAAA
181 CTAAGAGGGGTAGCCCCATTGCATTTGGGTAAATGTAACATTGCTGGCTGGATCCTGGGA
241 AATCCAGAGTGTGAATCACTCTCCACAGCAAGCTCATGGTCCTACATTGTGGAAACATCT
301 AGTTCAGACAATGGAACGTGTTACCCAGGAGATTTCATCGATTATGAGGAGCTAAGAGAG
361 CAATTGAGCTCAGTGTCATCATTTGAAAGGTTTGAGATATTCCCCAAGACAAGTTCATGG
421 CCCAATCATGACTCGAACAAAGGTGTAACGGCAGCATGTCCTCATGCTGGAGCAAAAAGC
481 TTCTACAAAAATTTAATATGGCTAGTTAAAAAAGGAAATTCATACCCAAAGCTCAGCAAA
541 TCCTACATTAATGATAAAGGGAAAGAAGTCCTCGTGCTATGGGGCATTCACCATCCATCT
601 ACTAGTGCTGACCAACAAAGTCTCTATCAGAATGCAGATGCATATGTTTTTGTGGGGTCA
661 TCAAGATACAGCAAGAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAATAAGACCCAAAGTGAGGGATCAA
721 GAAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTAGTAGAGCCGGGAGACAAAATAACATTCGAA

>>>>>>>>

781 GCAACTGGAAATCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCGCAATGGAAAGAAATGCTGGATCT
SSSSS>>>>>>>>

841 GGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCACGATTGCAATACAACTTGTCAGACACCCAAG
901 GGTGCTATAAACACCAGCCTCCCATTTCATAATATACATCCGATCACAATTGGAAAATGT
961 CCAAAATATGTAAAAAGCACAAAATTGAGACTGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCT
1021 ATIE:AATCTAGAGGCCTA'I'I'TGGGGCCATTGCCGGTI'TCATTGAAGGGGGGTGGACAGGG
1081 ATGGTAGATGGATGGTACGGTTATCACCATCAAAATGAGCAGGGGTCAGGATATGCAGCC
1141 GACCTGAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGAGATTACTAACAAAGTAAATTCTGTTATT
1201 GAAAAGATGAATACACAGTTCACAGCAGTAGGTAAAGAGTTCAACCACCTGGAAAAAAGA
1261 ATAGAGAATTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGTTTCCTGGACATTTGGACTTACAATGCC
1321 GAACTGTTGGTTCTATTGGAAAATGAAAGAACTTTGGACTACCACGATTCAAATGTGAAG
1381 AACTTATATGAAAAGGTAAGAAGCCAGTTAAAAAACAATGCCAAGGAAATTGGAAACGGC
1441 TGCTTTGAATTTTACCACAAATGCGATAACACGTGCATGGAAAGTGTCAAAAATGGGACT
1501 TATGACTACCCAAAATACTCAGAGGAAGCAAAATTAAACAGAGAAGAAATAGATGGGGTA
1561 AAGCTGGAATCAACAAGGATTTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCA
1621 TTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAATCAGTTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCTA

<<LLLLLLLLLLLLLLLLLLL

1681CAGTGTAGAATATGTATTT
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Liite 6

Aluke-ehdotukset H1IN1-vituksen H-geenille, halutun tuotteen pituus on 1634bp

Primer3 Output

PRIMER PICKING RESULTS FOR HIN1 H

No mispriming library specified

Using 1-based sequence positions

OLIGO start len tm gc% any 3'seq

LEFT PRIMER 41 20 60.67 45.00 4.00 2.00 CCGCAAATGCAGACACATTA
RIGHT PRIMER 1674 21 60.08 47.62 2.00 1.00 CCCATTAGAGCACATCCAGAA
SEQUENCE SIZE: 1701

INCLUDED REGION SIZE: 1701

PRODUCT SIZE: 1634, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
TARGETS (start, len)*: 1599,2

1 ATGGAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTATATACATTTGCAACCGCAAATGCAGACACATTA
SESSSSSSSSSSSSSS>>>>

61 TGTATAGGTTATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTAGACACAGTACTAGAAAAGAAT
121 GTAACAGTAACACACTCTGTTAACCTTCTAGAAGACAAGCATAACGGGAAACTATGCAAA
181 CTAAGAGGGGTAGCCCCATTGCATTTGGGTAAATGTAACATTGCTGGCTGGATCCTGGGA
241 AATCCAGAGTGTGAATCACTCTCCACAGCAAGCTCATGGTCCTACATTGTGGAAACATCT
301 AGTTCAGACAATGGAACGTGTTACCCAGGAGATTTCATCGATTATGAGGAGCTAAGAGAG
361 CAATTGAGCTCAGTGTCATCATTTGAAAGGTTTGAGATATTCCCCAAGACAAGTTCATGG
421 CCCAATCATGACTCGAACAAAGGTGTAACGGCAGCATGTCCTCATGCTGGAGCAAAAAGC
481 TTCTACAAAAATTTAATATGGCTAGTTAAAAAAGGAAATTCATACCCAAAGCTCAGCAAA
541 TCCTACATTAATGATAAAGGGAAAGAAGTCCTCGTGCTATGGGGCATTCACCATCCATCT
601 ACTAGTGCTGACCAACAAAGTCTCTATCAGAATGCAGATGCATATGTTTTTGTGGGGTCA
661 TCAAGATACAGCAAGAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAATAAGACCCAAAGTGAGGGATCAA
721 GAAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTAGTAGAGCCGGGAGACAAAATAACATTCGAA
781 GCAACTGGAAATCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCGCAATGGAAAGAAATGCTGGATCT
841 GGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCACGATTGCAATACAACTTGTCAGACACCCAAG
901 GGTGCTATAAACACCAGCCTCCCATTTCATAATATACATCCGATCACAATTGGAAAATGT
961 CCAAAATATGTAAAAAGCACAAAATTGAGACTGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCT
1021 ATTCAATCTAGAGGCCTATTTGGGGCCATTGCCGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACAGGG
1081 ATGGTAGATGGATGGTACGGTTATCACCATCAAAATGAGCAGGGGTCAGGATATGCAGCC
1141 GACCTGAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGAGATTACTAACAAAGTAAATTCTGTTATT
1201 GAAAAGATGAATACACAGTTCACAGCAGTAGGTAAAGAGTTCAACCACCTGGAAAAAAGA
1261 ATAGAGAATTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGTTTCCTGGACATTTGGACTTACAATGCC
1321 GAACTGTTGGTTCTATTGGAAAATGAAAGAACTTTGGACTACCACGATTCAAATGTGAAG
1381 AACTTATATGAAAAGGTAAGAAGCCAGTTAAAAAACAATGCCAAGGAAATTGGAAACGGC
1441 TGCTTTGAATTTTACCACAAATGCGATAACACGTGCATGGAAAGTGTCAAAAATGGGACT
1501 TATGACTACCCAAAATACTCAGAGGAAGCAAAATTAAACAGAGAAGAAATAGATGGGGTA
1561 AAGCTG GAATCAACjAGGATFTACCAGATTI’TG GCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCA
1621 TTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAATCAGTTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCTA

<LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL

1681CAGTGTAGAATAT

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva
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pCR4 TOPO-plasmidivektori

Map of pCR®4-TOPO®

pCR®4-TOPO® Map The map below shows the features of pCR#4-TOPO® and the sequence
surrounding the TOPO® Cloning site. Restriction sites are labeled to indicate the
actual cleavage site. The complete sequence of pCR®4-TOPO® is available for
downloading from our Web site (www.invitrogen.com) or by contacting
Technical Service (page 27).

Lacsa initiation codan
M13 Reverse priming sita T3 priming site

201 CACACAGGRR ACAGCTATGE CCATGATTAC GCCAAGCTCA GRATTAACCC TCACTARARAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

Spe | Pst | Pmel EcoR | EcoR | Not |

| | | | |
261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGRATTCGC CCTTIEECEERLGGGC GAATTCGOGG
CTGATCAGGA CGTCCABATT TGCTTAAGCG GGAPMMACLISEMTTCCCG CTTAAGCGCC

TT7 priming site M13 Forward (-20) priming site
3N \‘LTLTGLTTMTT L'IP.I'L'ITL“_GIL'IL'IL“_ TATAGTGAGT L'IG'IP.T'IE’!J.'IP.D. 'ITL'E’L'L“_'IGGCL'I L'}'1'L“_G'1''1"1"1'.T'LL“_I

GGCGATTTAR GTTAAGCGGE ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGGE CAGCAARATG

pCR°4-TOPO®
| 3956 bp

Comments for pCR®4-TOPO®
3956 nucleotides
lac promater region: bases 2-216
CAP binding site: bases 85-132 —

RMNA polymerase binding site: bases 133-178

Lac repressor binding site: bases 179-199
Start of transcription: base 179
M13 Reverse priming site: bases 205-221
LacZa-ccdB gene fusion: bases 217-810
LacZa portion of fusion: bases 217-497
ccdB portion of fusion: bases 508-810
T3 priming site: bases 243-262
TOPO® Cloning site: bases 294-295
T7 priming site: bases 328-347
M13 Forward (-20) priming site: bases 355-370
Kanamycin promoter: bases 1021-1070
Kanamycin resistance gene: bases 1159-1953
Ampicillin (bla) resistance gene: bases 2203-3063 (c)
Ampicillin (bla) promoter: bases 3064-3160 (c)
pUC origin: bases 3161-3834

(c) = complementary strand

(Invitrogene 2011)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva



Sekvensointireaktion reaktioseokset

Nayte Maara(ul) | Aluke pl | Maara(pl) | Vesi (ul)
M2 2,3|M13R 3,7
M2 2,3|M13F 3,7
M2 2,3 | F900 1 2,7
M3 2,4/M13R 3,6
M3 2,4 M13 F 3,6
M3 2,4 | F900 1 2,6
H13 3,8 M13R 2,2
H13 3,8 M13 F 2,2
H13 3,8 | HF 1 1,2
H17 4,5|M13R 1,5
H17 4,5|M13F 1,5
H17 4,5 | HF 1 0,5

Jokaisen reaktion lopullinen tilavuus oli 6pl.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva
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M-geenin sekvenssi pCR4 TOPO vektorissa M13R-alukkeella

>BTK06340004(c)EBR())M3(p)M13R(s)0911040RSEQ1.026.ab1

TWTCYWGATTACCTCACTAAAGGGACTAGTCCTGCAGGTTTAAAC-
GAATTCGCCCTTACTGTCETCAGCATCCACAG CAC

TCTGCTGTTCCTTTCGATATTCTTCCCTCATAGACTTTGGCACTCCTTCCGTA-
GAAGGCCCTCCTTTCAGTCCGTATTTA

AAGCGACGGTAAATGCATTTGAAAAAAAGACGATCAAGAATCCACAATGTCAAGTGCAA-
GATCCCAATGATATTTGCGGC

AATAGTGAGAGGATCACTTGAACCGTTGCATCTGCACCCCCATTCGTTTCTGA-
TAGGCCTGCAAATTTTCAAGAAGATCA

TTTTTCAGACCAGCACTGGAGCTAGGATGAGTCCCAATGGTTCTCATCGCTTGCAC-
CATTTGTCTAGCCTGACTAGCAAC

CTCCATGGCCTCTGCTGCTTGCTCACTTGATCCAGCCATTTGCTCCA-
TAGCCTTAGCTGTAGTGCTGGCTAAAACCATTC

TGTTCTCATGTCTGATTAGTGGATTGGTTGTTGTCACCATTTGCCTATGAGACC-
GATGCTGGGAGTCAGCAATCTGTTCA

CAGGTTGCACATACCAGGCCAAATGCCACTTCAGTGGTCACAGCCCCCATCCTGTTGTA-
TATGAGGCCCATACAACTGGC

AAGTGCACCAGCAGAATAACTGAGTGAGATTTCTTTGGCCCCATG-
GAATGTTATCTCCCTCTTGAGCTTCCTATACAGTT

TAACTGCTTTGTCCATGTTATTTGGATCCCCGTTCCCATTAAGGGCATTTTGGA-
CAAAGCGTCTACGCTGCAGTCCTCGC

TCACTGGGCACGGTGAGCGTGAACACAAATCCTAAAATCCCCTTAGTCAGAGGTGACAG-
GATTGGTCTTGTCTTTAGCCA

TTCCATGAGAACCTCAAGATCGGTGTTCTTCCCTGCAAAGA-
CATCTTCAAGTCTCTEGCEEEATETEAAGGGCGAATTCGC

GGGCGCTAAATTCAATTCGCCTAWAGTGAGTCGTAWTAMAATTCACTGGGCGTCGTTA-
CAACGTCGTGACTGGGAAAACC

CTGGCGTTACAACTAATCGCTTGSAGAMATTCTCCTTCGCCAGCTKGCGTAWARCGA-
GAAGGGCCGCACCGATTGCTTCA

CAGTTGGCAGCTAYGGTACGCAGTTAAGGTTACACTAAAA-
GATGCTWCCGTTGAGTTCACGTATAATG

AATTCGCCCTT Alue Eco R I-leikkauskohdasta inserttiin

5 - ACICICCICACOATCOABAE -3’ Inf AM R 889-alukkeen sekvenssi
5 CAACTCICTICCEEEMIGHE-3' Inf A M F889-alukkeen kaanteinen sekvenssi

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva
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Nayte H13. H-geenin sekvenssi M13F-alukeella

>BTK06340014(c)EBR(t)H13(p)M13F(s)0911040RSEQ1.031.ab1

TAWAGTWWGGGCGATTGATTTAGCGGCCGCGAATTCGCCCTTEATICCAAS!
TAGTGGTACCGAGATAT

GCATTCGCAATGGAAAGAAATGCTGGATCTGGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCAC-
GATTGCAATACAACTTGTCA

GACACCCAAGGGTGCTATAAACACCAGCCTCCCATTTCAGAATATACATCCGATCA-
CAATTGGAAAATGTCCAAAATATG

TAAAAAGCACAAAATTGAGACTGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTA-
GAGGCCTATTTGGGGCCATT

GCCGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACAGGGATGGTAGATGGATGGTACGGTTATCAC-
CATCAAAATGAGCAGGGGTCAGG

ATATGCAGCCGACCTGAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGAGATTACTAACAAAG-
TAAATTCTGTTATTGAAAAGATGA

ATACACAGTTCACAGCAGTAGGTAAAGAGTTCAACCACCTGGAAAAAAGAATAGAGAATT-
TAAATAAAAAAGTTGGTGAT

GGTTTCCTGGACATTTGGACTTACAATGCCGAACTGTTGGTTCTATTGGAAAATGAAA-
GAACTTTGGACTACCACGATTC

AAATGTGAAGAACTTATATGAAAAGGTAAGAAACCAGTTAAAAAACAATGCCAAG-
GAAATTGGAAACGGCTGCTTTGAAT

TTTACCACAAATGCGATAACACGTGCATGGAAAGTGTCAAAAATGGGACTTATGACTACC-
CAAAATACTCAGAGGAAGCA

AAATTAAACAGAGAAGAAATAGATGGGGTAAAGCTGGAATCAACAAGGATTTACCA-
GATTTTGGCGATCTATTCAACTGT

CGCCAGTTCATTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAAT-
CAGTCTCEATETECCTCTAATEEEAAGGGCGAATTCGTTAA

ACCTGCAGACTAGTCCCTTAGTGRAGGGTAATTCTGAGCTGGCGTAWCATGGTCA-
WAGCTGTTTCCTGKGTGAATGKTAT

CCGCTCACATTCCMMMCAAMATACGAGTCGGAAGMATAAG-
TAAGCCTGGGGTGCCTAWRGTGAGCTAYCCATAATGSGTT

GCTMTGCGCGTCATCGGAACCCTTGCATGCTATGAATGCACMCGGAGC
AATTCGCCCTT 1196 bp:n eméksesta lahteva alue H-geeni-insertin jalkeen
5-CATICCAACCAACTEEAARTE -3° H1N1 H F-aluke

3- CICEATCICCICIARIEGEE 5 H1N1 H R-alukkeen kaanteinen sekvenssi

AAGGGCG 287-294 bp:n alue yhdistelma-DNA-plasmidissa

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva
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Nayte H 13 H-geenin sekvenssi M13R-alukkeella (jatkuu)

>BTK06340006(c)EBR(t)H13(p)M13R(s)0911040RSEQ1.027.ab1

CYCCAGATTACCCTCACTAAAGGGACTAGTCCTGCAGGTTTAAAC-
GAATTCGCCCTTECCATTACACCACATCCAGAAAC

TGATTGCCCCCAGGGAGACTACCAGTACCAATGAACTGGCGACAGTTGAATA-
GATCGCCAAAATCTGGTAAATCCTTGTT

GATTCCAGCTTTACCCCATCTATTTCTTCTCTGTTTAATTTTGCTTCCTCTGAG-
TATTTTGGGTAGTCATAAGTCCCATT

TTTGACACTTTCCATGCACGTGTTATCGCATTTGTGGTAAAATTCAAAG-
CAGCCGTTTCCAATTTCCTTGGCATTGTTTT

TTAACTGGTTTCTTACCTTTTCATATAAGTTCTTCA-
CATTTGAATCGTGGTAGTCCAAAGTTCTTTCATTTTCCAATAGA

ACCAACAGTTCGGCATTGTAAGTCCAAATGTCCAGGAAACCATCACCAACTTTTTTATT-
TAAATTCTCTATTCTTTTTTC

CAGGTGGTTGAACTCTTTACCTACTGCTGTGAACTGTGTATTCATCTTTTCAATAACA-
GAATTTACTTTGTTAGTAATCT

CGTCAATGGCATTCTGTGTGCTCTTCAGGTCGGCTGCA-
TATCCTGACCCCTGSTCATTTTGATGGTGATAACCGTACCAT

CCATCTACCATCCCTGTCCACCCCCCTTCAATGAAACCGGSAATGGCCCCAAA-
TAGGCCTCTAGATTGAATAGACGGGAC

ATTCCTCAATCCTGTGGCCAGTCTCAATTTTGTGCTTTTTACATATTTTGGA-
CATTTTCCAATTGTGATCGGATGTATAT

TCTGAAATGGGAGGCTGGTGTTTATAGCACCCTTGGGTGTCTGA-
CAAGTTGTATTGCAATCGTGGACTGGTGTATCTGAA

ATGATAATACCAGATCCAGCATTTCTTTCCATTGCGAATGCATATCTCGGTACCACTA-
A

AGGGCGAATTCGCGGCCGCTAAATTCAATTCGCCCTWWAGT-
GAGTCGTATTWMMATTCMCTGGGCCGTCGTTTTACAACG

TCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTWCCCMACTTAWTCGCCTTGSAGCACA-
TYCCCTTTCKTCAGCTGGSGTAWTAGCGA

GAGGACCGCACCGATYGCCCTTYCAACAGTGSKCAGCTTATACGTACGGCAGTTAAGTTA-
CACTATAAAGAGAGAGAGCC

GTWTCGCTYCKCTGATA

AATTCGCCCTT alue Eco R I:n leikkauskohdasta inserttiin

5- CCCATTAGAGCACATCCAGAA-3 H1N1 H R-aluke

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva
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Nayte H 13 H-geenin sekvenssi M13R-alukkeella (jatkuu)

3 CATTICCACTICOTICEARTE -5 H1N1 H F-alukkeen kaanteinen sekvenssi

AAGGGCG plasmidin alue insertista Eco R l:in

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva



Liite 12

Nayte H 17 H-geenin sekvenssi M13R-alukkeella (jatkuu)

>BTK06340008(c)EBR()H17(p)M13R(s)0911040RSEQ1.028.ab1

CYRCATTACCTCACTAAAGGGACTAGTCCTGCAGGTTTAAACGAATTCGCCCTTEOORIE
ACTGA

TTGCCCCCAGGGAGACTACCAGTACCAATGAACTGGCGACAGTTGAATA-
GATCGCCAAAATCTGGTAAATCCTTGTTGAT

TCCAGCTTTACCCCATCTATTTCTTCTCTGTTTAATTTTGCTTCCTCTGAG-
TATTTTGGGTAGTCATAAGTCCCATTTTT

GACACTTTCCATGCACGCGTTATCGCATTTGTGGTAAAATTCAAAG-
CAGCCGTTTCCAATTTCCTTGGCATTGTTTTTTA

ACTGGTTTCTTACCTTTTCATATAAGTTCTTCA-
CATTTGAATCGTGGTAGTCCAAAGTTCTTTCATTTTCCAATAGAACC

AACAGTTCGGCATTGTAAGTCCAAATGTCCAGGAAACCATCATCAACTTTTTTATT-
TAAATTCTCTATTCTTTTTTCCAG

GTGGTTGAACTCTTTACCTACTGCTGTGAACTGTGTATTCATCTTTTCAATAACAGAATT-
TACTTTGTTAGTAATCTCGT

CAATGGCATTCTGTGTGCTCTTCAGGTCGGCTGCA-
TATCCTGACCCCTGCTCATTTTGATGGTGATAACCGTACCATCCA

TCTACCATCCCTGTCCACCCCCCTTCAATGAAACCGGCAATGGCCCCAAATAGGCCTCTA-
GATTGAATAGACGGGACATT

CCTCAATCCTGTGGCCAGTCTCAATTTTGTGCTTTTTACATATTTTGGA-
CATTTTCCAATTGTGATCGGATGTATATTCT

GAAATGGGAGGCTGGTGTTTATAGCACCCTTGGGTGTCTGA-
CAAGTTGTATTGCAATCGTGGACTGGTGTATCTGAAATG

ATAATACCAGATCCAGCATTTCTTTCCATTGCGAATGCATATCTCGGTACCACTA-

GATTTCCAGTTGCTTCGAATGAAGG

GCGAATTCGCGGGCGCTAAATTCAATTCGCCCTAWTAGTGAGTCGTATTACAATT-
CACTGGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGCGTTACCMACTTAATCGCCTTGCAGACATCCCCTTYGY-
CAGCTGCGTAATAGCGAAGCCGCA

CCGATCGCCCTTCCCAMCAGTTGSCAGCTATMSGTACGCSAGGTTAGGATARCCTTA-
CAAAAGAARTGCGSWATCCGTTG

GAGTACAGTGAATTGGAAAKC

AATTCGCCCTT alue Eco R I:n leikkauskohdasta inserttiin

5'- COCATIACACCACATEEAGAA-3' H1IN1 H R-aluke

3-CATHICCACTICORICEARTE -5 HIN1 H F-alukkeen kaanteinen sekvenssi

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva
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Nayte H 17 H-geenin sekvenssi M13R-alukkeella (jatkuu)

AAGGGCG plasmidin alue insertista Eco R l:in

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva
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Nayte His. H-geenin sekvenssi M13F-alukeella (jatkuu)

>BTK06340016(c)EBR(t)H17(p)M13F(s)0911040RSEQ1.032.ab1

TWCAWTGGGGCGATTGATTTAGCGGCCGCGAATTCGCCCTTEATICCAAS!
TAGTGGTWCCGAGATATG

CATTCGCAATGGAAAGAAATGCTGGATCTGGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCAC-
GATTGCAATACAACTTGTCAG

ACACCCAAGGGTGCTATAAACACCAGCCTCCCATTTCAGAATATACATCCGATCA-
CAATTGGAAAATGTCCAAAATATGT

AAAAAGCACAAAATTGAGACTGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTA-
GAGGCCTATTTGGGGCCATTG

CCGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACAGGGATGGTAGATGGATGGTACGGTTATCACCAT-
CAAAATGAGCAGGGGTCAGGA

TATGCAGCCGACCTGAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGAGATTACTAACAAAG-
TAAATTCTGTTATTGAAAAGATGAA

TACACAGTTCACAGCAGTAGGTAAAGAGTTCAACCACCTGGAAAAAAGAATAGAGAATT-
TAAATAAAAAAGTTGATGATG

GTTTCCTGGACATTTGGACTTACAATGCCGAACTGTTGGTTCTATTGGAAAATGAAA-
GAACTTTGGACTACCACGATTCA

AATGTGAAGAACTTATATGAAAAGGTAAGAAACCAGTTAAAAAACAATGCCAAG-
GAAATTGGAAACGGCTGCTTTGAATT

TTACCACAAATGCGATAACGCGTGCATGGAAAGTGTCAAAAATGGGACTTATGACTACC-
CAAAATACTCAGAGGAAGCAA

AATTAAACAGAGAAGAAATAGATGGGGTAAAGCTGGAATCAACAAGGATTTACCA-
GATTTTGGCGATCTATTCAACTGTC

GCCAGTTCATTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAAT-
CAGTRICTCEATETECCTCTAATEEEAAGGGCGAATTCGTTTA

AACCTGCAGGACTAGTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCTGAGCTTGGCGTAATCATGGTCA-
TAGCTGTTTCCTGKKGTGAA

TTGTTATCCGSYCCACAATTCCMMMCMAMMATACGAGCGAGCATAATG-
TAAGCCTGGGGTGCTATGRTGAGCTACTCACA

TAATTGCGTTGGCTMTGGCCGSCTTYWRTCCGGAACGTCTGCACTGCATATGTAATCAG-
CAACRCACGAGGA

AATTCGCCCTT 1196 bp:n eméaksesta lahteva alue H-geeni-insertin jalkeen

5 CATTCCAACCAACTECARAATE -3 H1N1 H F-aluke
3- HICICECATCTCCICIARTEEE-5 H1N1 H R-alukkeen kaanteinen sekvenssi

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva
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Nayte His. H-geenin sekvenssi M13F-alukeella (jatkuu)

AAGGGCG 287-294 bp:n alue yhdistelma-DNA-plasmidissa

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jelena Jakovleva
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Restriktioentsyymien katkaisukohdat influenssa A/H1N1-viruksen H-geenissa

' ENCGLAND

S

v

[Back to main
display

Single cutters

HI1N1 Hgene 902bp

Number of cuts | = =

1 oK |

E Help l l Comments

Sort order: |A|phabetica|

Save as text file_|

I o# Enzyme Specificity Sf:;e;kiz ' (blurftj lft p;)}s\:tl_o?’n'sen t)
| 1] Acc65l GGTAC,C B list *26/30
I 2| Acul | CTGAAG (N) 14 NN~ list 393/391

3 Aflml__ [aTRver | st 697701

ARV e e —— _ -
CsiAawl GaAy"‘I‘EKm:N T o |
| 6] AIWNI | CAGNNNCTG T st 883/880
|7 Bael | .0 s (N) 10ACNNNNGTAYC (N)7_(N)s” | list 76/71+109/104
. 8| Banl | Grevrc.c ) | List *26/30
i 9| BeeAl laccec (M) 1a°ww, 1 ILS_'E %680/682

10 | BsaAl YACIGTR list *700

11 | BspCNI | CTCAG (N) 7 NN” list 759/757

12 | BspQI | GCTCTTCNNNN list '369/372

13 | BsrFI | R7ccee Y list *279/283
{14 | BstBI | TTTCe 2n - list *4/6

15 | BstXI | CCAN_NNNN'NTGG list 848/844

16 | BstYI RTGATC_Y list 63/67

17 | CviAIl CAT G list 704/706

18 | Ddel | cTNAG list 746/749 N
19 | Dral i TTT]AAAR ~ list 499 _
120 | Eael Y'GecCR Tlist  220/224
2.21 Bl O list  369/372
122 EcoP15I | CAGCAG(0as™™N, list 481/483
123 | Fatl | Tcate, ' list 703/707 _
' 24 | Hpall { c"ca o | list *280/282
|25 |Hphl | GETGA(N) 7N Wlis‘t 324/323
126 ‘_prAV " | cerTC (N) s.NT 1 h_st T 285/284

27 HpyCH4IV | Ace,tr T list  *699/701
128 | Kpnl G,GTAC™C list 30/26
129 Mfel  lcaaTTG list 175179
130 Mscl | Teelcca | list 222
{31 Mspl [ cTcee - f“hst 280/282
132 Nlal | .caTe” - ' ) -
133 Nsil |aTecaT - C U List 41737 -
34 PAMI coanpmwNies list 818/815
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Restriktioentsyymien katkaisukohdat influenssa A/H1N1-viruksen H-geenissa (jatkuu)

136

{ cACTGTG

http://tools.neb.com/NEBcutter2/listbycuts.php?nam

GCTCTTCN NNN

{38

40

3715

39§

G'GNC,C

| ATTTTARAT

i

| dist *700

list 271/274

g
i

| list 499

list 262

T7CG A

list 4/6

41 |

TCTAG A

list 255/259
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Liite 15

Restriktioentsyymien katkaisukohdat pCR4- TOPO-plasmidissa

LabLife - Vector Database Sequence - pCR4-TOPO

https:/www.lablife.org/ct/a=viewvecseqasola=ood /& view=

<‘ [{u \;:t;:r Database T
| Vector Database > pCR4-TOPO > Sequence
{
|
i -
% Restriction Digest
4 See list of enzymes used for this page.
| All Cutters | Unigue Cutters | Non-Cutters | Circular Digest (all enzymes) | Linear Digest (all enzymes)
All cutters:
Acll Cuts after 2502, 2875
Aflll Cuts after 292
i Apall Cuts after 617, 2943, 3517
i Apol Cuts after 283, 301, 316, 321
| Asel Cuts after 47, 106, 2448
- . Bell Cuts after 1128
: Bme1580! Cuts after 621, 1230, 1233, 1323, 1326, 2947, 3521
! BsaHI Cuts after 1039, 1287, 2813, 2816
| BsiEl Cuts after 311, 471, 1196, 2646, 2794, 2795, 3496, 3497, 3520, 3921
| Bsiwi Cuts after 501
i BspHI Cuts after 2108, 3111
i BsrGl Cuts after 561
1} Btgl Cuts after 1719
i P_rgj_ Cuts after 278, 2142, 2161, 2853
| Eael Cuts after 36, 41, 308, 356, 361, 611, 707, 1193, 1367, 1758, 1763, 1785, 1790, 2664, 2669
. Eagl Cuts after 308, 1183
| EcoRI Cuts after 283, 301,
| Fspl Cuts after 490, 1389, 2498
| Haell Cuts after 5, 1042, 1290, 3588, 3591
. Kasl Cuts after 1038, 1286
| Mscl Cuts after 613, 709, 1369
MspA1l Cuts after 55, 440, 1033, 1393, 2911, 2912, 3248, 3249, 3493, 3494
Nael Cuts after 1789
e Narl Cuts after 1039, 1287
] Ncol Cuts after 1719
! NgoMIV Cuts after 1787
| Notl Cuts after 308,
. Nspl Cuts after 1692, 3835
! Pil Cuts after 3831
" Pmel Cuts after 278
; sl Cuts after 273
Pvul Cuts after 471, 2646
Pvull Cuts after 55, 440, 1033, 1393
Sbfl Cuts after 273
Scal Cuts after 2756
L Sfel Cuts after 269, 330, 2517, 2522, 3375, 3380, 3566, 3571
| Sfol Cuts after 1040, 1288
Smill Cuts after 292, 1678, 1683, 2896, 2901, 3186, 3191, 3463, 3468, 3725, 3730
| SnaBl Cuts after 501
Spel Cuts after 262
Sphl Cuts after 1682
Sspl Cuts after 3080
For enzymes that cut at the circular sequence boundary, see Circular Digest.

Last modified: 04/15/2008 08:43 EDT

|
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Restriktioentsyymien katkaisukohdat influenssa A-viruksen M-geenin sekvenssissa

(jatkuu)
utter http://tools.neb.com/NEBcutter2/listbycuts.php?name=90fe02
%’x\r{im
Labs. Single cutters
[Bg'ck to main unnamed sequence
display] R Il A M- jawx
i ‘I {
upiber o} i ‘r i ooortf Alphabetical = Save as text file |
: o !
# | Enzyme Specificity %l;;skiz (hiug:tlttsl"gz?l? 3 ext)]
1 | Accl GT MK, AC list  [*228/230
2 [Acll BA CG,TT list |#322/324
3 Acul E&EAAG(N)M‘NN' list |440/438
4 TATII ¢ rran.G | list  [307/3T1
|5 AfII A CRYG,T list [448/452
6  Ahdl GACNN N NNGTC list [235/234
L_7_ Alel CACNN _ NNGTG list (421
. 8 ApaLl G TGCA,C list [365/369
91 Apol R AATT.Y list 705/709
10  Asel AT TA,AT list [|514/516
{11 | BeceAl ACGGC(N),, NN, list [*874/876
12 Bglll ATGATC,T Tist (1117115
13 Bmrl  ACTGGGNNNN N list |200/199
14 BpulOl | cc macc list  |557/560
115 BpuEl CTTGAG(N) 1 4NN list [136/134
16 BsaXI _NNN"(N) gAC(N) CTCC(N) ,.NNN_ | list |307/304+337/334
17 BsiHKAI | a.wecw'c list 173697365
118 | BsmFI GGGAC(N);, NNNN, list 1672/676
119 Bsml GAATG__CN list [937/935
120  BsrDI GCAATG NN~ list [650/648
21 BstAPl | ccan nwN NTGC list [636/633
{22 Eael ¥ Gece R list |542/546
123 Earl " cTerren M, list |854/857
24 Faul CCCGCNNNN NN, list |%768/770
25 Hhal c.ce’c list |#75/73
126 HinPIl e ce.c C U List  |¥73775
27 | Mimel TCCRAC(N) 1 g NN list [954/952
128 Mscl TGG _CCA list {544
129  Msll CAYNN . NNRTG list [421
130 MspAll cwe.cke list |*598
?lm NmeAIll | GCCGAG(N) ;g NN~ list [90/88
132 | Nspl R_CATG Y list |452/448
33 Pcil a‘cate.T list |448/452
34 'PshAl  cacNN_NNGTC Tlist 951
135 [ Pstl c.reca G | list |224/220 4

18.12.2009
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Restriktioentsyymien katkaisukohdat influenssa A-viruksen M-geenin sekvenssissa
(jatkuu)

tter http://tools.neb.com/NEBcutter2/listbycuts.php?name=90fec02

36  Scal AGT_ACT [ list
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Influenssandytteet 18.8.09 Iahtien (v. 1997 jalkeen syntyneet)

Liite 17

Néytenumero Tulos Syntymévuosi Ottoaika Viikko
MPV__ | ADV 229E/NL63 PIV2 PIV3 PIV1 FluB |[FluA | OC43/HKU1 HRV A/B RSV A RSV B
1 09vD00881 - - - - - 1 - - - - - - 2007 17.8.2009 34
2 09vD00902 - - - - - - - - - - - - 2007 17.8.2009 34
3 09vD00936 - 1 - - - - - - - 1 - - 2000 17.8.2009 34
4 09VvD00953 - - - - - - - - - - - - 2003 18.8.2009 34
5 09VvD01002 - - - - - - - - - - - - 1999 18.8.2009 34
6 09VvD01036 - - - - - - - - - - - - 2006 19.8.2009 34
7 09vD01037 - - - - - - - - - 1 - - 19.8.2009 34
8 09vD01068 - - - - - - - - - 1 - - 2007 19.8.2009 34
9 09vD01109 - - - - - - - - - 1 - - 1997 20.8.2009 34
10 09vD01133 - - - - - - - - - 1 - - 2001 20.8.2009 34
11 09VvDO01137 - - - - - - - - - - - - 2008 20.8.2009 34
12 09vD01174 - 1 - - - - - 1 - 1 - - 2008 21.8.2009 34
13 09vD01206 - - - - - - - - - 1 - - 2008 23.8.2009 34
14 09vD01213 - 1 - - - - - - - 1 - - 2008 22.8.2009 34
15 09vDO01218 - - - - - - - - - - - - 2007 22.8.2009 34
16 09vD01227 - - - - - - - - - 1 - - 2008 23.8.2009 34
17 09VvD01237 - - - - - - - - - - - - 2007 21.8.2009 34
18 09VD01257 - - - - - - - - - 1 - - 2000 24.8.2009 35
19 09VvD01291 - - - - - - - - - - - - 2004 21.8.2009 34
20 09VvDO01311 - - - - - - - - - - - - 1998 25.8.2009 35
21 09VvDO01334 - - - - - - - - - - - - 2007 25.8.2009 35
22 09vD01364 - - - - - - - - - 1 - - 1997 24.8.2009 35
23 09VvDO01378 - - - - - - - - - - - - 2000 25.8.2009 35
24 09vVD01408 - - - 1 - - - - - - - - 2009 26.8.2009 35
25 09VvDO01441 - - - - - - - - - - - - 2003 26.8.2009 35
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26

09vD01460

2007

27.8.2009

35

27

09vD01486

1998

26.8.2009

35

28

09VvD01526

2008

28.8.2009

35

29

09vD01590

2005

30.8.2009

35

30

09vVD01624

2002

1.9.2009

36

31

09VvD01699

1999

31.8.2009

36

32

09VDO01755

2001

2.9.2009

36

33

09vD01794

2007

4.9.2009

36

34

09vD01825

2008

6.9.2009

36

35

09vD01831

1997

7.9.2009

37

36

09VvD01841

2008

5.9.2009

36

37

09vD01911

2007

8.9.2009

37

38

09vD01968

2002

10.9.2009

37

39

09vD02000

2006

11.9.2009

37

40

09VvD02043

1997

11.9.2009

37

41

09vD02088

2002

15.9.2009

38

42

09VvD02091

2007

15.9.2009

38

43

09vD02104

2002

16.9.2009

38

44

09vD02121

1997

15.9.2009

38

45

09VvD02126

1997

16.9.2009

38

46

09vD02153

2005

17.9.2009

38

47

09vD02161

2007

18.9.2009

38

48

09VvD02170

2003

18.9.2009

38

49

09VvD02239

2007

22.9.2009

39

50

09vD02244

2003

21.9.2009

39

51

09VvD02245

2008

21.9.2009

39

52

09vD02251

2008

22.9.2009

39

53

09VvD02270

2000

21.9.2009

39

54

09VD02282

2008

24.9.2009

39

55

09vVD02292

2008

24.9.2009

39
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56

09VD02306

2006

25.9.2009

39

57

09VvD02343

2002

28.9.2009

41

58

09vD02346

2008

29.9.2009

41

59

09VvDO02379

2000

29.9.2009

41

60

09VvD02413

2004

1.10.2009

41

61

09vD02430

2003

4.10.2009

41

62

09VD02559

2006

15.10.2009

42

63

09DV02617

2003

20.10.2009

43

64

09vD02680

2009

21.10.2009

43

65

09DV02746

2009

26.10.2009

44

66

09DV02773

2007

27.10.2009

44

67

09DV02814

2008

28.10.2009

44

68

09DV02847

1997

27.10.2009

44

69

09DV02892

2002

29.10.2009

44

70

09DV02918

2004

29.10.2009

44

71

09DV03004

2001

2.11.2009

45

72

09DV03038

2004

2.11.2009

45

73

09DV03072

1997

29.10.2009

44

74

09DV03095

=

2003

2.11.2009

45

75

09DV03114

2006

3.11.2009

45

76

09DV03145

1997

3.11.2009

45

77

09DV03221

2008

2.11.2009

45

78

09DV03243

1998

2.11.2009

45

79

09DV03262

1998

3.11.2009

45

80

09vD03276

2007

4.11.2009

45

81

09vD03290

GG R

2002

4.11.2009

45

82

09vD03311

2006

4.11.2009

45

83

09vD03346

2008

3.11.2009

45

84

09vDO03362

2007

4.11.2009

45

85

09VD03383

2006

5.11.2009

45
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86

09vD03412

1997

5.11.2009

45

87

09vD03434

2000

6.11.2009

45

88

09vD03457

2008

4.11.2009

45

89

09vD03485

2006

5.11.2009

45

90

09vDO03516

2002

6.11.2009

45

91

09vD03534

2004

6.11.2009

45

92

09vD03564

2002

6.11.2009

45

93

09vD03586

1997

6.11.2009

45

94

09vDO03610

2007

6.11.2009

45

95

09vD03643

1997

5.11.2009

45

96

09VDO03660

2003

6.11.2009

45

97

09VvD03692

1999

9.11.2009

46

98

09VDO03706

2002

8.11.2009

45

99

09vD04215

2007

10.11.2009

46

100

09vD04216

2007

10.11.2009

46

101

09vD04029

2001

10.11.2009

46

102

09vD04283

2004

11.11.2009

46

103

09VvD04507

2003

12.11.2009

46

104

09vD04810

1999

12.11.2009

46

105

2003

16.11.2009

47

106

09VD05242

1999

15.11.2009

46

107

09VD05538

1998

17.11.2009

47

108

09vDO05719

2005

18.11.2009

47

109

09VvD05924

2008

20.11.2009

47

110

09vD06193

2007

23.11.2009

48

111

09VD06393

2003

23.11.2009

48

112

09vD06684

2002

26.11.2009

48

113

2001

30.11.2009

49

114

09VvDO06840

2008

1.12.2009

49

115

09VD06896

2003

30.11.2009

49
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116 09VvD06966 - - 1 = - 2005 2.12.2009 49
117 09vDO07015 - - 1 = - 1998 4.12.2009 51
118 09vDO07048 - - - 1 - 2001 4.12.2009 51
119 09vDO07077 - 1 - - - - 1999 10.12.2009 51
120 - 1 - 1 - - 2002 11.12.2009 51
121 09VvDO07124 - - 1 - - - 2008 12.12.2009 52
122 09vDO07139 - - 1 2 - 2005 11.12.2009 52
123 09vDO07173 - - - = - - 2008 16.12.2009 52
124 09vD07190 = = 1 = = 1 = = 2007 17.12.2009 52
Flu | Flu HRV RSV | RSV
MPV | ADV | 229E/NL63 | PIV2 | PIV3 | PIV1 | B A OC43/HKU1 | AIB A B

Keltainen véri — rinnakkainen infektio

Punainen vari — influenssa A-positiivinen nayte
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