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Opinnaytety0 suoritettiin Kemira Oyj:n Espoo R&D and Technologies -toimipisteessa
Mikrobiologian ja Bioteknologian osastolla osana Metropolian Ammattikorkeakoulun
laboratorioanalyytikon koulutusta. Tavoitteena oli selvittaa, kuinka hyvin Fragment
Analyzer -laite soveltuu mikrobiyhteison seurantaan teollisuuden prosessiolosuh-
teissa. Menetelma olisi nopeampi ja kustannustehokkaampi verrattuna sekvensoin-
tiin.

Projektissa valitut DNA-naytteet monistettiin PCR:IIa ja analysoitiin Fragment Ana-
lyzer -laitteella. DNA-naytteita oli 50. Monistettava geeni naytteissa oli 16S-rRNA:n
V1-V2-hypervariaabelialue. Kyseinen geeni on kaikissa bakteereissa, ja menetelma
perustuu geenissa esiintyviin emasparipituuden vaihteluihin eri bakteerien valilla.
Fragment Analyzer -laite tunnistaa nama erikokoiset monistustuotteet ja luo sormen-
jaljen, niin sanotun piikkiprofiilin. Naita piikkiprofiileja analysoimalla ja seuraamalla
voidaan maarittaa, onko bakteeriyhteisd pysynyt samana tai onko se muuttunut. Me-
netelma on siis yhteisdsormenjalkimenetelma, tarkemmin Length Heterogeneity PCR
(LH-PCR).

Tuloksien perusteella todettiin, etta menetelma soveltuu yksinkertaisten mikrobiyhtei-
sojen seurantaan. Piikkiprofiileista voidaan tunnistaa vallitsevia bakteereita sekvens-
sitietojen seka edellisten tulosten avulla. Menetelmaa ei suositella sellaisenaan laa-
jempaan kayttoon, tai maarittdmaan kvantitatiivisesti bakteerien osuuksia mikrobiyh-
teisossa. Tuloksista saatuja osuuksia voidaan kuitenkin katsoa suuntaa antavana.

Paaongelmana on monistetun geenin pieni osuus PCR-tuotteissa, mika nakyy tulok-
sia tarkastellessa. Menetelman parantamiseksi suositellaan tutkimaan, jos eri aluk-
keet toimisivat paremmin, PCR-reaktioseoksen saatoa, mahdollisesti PCR-ajo-ohjel-
man optimoimista, jotta saataisiin monistetun DNA:n osuus korkeammaksi. Juuri nyt
vallitseva osuus PCR-tuotteesta on alukedimeereita. Naytteista suositellaan myos te-
kemaan rinnakkaisnaytteet, mutta sen tarpeellisuus voi muuttua, jos menetelmaa
saadaan parannettua luotettavammaksi.

Avainsanat: mikrobiyhteisd, Fragment Analyzer, geeni, piikkiprofiili, LH-
PCR, sekvenssi
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This thesis work was carried out for Kemira Oyj. The work was implemented in Micro-
biology and Biotechnology laboratories at Espoo R&D and Technologies center. The
goal of the project was to assess if Fragment Analyzer could be used to monitor mi-
crobial communities in industrial processes. Procedure in question would be faster
and more cost efficient compared to sequencing done for these industrial process
samples.

50 DNA samples were chosen for the project. Samples were duplicated in PCR and
the amplicons, PCR products, were analyzed with the Fragment Analyzer instrument.
The amplified gene was the 16S-rRNA V1-V2 hypervariable regions. Every bacte-
rium has this gene, and the procedure is based on the differences of base pair length
of this gene among different bacteria. The Fragment Analyzer can detect these differ-
ences from the amplicons and creates an image that is called a peak profile. The
peak profile is a fingerprint of that sample’s microbiome and by analyzing and keep-
ing track of these fingerprints, it is possible to determine if the microbiome has
changed or not. Procedure is a Length Heterogeneity PCR (LH-PCR).

Based on the results, procedure is fit for analyzing and keeping track of simple micro-
biomes. It's possible the recognize the dominant bacteria from microbiome with previ-
ous results and information gained from sequencing. Procedure is not recommended
for wider use or to quantify certain bacteria from the microbiome. However, the data

gained regarding the quantities of the bacteria can be used as a directive information.

Main problem in the procedure is to get the targeted gene duplicating better. To im-
prove the procedure, it is suggested to test other primers, possible tweaking of the
mastermix and optimizing the PCR program for duplication. The goal of these actions
is to increase the share of the targeted gene in the amplicons, as now the primer di-
mers are the prevalent product in the amplicon. It is recommended to do duplicates
when analyzing samples, but the need for them can be reassessed after improving
the procedure.

Keywords: microbial community, Fragment Analyzer, gene, finger-
print, LH-PCR, sequence



Sisallys

Lyhenteet

1

2

Johdanto

Mikrobien vaikutus paperintuottoprosesseissa
Kvantitatiivinen reaaliaikainen polymeraasiketjureaktio
Yhteis0sormenjalkimenetelmat

Fragment Analyzer

5.1 Yleistiedot
5.2 Toimintaperiaate
5.3 Parametrit

Tyon toteutus

6.1 Tyon pohjustus
6.1.1 Naytteiden valinta
6.1.2 Silva ja sekvenssit
6.2 Testiajot
6.3 Varsinaiset ajot

Tulokset ja niiden tulkinta

7.1 Testiajojen tulokset
7.2 Varsinaisten ajojen tulokset
7.21 Tehdas 1
7.2.2 Tehdas 2
7.2.3 Tehdas 3
7.2.4 Tehdas 4
7.2.5 Tehdas 5
7.26 Tehdas6ja7
7.2.7 Tehdas 8
7.3 Projektin haasteet

8 Yhteenveto

Lahteet

10
10
12
14
14

17

19
26
26
32
40
43
45
48
52
57

59

63



Lyhenteet

Bp:

DNA:

FA:

GMO:

LH-PCR

LM:

NGS:

NTC:

OTU:

PCR:

qPCR:

RCF:

RFU:

rRNA:

UM:

uv:

Base pair, emaspari

Deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleiinihappo

Fragment Analyzer, Fragment Analyzer -laite

Genetically modified organism, geenimuunneltu organismi

Length Heterogeneity Polymerase Chain Reaction (ei suomenkie-
listd vastinetta)

Lower marker, alamarkkeri

Next generation sequencing, uuden sukupolven sekvensointi

No Template Control, negatiivinen kontrolli

Operational Taxonomic Unit, operatiivinen taksonominen yksikko

Polymerase chain reaction, polymeraasiketjureaktio

quantative real-time polymerase chain reaction, kvantitatiivinen re-

aaliaikainen polymeraasiketjureaktio

Recycled Cellulose Fiber, kiertokuitu

Relative fluorescence units, suhteelliset fluoresenssiyksikot

Ribosomal ribonucleic acid, ribosomaalinen ribonukleiinihappo

Upper marker, ylamarkkeri

Ultraviolet, ultravioletti



1 Johdanto

Opinnaytety0 suoritettiin Kemira Oyj:n Espoo R&D and Technologies toimipis-
teessa Mikrobiologian ja Bioteknologian osastolla. Opinnaytetyon tarkoituksena
oli tutkia Fragment Analyzer (FA) -laitteen soveltuvuutta seurata mikrobiyhtei-
s6ja ja niilden muutoksia erilaisissa teollisuuden prosessiolosuhteissa. Mene-
telma olisi hyva lisd sekvensoinnin rinnalle. Nopeampi ja kustannustehokkaampi
menetelma voisi sopia paremmin joillekin asiakkaille. Asiakkaat eivat aina tar-
vitse kaikkea tietoa, mita tulee sekvensoinnista, joten FA-laitteen kayttaminen
Length Heterogeneity Polymerase Chain Reaction (LH-PCR) -yhteisésormenjal-
kimenetelmassa olisi hyva ja nopeampi vaihtoehto nykyiselle sekvensoinnille.
Mikrobiyhteison sormenjaljista on myos mahdollista tunnistaa tiettyja bakteeri-

sukuja.

Alustavia tutkimuksia ja analyyseja on Kemiralla kuvattu sisaisissa tutkimusra-
porteissa, joiden perusteella Agilent, Fragment Analyzer 5200 -laite hankittiin.
Tassa tyossa hyodynnetaan jo kehitettyja kvantitatiivisen polymeraasiketjureak-
tion (QPCR) ja FA:n menetelmia ja ohjeita.

Naytteita valittiin 50 kappaletta kahdeksalta eri tehtaalta. Valintakriteerit nayt-
teille olivat mikrobiyhteiso, sijainti, naytteenottopaikka prosessissa ja naytteen-
ottopaiva. Osa naytteista oli sekvensoitu, eli naytteista oli tiedossa eri baktee-
rien osuudet mikrobiyhteisdssa. Naita tietoja vertailtiin tuloksiin FA:lta, ja selvi-
tettiin, olisiko mahdollista yhdistaa bakteereita niita vastaaviin piikkeihin nayt-
teen piikkiprofiilissa. Tydssa verrattiin myds piikkiprofiilissa olevien piikkien
osuuksia sekvenssien osuuksiin, mika kertoisi kuinka tarkka menetelma mah-

dollisesti olisi.

Naytteiden sekvensoinneista saadaan operational taxonomic units (OTU), jotka
edustavat tassa kontekstissa kaytannossa bakteeriryhmia ja ovat lyhyita sek-

vensoituja 16S-rRNA-geenin alueita [1]. Tassa ty0ssa kaytetyista naytteista on
sekvensoitu 16S-rRNA-geenin alue V4 tai alueet V4-V5. Naiden lyhyiden 16S-



rRNA-geenien sekvenssien avulla voidaan sekvenssitietokannoista hakea koko-
pitka 16S-rRNA-geenin sekvenssi, jota tarvitaan, kun ennakoidaan polymeraasi-
ketjureaktion (PCR) tuotteiden pituuksia. PCR-tuotteiden (amplikonien) pituuk-
sien odotettiin olevan 300—400 emasparin (base pair, bp) valilla perustuen kay-
tettaviin alukkeisiin ja aikaisempiin tutkimuksiin. Ennustettavien amplikonien pi-
tuudet in silico kaytettin enemman suuntaan antavana eika taysin lahtokohtana,
koska aikaisemmin mainituissa tutkimusraporteissa niiden pituudet eivat kos-

kaan tasmanneet.

Kemira Oyj on globaali kemikaaliyhtio, joka tuottaa kestavia kemikaaliratkaisuja
vetta kayttaville ja hyddyntaville teollisuudenaloille. Sen paakonttori on Helsin-
gissa ja silla on 62 tuotantolaitosta seka 3 paatutkimuskeskusta, jotka tyollista-
vat tyontekijoita yli 100:ssa eri maassa. Yhtio keskittyy massa- ja paperi-, Oljy-
ja kaasuteollisuuteen seka veden kasittelyyn. Liiketoiminta on jakautunut kah-
teen asiakassegmenttiin, josta Pulp & Paper -segmentin osuus konsernin liike-
vaihdosta on noin 60 % ja Industry & Water -segmentin osuus noin 40 %. [2.]

Aikaisemmin mainitut tutkimuskeskukset, eli Research & Development centers,
sijaitsevat Yhdysvalloissa, Kiinassa ja Suomessa. Tutkimuskeskukset tekevat
yhteistyota lukuisien tahojen kanssa ja ne keskittyvat kehittamaan ratkaisuja
asiakkaiden ja yhteiskunnan haasteisiin. R&D asiantuntijoita on noin 250 ja pa-
tentteja 10ytyy lahemmas 2000 kappaletta. [2.]

2 Mikrobien vaikutus paperintuottoprosesseissa

Paperitehtaat ovat avoimia, vetisia ja optimaalisen lampdtilan systeemeja mikro-
bikasvustoille. Mikrobit tulevat esimerkiksi veden tai raaka-aineiden mukana
systeemiin. Niiden liiallinen kasvu aiheuttaa taloudellista vahinkoa ja ongelmia
monessa vaiheessa prosessia, kuten lopputuotteen laadun huononemista ja on-
gelmia jateveden kasittelyssa. Vahingot voivat syntya esimerkiksi happamoitu-
misesta, haisevien tuotteiden muodostumisesta tai pigmenttien varivirheista.
Erityisesti tehtaissa, joissa hyodynnetaan valkaisua ilman klooria, kasittelya

neutraalissa pH:ssa, suljettuja systeemeja ja kierratettya paperia,



mikrobikasvuston ja biofilmin muodostuminen on runsaampaa. [3.] Biofilmi on
kokoelma mikro-organismeja, paperitehtailla paaosin bakteereja, ja sen lisdan-
tynyt muodostuminen laitteen kiertokulussa voi aiheuttaa vikoja esim. paperissa
(laikkia ja reikia) [4, s. 10].

Mikrobeja I0ytyy jokaisesta paperitehtaasta, ja niiden lasnaoloa prosesseissa ei
pysty valttamaan [4, s. 9]. Vastatoimenpiteitd voidaan kuitenkin tehda, jos pysty-
taan ennakoimaan esimerkiksi biofilmin muodostumista. On lukuisia tekniikoita,
joilla voidaan analysoida biologista likaantumista. Tekniikat jakautuvat fysikaali-
siin (ATP- ja sulfidimittaus), kemiallisiin, geneettisiin (PCR) ja biologisiin (bak-
teerin identifiointi) metodeihin. [4, s. 22—-24 ]

3 Kbvantitatiivinen reaaliaikainen polymeraasiketjureaktio

Kvantitatiivinen reaaliaikainen polymeraasiketjureaktio, lyhenteena qPCR, on
reaktio, jossa monistetaan tietty DNA-jakso ja seurataan sen monistumista re-
aaliaikaisesti. Reaktiot ajetaan gPCR-laitteella ja monistustulokset kasitellaan

instrumentin omalla ohjelmalla. [5.]

DNA-tuotteiden reaaliaikainen seuranta gPCR:lla perustuu DNA:han sitoutuvan
fluoroforin olemassaoloon jokaisessa reaktiokaivossa, jolloin DNA-tuotteen li-
saantyminen lisaa fluoresenssia. Fluoroforit sitoutuvat DNA-juosteeseen, jolloin
DNA:n monistuessa instrumentissa olevat fluoresenssidetektorit detektoivat
fluoresenssisignaalit. Mitattu fluoresenssi on suoraan verrannollinen DNA:n

maaraan. [5.]

gPCR-analyysia kaytetaan, kun halutaan kvantifioida nopeasti ja tarkasti tunnet-
tuja DNA-jaksoja erilaisissa biologisissa naytteissa. Silla on monia applikaati-
oita, kuten geeniekspressioanalyysi, geenimuunneltujen organismien havaitse-

minen ruoassa ja syovan fenotyypin selvitys. [5.]

16S ribosomaalinen ribonukleiinihappo, 16S-rRNA, on geeni, jota esiintyy kai-

kissa bakteereissa [6; 7]. Se on prokaryoottiribosomin 30S-alayksikon



komponentti ja valttamaton geeni proteiinien synteesia varten. Geeni on pituu-
deltaan noin 1500 bp ja se muodostuu variaabelialueista ja muuttumattomista
alueista. Muuttumattomat alueet geenissa ovat kaikilla bakteereilla samat, mutta
variaabelialueilla on taas vaihtelua bakteeriryhmista tai -lajeista riippuen. [7.]
16S-RNA-geeni sisaltaa 9 hypervariaabelialuetta (V1-V9) [7; 8]. Kuvassa 1 na-
kyy 16S-rRNAgeenin rakenne.

- Conserved Variable region Hypervariable
region v1 region [H]
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Kuva 1. 16S-rRNA-geenin rakenne. Muuttumaton alue on merkitty sinisena, va-
riaabelialueet ovat harmaita ja hypervariaabelialueet punaisia [9.]

Kyseiset hypervariaabelialueet havainnollistavat bakteerien valilla merkittavia
sekvenssieroja, toisin sanoen emasparipituuksien vaihtelua. Nama alueet on
mahdollista monistaa PCR:ssa kayttaen yleisalukkeita, mutta ne tuottavat kui-
tenkin eri tason sekvenssieroja, eika pelkastaan yhta aluetta tutkimalla voida
erottaa bakteereita toisistaan. Hypervariaabelialueita tutkittaessa on todettu,
etta alueet V2 ja V3 ovat parhaita kaikkien bakteereiden tunnistamiseen laji-
tasolle saakka. Poikkeuksena tassa vain Enterobacteriaceae-bakteeriheimoa |a-

hella olevat suvut. [8.]

16S-rRNA-geenin monistustuotteiden sekvensointi on ensisijainen vaihtoehto
tutkittaessa mikrobibiomeja. Sekvensointiin perustuvat 16S-rDNA-tekniikat ovat
kaytossa laajasti bakteerityypityksessa ja mikrobiyhteisdjen karakterisoinnissa,
mutta valitettavasti tutkimuksia ei ole tehty paljon menetelmien eroavaisuuksien
vertailuun. Analyysien tarkkuus on vahvasti riippuvainen kaytetyista alukkeista
ja on tehty tutkimuksia, jossa testataan eri alukkeita erikokoisille amplikoneille.
Mahdollisia tutkittavia hypervariaabelialueita ovat V1-V2, V1-V3, V3-V4, V4,
V4-V5, V6-V8 ja V7-V9. [10; 11; 12.]. Tassa projektissa tutkittiin hypervariaa-
belialueita V1-V2.



4 Yhteisosormenjalkimenetelmat

Bakteerin yhteisosormenjalkimenetelmia kaytetaan biodiversiteetin mittaami-
seen tai profiloimaan mikrobiyhteison rakennetta esimerkiksi kokeellisissa olo-
suhteissa. Analysointi alkaa halutun naytteen DNA:n eristamisella, minka jal-
keen haluttu kohdegeeni monistetaan PCR:lla. Sielta tulevat monistustuotteet
voidaan erottaa lukuisilla menetelmilla ja tuotos voi olla esimerkiksi 2D-geeli-
kuva tai elektroferogrammi [13.] Yksi profilointitapa perustuu 16S-rRNA-geenin
tai pienien rRNA-alayksikon geenien monistamiseen ja niista syntyvien ampliko-
nien pituuserojen tunnistamiseen. Jokainen geenivariantti (vaikka raita elektro-
ferogrammissa tai piikki piikkiprofiilissa) vastaa tiettya mikrobitaksonia. Usein
silla viitataan OTUihin, joita voidaan vertailla sekvenssitietokantoihin ja yhdistaa
siten tiettyihin taksonomisiin sekvensseihin. [13; 14; 15]. Yksi hyva esimerkki
yhteisosormenjalkimenetelmista on LH-PCR (Length Heterogeneity Polymerase
Chain Reaction), joka hyddyntaa aikaisemmin mainittuja geeneissa esiintyvia

pituuseroja mikrobiyhteisdjen seurannassa.

LH-PCR on molekulaarinen ja biologinen matalan suoritustehon menetelma
mikrobiyhteisdjen seurantaan eri ymparistoissa. Matalan suoritustehon metodit
ovat yksinkertaisempia, laajemmassa kaytossa ja kustannustehokkaampia. [14.]
Metodin kayttd mikrobiyhteison seurannassa on tehostanut ja laajentanut ym-
marrysta mikrobiyhteisdjen dynamiikasta tietyissa ymparistoissa. [15.]

On olemassa my0s muita yhteisosormenjalkimenetelmia, jotka tutkivat variant-
teja tietyista geeneista. Esimerkiksi denaturoiva gradienttigeelielektroforeesi
(DGGE) ja DNA:n katkoskirjo (RFLP). [13.]



5 Fragment Analyzer

Fragment Analyzer -laite kasitellaan yleisesti. Kadydaan Iapi sen toiminnot ja tar-
keimmat parametrit tulosten ymmartamiseksi. Kaytettava laite on 5200 Frag-
ment Analyzer System (Agilent). Kaytossa olevat ohjelmistot FA-laitteella ovat
Fragment Analyzer controller software ja ProSize data analysis software. En-
simmainen on laitteen kontrolliohjelma, jossa on ajo-ohjelmat ja muut laitteen
kayttéa varten vaativat ominaisuudet. Jalkimmainen on tulosten analyysia var-
ten, jossa ohjelma luo piikkiprofiilit naytteille seka luo myos teoreettisen kuvan
elektroferogrammeista. [16.] Paaosin raakadata kasiteltiin manuaalisesti, kuten
yhdistamalla vallitsevat piikit piikkiprofiilissa vallitseviin bakteerisukuihin sek-
venssitiedoissa ja vertailemalla niiden pituuksia ennustettuihin amplikonien pi-

tuuksiin.

5.1 Yleistiedot

Fragment Analyzer -laite on paralleeli-kapillaarielektroforeesi-instrumentti. Se
sisaltaa 12 kapillaaria, eli se voi ajaa yhdessa ajossa sen verran naytteita, seka
kolme 96-kaivon levya, joissa valmistellut naytteet voivat odottaa seuraavia
ajoja. Laitteella on myos kaksi eri geelimatriisia, eli se voi ajaa monenlaisia
naytteitd saman ajon aikana. Laite voi esimerkiksi analysoida genomista
DNA:ta, pienia RNA-fragmentteja, soluvapaata DNA:ta, suuria DNA-fragment-
teja ja totaali-RNA:ta. [16.] Riippuen mika aikaisemmin mainituista vaihtoeh-
doista on tutkittavana, valitaan sopivat reagenssikitit. On olemassa kvantitatiivi-
sia ja kvalitatiivisia kitteja. Kvantitatiiviset kitit mittaavat naytteista naytekoon (bp
tai nt) ja konsentraation. Kvalitatiiviset kitit mittaavat myos tarkan koon, mutta
ero kvantitatiiviseen kittiin on, ettd naytteen kvantifiointi mitataan suhteellisesti

eikd numeerisesti [17].

5.2 Toimintaperiaate

Fragment Analyzer -laitteessa on kapillaareja, jotka taytetaan erotusgeelimatrii-
silla, jossa on fluoresoivaa variainetta. Taytettyihin kapillaareihin injektoidaan



naytteet ja kokostandardi elektrokineettisesti (jannitteen avulla injektoidaan va-
rautuneet DNA-naytteet kapillaarien lapi), jolloin ne erottuvat erikokoisiksi frag-
menteiksi. Niiden edetessa, omissa kapillaareissaan, ne keraavat fluoresoivaa
varia mukaan ja ohittaessaan detektori-ikkunan fluoresoiva variaine viritetaan
jatkuvalla valon lahteellda. Valon emission rekisteroi herkka CCD-kenno (char-
ged coupled devise), joka kaappaa naytteen koon ja konsentraatiotason. Nayt-
teiden lapikulkuun mennyt aika detektori-ikkunasta antaa tietoa fragmenttien
koosta ja valon emission maara konsentraatiosta verrattuna kalibroituun ko-

kostandardiin. [18.] Kuvassa 2 nakyy kuva FA-laitteen sisaisesta rakenteesta.

Light Source

g'

Sample or
Buffer Tray

High Voltage
Power Supply

Reservoir

Kuva 2. Kapillaarit ovat nayte- tai puskurilevyssa, josta naytteet/puskuri liikkuvat
jannitteen avulla kapillaarien Iapi. CCD-kenno havaitsee detektori-ikkunan lapi
kulkevat naytteet [18].

Kuvassa 2 nakyy 96 kapillaarin systeemi, jota kaytetaan 5300- ja 5400 Frag-
ment Analyzer -laitteissa [18].



5.3 Parametrit

FA-laitteella kaytetaan kahta ohjelmaa: Fragment Analyzer controller software
ja ProSize data analysis software. ProSize-data-analyysiohjelmalla kasiteltiin
kaikki tulokset ja tassa luvussa 5.3 kaydaan tarkemmin lapi ohjelman/tulosten
relevantit parametrit tulosten ymmartamiseksi. Kuvassa 3 on kasittelematon

piikkiprofiili.
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Kuva 3. Esimerkki kasittelemattomasta piikkiprofiilista ProSize-data-analyysioh-
jelmassa.

Kuvassa 3 Y-akselilla on parametri RFU (relative fluorescence units), joka ker-
too, kuinka paljon mitakin DNA-fragmenttia on naytteessa. Se toimii aikaisem-
min mainitun CCD-kennon avulla mittaamalla fluoresenssin naytteista, jotka on
erotettu fragmentteihinsa kapillaarielektroforeesin avulla. [19.] Talla tavalla saa-
daan my0s X-akselilla esiintyva parametri bp, joka kertoo naytteen DNA-frag-
menttien koon emaspareina. DNA-fragmentit voi ilmoittaa "peak size”- tai
’smear size”-muodossa. Peak size ilmoittaa runsaimman fragmentin pituuden
maaritellylla alueella, kun smear size ilmoittaa maaritellyn alueen fragmenttien

keskiarvon [20.] Y-akselissa parametri RFU esiintyy tuloksissa Amplitude-



nimella. Tama seuraa siita, kun vertaillaan lukuisia piikkiprofiileja toisiinsa ja FA-

laitteen ohjelma muuttaa RFU:t amplitudiksi vertailtavuuden vuoksi.

Kuvassa 3 piikit kooltaan alle 100 bp ovat alukedimeereja, jotka ovat PCR-reak-
tion sivutuotteita. Alukedimeerit syntyvat, kun alukkeet tarttuvat toisiinsa temp-
laatin sijasta reaktiokaivossa PCR:ssa ja monistuvat. Tulosten tulkinnassa alu-
kedimeerit saattavat hairita ja ne ovat eparelevantteja, joten tuloksissa ne on

poistettu.

Kuvissa 3 ja 4 nakyy piikit 1 bp ja 500 bp, jotka on merkitty nimilla LM ja UM (lo-
wer marker ja upper marker). Markkerit ovat kaikissa kaivoissa, ja luotettavien
tulosten saamiseksi markkerien pitaa olla onnistuneita. Data-analyysiohjelma
kayttaa markkereita naytteiden koon ja pitoisuuden maarittamiseen kokostan-
dardin (ladder) kanssa. Kuvassa 4 esimerkki onnistuneesta kokostandardista.
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Kuva 4. Ladder eli kokostandardi.

Kuvassa 4 nahdaan, etta piikkiprofiilissa on LM ja UM piikit ja 8 kokostandardin
piikkia. Data-analyysi -ohjelma vertailee markkereiden pitoisuuden ja koot tie-
dettyihin kokostandardin piikkeihin ja kokoihin. Nain ohjelma maarittaa markke-

reiden avulla naytteista pitoisuudet ja koot.
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6 Tyon toteutus

Tyon toteutuksessa kaydaan lapi tehdyt esivalmistelut projektia varten ja tyypilli-
nen tyon toteutus, kun esivalmistelut oli tehty. Tyossa kaytettiin FA-laitteella
kvalitatiivista kittia (cat. 5191-6583; DNF-905-FR; 5191-6614 Agilent) nayttei-
den analysoinnissa ja DNA-koot (piikkiprofiilien piikit) ilmoitettiin "peak size” -

muodossa “smear size” -muodon sijaan.

6.1 Tyon pohjustus

Tyon pohjustukseen kuului naytteiden valinta ja odotettujen amplikonien pituuk-
sien selvittdminen sekvensoitujen naytteiden mikrobiyhteisoista. gPCR:lla mo-
nistetaan kaytannossa 16S-rRNA-geenia, tarkemmin V1-V2-hypervariaabelialu-
etta kaytossa olevilla yleisalukkeilla. Amplikonien pituuksien ennakointi tehtiin,
jotta voitaisiin potentiaalisesti selvittaa ja yhdistaa piikit FA-laitteelta niita tas-
maaviin bakteereihin sekvenssitiedoista. Suurimmasta osasta naytteista DNA
oli eristetty valmiiksi, joten vain osalle naytteista piti suorittaa totaali-DNA:n eris-

tys.

6.1.1 Naytteiden valinta

Naytteita valittiin 50 kappaletta. Ne koodattiin tehdaskohtaisesti, esimmerkiksi
T3.3 on tehtaan 3 kolmas nayte. Testinaytteet nimettiin testinayte 1—4 ja ovat
tehtaasta 1 peraisin. Valintakriteerit olivat mikrobiyhteiso (kiinnostavat baktee-
rit), naytteenottopaikka prosessissa (tutkitaan lukuisia naytteitd samasta nayt-
teenottopaikasta mikrobiyhteison vertailua varten) ja naytteenottopaiva (eri

ajoilta naytteet, etta voidaan tutkia mahdollisia muutoksia/muuttumattomuutta

mikrobiyhteisosta).

Tehtaan 1 naytteita valittiin 11 kappaletta, josta nelja olivat testiajoja varten.
Tehtaan 1 naytteet olivat mikrobiyhteisdllisesti yksinkertaisia, ja siksi naytteet
sopivat testiajoihin. Loput seitseman naytetta valittiin eri ajankohdilta mikrobiyh-

teison pysyvyyden/muutoksen seuraamisen arvioimisen vuoksi. Myos
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kiinnostava Dysgonomonas-sukuinen haitallinen bakteeri esiintyy osassa nayt-
teissa suurissa maarin, minka vuoksi kyseiset naytteet valittiin. Tehtaassa ote-
taan naytteita kahdesta eri naytteenottopaikasta, kiertokuitu ja 0-vesi. Odotetta-
vasti naytteenottopaikka ei vaikuttaisi suuresti nahtavaan mikrobiyhteis6on pe-

rustuen aikaisempiin tutkimuksiin.

Tehtaasta 2 valittiin yhdeksan naytetta. Naytteet on otettu viidelta eri ajankoh-
dalta kolmesta eri naytteenottopaikasta. Kiinnostuksen kohteena oli mikrobiyh-
teison mahdollisen seurannan johdonmukaisuus. Kyseisissa naytteissa on
my0s enemman vallitsevia bakteereita kuin muissa, joten haluttiin selvittaa,

kuinka monta eri bakteeria voidaan identifioida luotettavasti menetelman avulla.

Tehtaasta 3 valittiin nelja naytetta. Naytteet oli otettu kaikki samana ajankoh-
tana, mutta eri paikoista. Naytteiden sekvensoinnissa nakyi Tepidimonas- ja
Pseudoxanthomonas-sukuisten bakteerien osuuksien tasaisesti laskevan, mita
pitemmalle prosessia paastiin. Tavoitteena oli selvittaa, kuinka luotettavasti pys-
tyisi menetelma maarittamaan bakteerien osuuksia mikrobiyhteisossa. Mikro-
biyhteisot my0os erosivat keskenaan naytteissa, mika helpottaisi niiden tunnista-
mista piikkiprofiilista.

Tehtaasta 4 valittiin kuusi naytetta. Kaksi naytetta oli tehtaan prosessista ja 4
naytetta oli lopputuotteesta. Tehtaan naytteet valittiin erilaisen mikrobiyhteison
vuoksi, ja naytteissa oli myos Meiothermus-sukuinen haittabakteeri, jonka tun-

nistaminen olisi hyva lisa.

Tehtaasta 5 valittiin kolme naytetta. Niilla oli sama naytteenottopaiva, mutta eri
naytteenottopaikat. Mikrobiyhteiso naissa sisalsi sekvenssien mukaan lukuisia
samanlaisia bakteereja kuin muissakin tehtaista, joten bakteerien tunnistaminen
piikkiprofiilista naista tuloksista helpottaisi muiden tehtaiden tulosten tarkaste-

luja, joissa on enemman vallitsevia bakteereja mikrobiyhteisdssa.

Tehtaasta 6 valittiin viisi naytetta ja tehtaasta 7 yksi nayte. Naytteista haluttiin

tarkastella ja tunnistaa Thermus- ja Thermicanus-sukuun kuuluvat
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haittabakteerit. Naytteet ovat kaikki eri naytteenottopaikoista, joten ei keskitytty

mikrobiyhteison muutoksen seurantaan naissa naytteissa.

Tehtaasta 8 valittiin 11 naytetta, josta yksi oli lopputuotenayte ja muut proses-
sista viidesta eri naytteenottopaikasta kahdelta eri naytteenottopaivilta. Naita
naytteita ei ole ennen analysoitu, joten mikrobiyhteiso oli tuntematon. Haluttiin
simuloida, kuinka luotettavasti voidaan soveltaa menetelmaa, kun ei ole ennes-
taan informaatiota ja tukia, voitaisiinko tunnistaa joitakin bakteereita piikkiprofii-

lista hyodyntaen muita tuloksia.

6.1.2 Silva ja sekvenssit

Ennen varsinaisia laboratoriotoita tiedossa oli jo joidenkin naytteiden sekvenssi-
tiedot. Sekvensoinnin kohteena oli lyhyt patka 16S-rRNA-geenia (V4 tai V4-V5-
geenin alue), ja sen perusteella oli selvitetty bakteeriryhmat ja niiden osuudet
mikrobiyhteisosta. Naytteiden lyhyiden sekvenssien avulla haettiin kokopitkat
sekvenssit Silvan SSU r138.1-sekvenssitietokannasta kayttamalla Silvan ACT
Toolia (https://www.arb-silva.de/aligner/). Sekvenssit ladattin FASTA with gaps-

muodossa. Kun sekvenssit oli haettu, niiden pituudet ennakoitiin in silico kaytet-

tavien alukkeiden kanssa Sequence Extractorissa (https://www.bioinforma-

tics.org/segext/). Jos sita ei ollut sekvenssissa valmiiksi, niin etualukkeen emas-

parijarjestys piti lisata sekvenssin alkuun, jotta saataisiin oikea odotettava pituus
amplikoneille. Taulukossa 1 on esitetty tunnistetut bakteerisuvut ja niita tasmaa-
vat valitut kokosekvenssien inventaarionumerot (accession number) Silvan SSU
r138.1-sekvenssitietokannasta seka Sequence Extractorissa ennakoidut ampli-

konien pituudet.



Taulukko 1. Taulukossa on naytteista tunnistettujen bakteerisukujen nimet, in-
ventaarionumerot Silvan SSU r138.1-sekvenssitietokannasta ja ennakoitujen
amplikonien pituudet Sequence Extractorista.

Bakteerisuku

Inventaarionumero

In silico V1-V2 pi-

tuus (bp)
Cloacibacterium GQ097896 & GQ098213 343
Dysgonomonas AB447648 356
Prevotella_7 JN245803 & JQ085649 354
PrevotelIaceze_unclassme JIN245803 & JQ085650 354
Weeksellaceae_unclassifie | Am159183 & HM625714 343 & 365
Niabella KT950742 348
Anoxybacillus AJ586360 & KX505021 357
Ethanoligenens HM309996 348
Thermicanus AJ242495 & AZNU01000004 368 & 358
Enterococcus CP010059 & AF061009 365
Clostridium_sensu_stricto_ Y13594 & EU247890 &
N KY608080 333 & 336 & 354
Bacillus JX232168 & DQ374637 327 & 364
, . CP023704 & AJ586361 &
Bacillales_unclassified AB618491 357
Pseudoxanthomonas FR774574 & AB681369 349 & 351

Tepidimonas

MF509266 & MH684019 &
AMO042693

344 & 351 & 355

Tepidiphilus

HM543264 & AJ504663 &

313 & 344 & 362

KX767837
Sphingomong@aceae_uncl LC349997 317
assified
Pseudomoanaceae_uncla HM989889 345
ssified
Meiothermus Y 13594 & EU247890 332 & 335
Thermus AY550101 341
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Tietyista bakteerisuvuista on tutkittu monta eri bakteerilajia, minka vuoksi niissa
nakyy monta eri inventaarionumeroa. Tutkittaessa in silico emasparipituudet
saattoivat vaihdella suvun sisalla, kuten Tepidimonaksella ja Meiothermuksella,

kun taas Enterococcuksella eroa ei ollut.

Tietyista bakteereista ei ollut tiedossa niita tasmaavia OTUja, joten ne haettiin
nimella (bakteerisuku) kayttaen Silvan Search-hakutoimintoa ja valitsemalla pa-
ras tai sopivin tasmaavyys. Kriteerina kaytettiin sekvenssin llaatua ja bakteerila-

jia.

6.2 Testiajot

Ennen varsinaisia ajoja FA-laitteen kapillaarit huollettiin ja testiajettiin. Kapillaarit
oli juuri vaihdettu, joten valittin muutama nayte tehtaasta 1 kapillaarien tes-
tausta varten. Samalla tehtiin myos rinnakkaisnaytteita, joiden avulla paatettiin
niiden tarve varsinaisissa ajoissa. Toteamisrajaksi paatettiin markkerien korkeu-
det. Jos piikki oli sita pienempi, sita ei pidetty luotettavana tuloksena ja se jatet-
tiin huomioimatta, vaikka piikit nakyisivat tuloskuvissa.

6.3 Varsinaiset ajot

Laboratoriotyét jakautuivat kahteen osaan: pre-PCR:aan ja post-PCR:aan. En-
nen varsinaisia laboratoriotoita laskettiin tarvittavat gPCR-reagenssien maarat

ja tarvittavat laimennokset analysoitavista naytteista. Naytteista luotiin pipetoin-
tikartta, jota seurattiin gPCR:n ja FA-laitteen naytelevyilla.

Yhdessa FA-ajossa analysoitiin siis enimmillaan 11 naytetta, vaikka kaivoja on
96. Analyysien valissa oli hyva tarkastella tuloksia ja paattaa vasta sen jalkeen
seuraavat naytteet ajoon. PCR-ajossa kaivo 12 oli aina negatiivinen kontrolli
(NTC) ja FA-laitteella siella on kokostandardi. PCR-ajossa ajettiin myos nayttei-
den rinnakkaisnaytteita, jotta nahtiin, ovatko naytteet luotettavasti monistuneet.

Jos rinnakkaisnaytteiden sykliarvot erosivat tietyn maaran, nayte ei ollut
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luotettava FA-ajoa varten. Naytteettomat kaivot olivat vain TE-puskuria FA-lait-

teella, jos ei ollut naytteelle tarvetta. Ne toimivat myos qPCR:ssa NTC:na.

Fragment Analyzer -laite valmisteltiin nayteajoja varten suorittamalla full condi-
tion -ohjelma. Ohjelma valmistelee kapillaarit ndyteajoja varten ja sen pituus
vaihteli riippuen edellisten ajojen tuloksista tai siita, milloin viimeisin ajo oli suori-
tettu. Ajoliuoksia valmistettiin full condition -ohjelman ja nayteajon verran ohjei-
den mukaisesti. Full condition-ohjelman suoriutuessa siirryttiin toiseen laborato-
rioon, jossa oli gPCR-laite ja DNA-naytteet. Valitut naytteet siirrettiin pakasti-
mesta qPCR-reagenssien kanssa jaakaappiin sulamaan. Naytteiden ja qPCR-
reagenssien sulaessa siirryttiin takaisin laboratorioon, jossa FA-laite oli suoritta-
nut full condition-ohjelman. Jos ohjelma oli onnistunut moitteettomasti, valmis-
teltiin Marker- ja Buffer-levyt ja tyhjennettiin Waste-levy. Taman jalkeen FA-laite
oli valmis nayteajoa varten. Jos kapillaareista olisi tullut Waste-levylle epatasai-
nen maara tai ei ollenkaan nesteita ohjelman jalkeen, se toteutettiin uudestaan.
Tama viittasi siihen, etta kapillaarit vaativat lisda huoltamista. Nama vaiheet
kuuluivat pre-PCR-ty6osuuteen.

Kun DNA-naytteet ja gqPCR-reagenssit olivat sulaneet, naytteet laimennettiin sa-
man vahvuisiksi, normaalisti laimeimman naytteen mukaan. Osa naytteista si-
salsi liian vahan DNA:ta, jolloin reaktiotilavuutta nostettiin ja lisattiin templaatin
osuutta, jotta DNA:n kokonaismaara olisi suurempi PCR-monistumisen onnistu-
miseksi. Nama kyseiset naytteet ajettiin omissa ajoissaan, jotta naytteiden pitoi-
suudet eivat eroaisi liilan paljon. Jos DNA-pitoisuudet eroaisivat liikaa, naytteet
monistuisivat eri vauhtia, mika olisi ongelmallista. PCR-monistumisen onnistu-
misen todettiin reaaliajassa SYBR Green -variaineen avulla, ja monistuminen
pysaytettiin ennen kuin naytteet saavuttivat plateau-vaiheen. Plateau-vaiheessa
eri amplikonien osuudet naytteissa vaaristyisivat, mika vaikeuttaisi tulosten tul-
kintaan ja aiheuttaisi niiden epaluotettavuutta. Kun naytteet olivat monistuneet
tarpeeksi, monistus keskeytettiin ja tarkistettiin naytteiden ja niiden rinnakkais-
naytteiden sykliarvot. Jos ne olivat kunnossa, naytteet oli tarpeeksi luotettavasti
valmistettu ja monistuneet ja valmiina Fragment Analyzer -nayteajoa varten. Jos

jonkin naytteen ja sen rinnakkaisnaytteen sykliarvot erosivat toisistaan liikaa,
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niiden tulokset analysaoitiin tilannekohtaisesti FA-nayteajon jalkeen ja todettiin
vasta myohemmin, ovatko ne luotettavat. Riippuen tilanteesta luotettavuus arvi-
oitiin vertailemalla naytteen piikkiprofiileja saman tehtaan naytteisiin tai naytteen

omiin rinnakkaisnaytteisiin.

PCR-monistumisen jalkeen PCR-levy siirrettiin toiseen laboratorioon, jossa
Fragment Analyzer -laite oli valmiina nayteajoja varten. FA-laitteen naytelevy
valmistettiin, ja siihen pipetointiin pipetointikartan mukaisesti PCR-tuotteet. Nay-
teajon pituus oli maaritetty aikaisemmin selvittamalla, milloin UM (upper marker)
oli detektoitu testiajoissa. Piikkiprofiileista ensisijaisesti tarkistettiin, olivatko ne
onnistuneita, ja jos jotkin naytteet olivat epaonnistuneet, niin ne merkittiin uudel-
leenanalysoitaviksi. Tulokset analysoitiin ja muokattiin parempaan muotoon
myohemmin. Seuraavat analyysit, uudelleenajot tai kapillaarien puhdistukset
tarvittaessa tehtiin tarvittaessa.
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7 Tulokset ja niiden tulkinta

Tuloksissa kaydaan lapi testiajojen tulokset ja tehdaskohtaisesti varsinaisten
ajojen tulokset. Kuvissa nakyy naytteiden piikkiprofiilien suurennos n. 300—400
bp, eika kokonaisuudessa, jossa nakyisi markkerit ja alukedimeerit. llman
zoomausta piikkiprofiilien erot eivat nakyisi selvasti. Kuvassa 5 on piikkiprofiili

ilman suurennosta.
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Kuva 5. Esimerkki ei-zoomatusta piikkiprofiilista. Kuvassa nakyy edelleen alu-
kedimeerien piikit LM:n vieressa, mutta niiden emasparipituudet ja pinta-alat on
poistettu. Kyseinen nayte kuvassa on testinayte 1.

Lahes kaikki kasiteltavat piikit ovat yli toteamisrajan, jonka paatettiin olevan
markkerien korkeus. Pieni osuus, joka ei ole ylittanyt rajaa, on piikkeja, jotka
voidaan luotettavasti toisin todeta oikeiksi piikeiksi. Esimerkiksi jos piikki on
lasna suurimmassa osassa saman tehtaan naytteissa ja eri ajoista, niin piikki to-

dettiin luotettavaksi.

Piikkien pinta-aloista puhuttaessa ja vertailtaessa ei ole huomioitu alukedimee-
rien osuuksia, joka on paaosin aina yli 90 % koko piikkiprofiilin pinta-alan osuu-
desta ja vaikeuttaisi piikkien osuuksien vertailua toisiinsa. Esimerkiksi kuvassa
5 korkeimman piikin osuus 327 bp koko piikkiprofiilin pinta-alasta on
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todellisuudessa vain 2,8 % ja alukedimeerien osuus on 92,1 % (piikkien yhteen-
laskettu pinta-ala 7-32 bp). Piikkiprofiili on automaattisesti kuvattu laajalle alu-
eelle, minka vuoksi on vaikea hahmottaa piikkien leveyksia. Tama saattaa selit-
taa, miksi alukedimeerin piikki on pienempi kuvassa 5 kuin piikki 327 bp, mutta
on pinta-alaltaan osuudeltaan suurempi. Sen vuoksi markkerit ja alukedimeerit

ovat lopullisessa tulosten tulkinnassa merkityksettomia.

Piikkiprofiilit ovat paallekkain aseteltuja, ja jokaista naytetta kohti on oma vari
(kuvat 6—-29). Teoreettisen geelielektroferogrammin alla nakyy niita vastaavat
naytteiden nimet, ne on varikoodattu piikkiprofiilien mukaisesti. Geelielektrofero-
grammi ei ole reaaliaikainen kuva kapillaareista, vaan teoreettinen perustuen
markkereihin ja kalibroituun kokostandardiin. Niista nakyy piikkien raidat. Kuvien
(verratut piikkiprofiilit) jalkeen vertaillaan myos valilla taulukoissa kyseisten nayt-
teiden tunnistettuja bakteereita, nilden emasparipituuksia, jotka on ennakoitu in
silico Sequence Extractorin avulla (taulukko 1), FA:lta saatuja emasparipituuk-
sia, seka niita vastaavia bakteerien osuuksia piikkiprofiileista. Mahdolliset tie-
dossa olevia sekvensointitietoja (todellinen osuus mikrobiyhteisosta) vertaillaan
my0Os naytekohtaisesti FA:Ita saatuihin osuuksiin.
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7.1 Testiajojen tulokset

Kuvissa 6-9 on testinaytteiden ja niiden rinnakkaisnaytteet paallekkain asetetut
piikkiprofiileista. Duplikaatit, eli rinnakkaisnaytteet, ovat siis samasta DNA-nayt-
teesta tehtyja PCR-reaktioita, jolloin verrataan siis menetelman vaihtelua. Sa-
masta naytteesta tehtiin siis kaksi reaktiota ja niiden tuloksia vertaillaan toi-
siinsa. Naytteiden nimet on varikoodattu piikkiprofiilissa olevien varien mukai-

sesti.
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Kuva 6. Kuvassa testinayte 1 ja sen duplikaatin piikit. Piikit 300—400 bp tulevat
naytteista ja piikki 500 bp on ylamarkkeri.

Kuvassa 6 testinayte 1 oli onnistunut: selvat piikit ja selva ylamarkkeri. Rinnak-
kaisnayte oli kuitenkin epaonnistunut eika selvia piikkeja nakynyt. Ylamarkkeri
500 bp oli my6s selvasti liilan levea. Syy saattoi olla kuplien esiintyminen kapil-
laarissa. Taulukossa 2 nakyy testinaytteen 1 relevantit tulokset ja in silico enna-
koidut emasparipituudet.
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Taulukko 2. Taulukossa nakyy testinaytteen 1 bakteerien ennakoidut ja FA-tu-
losten emasparipituudet seka niiden osuudet piikkiprofiileista. Mita sinisempi
solu, sitd korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

Testindyte 1
Taxon In silico (bp) FA-tulos (bp) Osuus (%)
Sphingomonadaceae_unclassified 317 327 34,8
Tuntematon 355
Cloacibacterium 343 357 _
Tuntematon 363 4,1
Dysgonomonas 356 366 15,1

MikrobiyhteisOsta tunnistettiin 3 eri bakteeria. Taulukossa 2 nahdaan, etta suu-
rin osuus olisi Cloacibacteriumilla (357 bp), vaikka kuvassa 6 nakyy selvasti,
etta piikki 327 bp on suurempi kuin piikki 357 bp. Tama johtuu siita, etta FA-laite
ei pysty erottamaan hyvin piikkeja, jotka eroavat alle 3 bp toisistaan. Taman
vuoksi Cloacibacteriumin (357 bp) osuus on suurempi, koska piikki 355 bp on
liian 1ahella. Piikin pinta-alan osuus kasvaa luonnollisesti piikin ollessa le-
veampi. In silico bp-pituudet ovat lyhyemmat kuin FA:lta saaduista tuloksista,
kuten oli odotettavissa perustuen edellisiin Kemiralla tehtyihin tutkimuksiin.

Naytteesta oli tehty sekvensointi, joten tiedossa oli todelliset bakteerien osuudet
mikrobiyhteisosta. Taulukossa 3 nakyy testinaytteen 1 relevantit tulokset ja sek-

vensointitieto.

Taulukko 3. Testinaytteen 1 tunnistetut bakteerit, niiden osuudet FA-laitteelta ja
sekvensointitiedoista saadut todelliset osuudet mikrobiyhteisosta. Mita sini-
sempi solu, sitd korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

Testinayte 1

Taxon FA-tulos (bp) Osuus (%)
Sphingomonadaceae_unclassified 327 34,8
Cloacibacterium 357

Dysgonomonas 366

Taulukosta 3 nakyy, ettd bakteerien osuuksien erot ovat pienemmat FA:lta saa-
duista tuloksista verrattuna sekvensoinnista saaduista tuloksista. On mahdol-

lista, ettd monistuksessa bakteerit, joilla on pienempi osuus mikrobiyhteisosta,
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monistuvat hitaammin ja vahemman. Tama nostaa siten vallitsevien bakteerien

osuuksia viela enemman naytteessa.
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Kuva 7. Testinaytteen 2 ja sen duplikaatin piikkiprofiilit.

Testindayte 2 Duplikaatti

Kuvassa 7 testinayte 2 oli onnistunut rinnakkaisnaytteensa kanssa. Ensimmai-

nen huomio on piikkiprofiilien epatasmallisyys emasparipituudessa. Rinnakkais-

nayte on systemaattisesti paaosin 1 bp lyhyempi, mutta muuten piikit ovat sa-

mankokoisia. Taulukossa 4 nakyy testindytteen 2 ja sen rinnakkaisnaytteen re-

levantit tulokset ja in silico ennakoidut emasparipituudet.

Taulukko 4. Taulukossa nakyy testinaytteen 2 ja duplikaatin bakteerien enna-
koidut ja FA-tulosten emasparipituudet seka niiden osuudet piikkiprofiileista.

Mita sinisempi solu, sita korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

Testindyte 2 Duplikaatti
In silico FA-tulos Osuus FA-tulos Osuus

Taxon o o

(bp) (bp) (%) (bp) (%)
.S|.:)hmgomonadaceae_unclass 317 378 325 376 338
ified
Tuntematon 355 355
Cloacibacterium 343 357 356
Tuntematon 364 4,3 363 4,6
Dysgonomonas 356 367 18,1 365 15,1
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Taulukossa 4 nahdaan, etta piikkien osuudet ovat lahes samat testinaytteella ja
rinnakkaisnaytteella. Tulokset ovat samat kuin testinaytteella 1. Testinaytteen 2
kuvassa 7 nahdaan kuitenkin selvemmin, kuinka piikki 355 bp leventaa piikkia
356/357 bp. Piikille 355 bp ei pystyta maarittamaan omaa pinta-alaa, joten piikin
357 bp pinta-ala sisaltda kaytannossa piikin 355 bp.
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Kuva 8. Testinaytteen 3 ja sen duplikaatin piikkiprofiilit. Duplikaatin piikit ovat
huomattavasti korkeammat.

Kuvassa 8 testinaytteen 3 piikit ovat pienemmat kuin sen rinnakkaisnaytteella,
ja FA-laite ei tunnistanut testinaytteesta 3 piikkeja 340 bp ja 378 bp. Mahdolli-
sesti FA-laite ei tunnista pienempia piikkeja, jos amplitudi on liian alhainen. Ky-
seessa voi olla ero pipetointitarkkuudessa, kun pipetoitava tilavuus FA-laitteelle
on 3 yl PCR-tuotteista ja amplitudi selvasti korkeampi rinnakkaisnaytteella.
Vaihtelua on myds emasparipituuksissa, mutta vahemman kuin testinaytteessa
2. Taulukossa 5 nakyy testinaytteen 3 ja sen rinnakkaisnaytteen relevantit tulok-
set ja in silico ennakoidut emasparipituudet.
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Taulukko 5. Taulukossa nakyy testindytteen 3 ja duplikaatin bakteerien enna-
koidut ja FA-tulosten emasparipituudet seka niiden osuudet piikkiprofiileista.
Mita sinisempi solu, sita korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

Testindyte 3 Duplikaatti

In silico FA-tulos Osuus FA-tulos Osuus

Taxon o o
(bp) (bp) (%) (bp) (%)

.S|.:)hmgomonadaceae_unclass 317 378 8,7 397 10,7
ified
Tuntematon 355 355
Cloacibacterium 343 357 ‘ 357
Tuntematon 363 11,3 363 9,9
Dysgonomonas 356 367 19 367 17,6

Taulukon 5 tulokset korreloivat edellisten testinaytteiden tulosten kanssa. Taulu-
koista voidaan nahda vain piikkien osuudet piikkiprofiilin kokonaispinta-alasta,
minka vuoksi ei pystyta hahmottamaan esim. kuvassa 8 piikkiprofiilien ko-

koeroa.

Naytteesta oli tehty sekvensointi, joten tiedossa oli todelliset bakteerien osuudet
mikrobiyhteisosta. Taulukossa 6 nakyy testinaytteen 3 relevantit tulokset ja sek-

vensointitieto.

Taulukko 6. Testinaytteen 3 tunnistetut bakteerit, niiden osuudet FA-laitteelta ja
sekvensointitiedoista saadut todelliset osuudet mikrobiyhteisosta. Mita sini-
sempi solu, sitd korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

Testindyte 3/Duplikaatti
Taxon FA-tulos (bp) | Osuus T3 (%) | Osuus dupli (%) | Seq (%)
Sphingomonadaceae_unclassified 328/327 8,7 10,7 16,9
Cloacibacterium 357 20,8
Dysgonomonas 367 19 17,6 15,2

Sekvensoinnissa osuudet naytteessa vallitsevien bakteerien osuudet olivat 1a-
hella toisiaan, verrattuna FA:lta saaduista tuloksista, jossa on selvasti suurem-
mat erot. Taman selittda kuitenkin sama paatelma testinaytteen 1 kohdalla. Mo-
nistuksessa bakteerit, joilla on pienempi osuus mikrobiyhteisosta, monistuvat hi-

taammin ja vahemman. Taman vuoksi tassa tilanteessa vallitsevin bakteeri
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Cloacibacterium on monistunut eniten ja ottanut hallitsevan maaran PCR-tuot-

teessa.
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Kuva 9. Testinaytteen 4 ja sen duplikaatin piikkiprofiilit.

Testinayte 4  Duplikaatti

Testinaytteen 4 tulokset kuvassa 9 ovat samat kuin testinaytteen 3. Rinnakkais-

nayte antaa suuremmat piikit ja emasparipituudet heittavat hieman. Testinayt-

teessa 4 piti manuaalisesti identifioida piikit 331 bp ja 363 bp. Taulukossa 7 na-

kyy testinaytteen 3 ja sen rinnakkaisnaytteen relevantit tulokset ja in silico enna-

koidut emasparipituudet.

Taulukko 7. Taulukossa nakyy testindytteen 4 ja duplikaatin bakteerien enna-
koidut ja FA-tulosten emasparipituudet seka niiden osuudet piikkiprofiileista.
Mita sinisempi solu, sita korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

Testindyte 4 Duplikaatti

In silico FA-tulos Osuus FA-tulos Osuus

Taxon o o
(bp) (bp) (%) (bp) (%)

.S|.:)hmgomonadaceae_unclass 317 378 113 397 8
ified
Tuntematon 355 355
Cloacibacterium 343 357 356
Tuntematon 363 11,7 363 11,7
Dysgonomonas 356 367 20,5 366 20,8

Tulokset testinaytteelta 4 eivat eroa suuremmin muiden testinaytteiden tuloksiin.
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Testiajojen perustella paatettiin, etta ei ole tarpeellista tehda rinnakkaisnaytteita
varsinaisissa ajoissa. Jos ajoon menevissa kaivoissa on ylimaaraista tilaa, vali-
taan tilanteen mukaan nayte, josta ajetaan myos rinnakkaisnayte. Tulosten pe-
rusteella arvioitiin, etta valilla voi olla tarvetta analysoida sama nayte uudelleen,
mutta on tehokkaampaa analysoida enemman naytteita kuin vahemman rinnak-

kaisnaytteiden kanssa per ajo.

Tulosten tulkinnassa pitaa ottaa huomioon emasparipituuksien vaihtelu ja epa-
selvat piikit, kuten piikki 355 bp, joka piti manuaalisesti tunnistaa kaikissa testi-
naytteissa. Naissa tilanteissa ei pystyta erottamaan kahden lahella olevien piik-
kien pinta-aloja selvasti, joten riippuen tilanteesta, pinta-alat jaetaan kahtia, tai
suuremmalle piikille jatetaan koko piikin pinta-ala ja pelkastaan pienempi piikki

tunnistetaan.

Pinta-alojen osuudet ovat todellisuudessa amplikoneissa paljon pienempia,
muutamissa prosenteissa, koska alukedimeerien osuus oli ndissa naytteissa yli
90 %. Tama tulee pitamaan paikkansa my0s varsinaisissa ajoissa, joten katsot-
taessa bakteerien prosentuaalisia osuuksia piikkiprofiilien tuloksissa siina on
poistettu alukedimeerien piikit ja niiden pinta-alojen osuudet, jotta piikkien suh-
teet toisiinsa olisi helpompi nahda. Voidaan myds olettaa, etta FA-laite ei tun-
nista kaikkia mahdollisia piikkeja, jos amplitudi piikkiprofiililla on liian alhainen.

Testinaytteista tunnistettiin 3 eri bakteeriryhmaa,
Sphingomonadaceae_unclassified (326—327 bp), Cloacibacterium (356—357 bp)
ja Dysgonomonas (365—-367 bp). Bakteerit tunnistettiin vertailemalla vallitsevat
piikit piikkiprofiileista sekvenssitietojen bakteerien osuuksiin ja vertailemalla
naytteiden tuloksia toisiinsa. My0s in silico ennakoitujen emasparipituuksia hyo-
dynnettiin paattelyssa. Sphingomonadaceae_unclassified oli vallitsevin bakteeri
testinaytteen 1 sekvenssitiedoissa, joten se todettiin olevan suurin piikki 327 bp
testinaytteen 1 piikkiprofiilissa kuvassa 6. Bakteeria ei todettu piikiksi 357 bp,
koska testinaytteessa 3 vallitsevin piikki oli juuri 357 bp, mutta sen naytteen
sekvenssitiedoissa vallitsevin bakteeri oli Cloacibacterium. Cloacibacterium to-
dettiin siis piikiksi 356—357 bp, joka yhteni myos muihin tuloksiin. /In silico bp



26

pituudet myOs sopivat jarkevammin, jos nain todettiin, etenkin kun Dysgonomo-
nas todettiin piikiksi 365—367 bp, kun ei ollut muita merkitsevia bakteereita tie-
dossa (osuudeltaan).

7.2 Varsinaisten ajojen tulokset

Varsinaiset ajot ovat jaettu tehdaskohtaisesti alaotsikkoihinsa analysoitaviksi,
paitsi tehtaan 6 ja 7 tulokset, joiden tulokset on analysoitu saman alaotsikon

alla.

7.2.1 Tehdas 1

Alla olevassa kuvassa 10 on tulokset naytteista T1.1, T1.2 ja T1.3. Sekvenssi-
tietojen mukaan naytteissa T1.2 ja T1.3 oli kohonnut haitallisen Dysgonomonas-
bakteerinsuvun osuus mikrobiyhteisosta, ja sita vertaillaan naytteeseen T1.1,
jossa sen bakteerin osuus oli matalampi. Nayte T1.1 on noin 1 kk vanhempi
kuin naytteet T1.2 ja T1.3, joilla on sama naytteenottopaiva, mutta eri naytteen-
ottopaikka.

Size (bp)

Kuva 10. Naytteiden T1.1-T1.3 piikkiprofiilit. Vanhemman naytteen T1.1 piikki-
profiili poikkeaa tuoreempien naytteiden piikkiprofiileista, jossa nakyy piikin 367
bp osuuden nousseen.
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Kuvassa 10 nahdaan, etta naytteiden mikrobiyhteisdjen sormenjaljet ovat sa-
manlaisia. Suurin ero nakyy piikin 367 bp kohdalla, jossa naytteen T1.1 osuus
on erittain matala, mutta naytteissa T1.2 ja T1.3 nakyy selvasti piikin osuuden
nousevan. Tama piikki tunnistettiin kuuluvan Dysgonomonas-bakteerisuvulle.
Tulos korreloi testiajojen tunnistuksien kanssa. Tietyt piikit, kuten piikit 355 bp ja

363-364 bp piti manuaalisesti identifioida.

Taulukossa 8 on naytteiden T1.1-T1.3 relevantit tulokset ja in silico ennakoidut

emasparipituudet.

Taulukko 8. Taulukossa nakyy T1.1-T1.3 bakteerien ennakoidut ja FA-tulosten
emasparipituudet seka niiden osuudet piikkiprofiileista. Mita sinisempi solu, sita
korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T1.1 T1.2 T1.3

Taxon In silico | FA-tulos | Osuus | FA-tulos | Osuus | FA-tulos | Osuus

(bp) (bp) (%) (bp) (%) (bp) (%)
Tuntematon 324 4,1 324 1,7 325 2
zi:;;‘f;?e%”adaceae— 317 327 3,1 327 8,3 327 8
Tuntematon 330 0,9 329 2,3 330 2,2
Tuntematon 355 355 355
Cloacibacterium 343 357 357 ‘ 357
Tuntematon 361 9,8 361 5,5 361 5,2
Tuntematon 363 5,6 364 5,6 364 4
Dysgonomonas 356 367 2,3 367 18,1 367 18,5

Naytteen T1.1 tulokset eroavat odotetusti hieman naytteiden T1.2 ja T1.3 tulok-
sista. Kaikissa on vallitsevasti Cloacibacteriumia, mutta naytteissa T1.2 ja T1.3
Dysgonomonas-piikki ilmestyy, kun naytteessa T1.1 sita ei ole ollenkaan. Nayt-
teiden T1.2 ja T1.3 bakteeriosuudet ovat my0s erittain lahella toisiaan, minka
selittda naytteiden sama naytteenottopaiva. Taulukkoon 8 on keratty myos piik-
keja, joista ei ole tunnistettu bakteereita, koska ne esiintyvat saanndllisesti ja

ovat nahtavasti osa normaalia mikrobiyhteisoa.

Taulukossa 9 nakyy naytteen T1.2 relevantit tulokset ja vertailu naytteen sek-

venssitietoihin.
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Taulukko 9. T1.2 tunnistetut bakteerit, nilden osuudet FA-laitteelta ja sekven-
sointitiedoista saadut todelliset osuudet mikrobiyhteisdsta. Mita sinisempi solu,
sita korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T1.2
Taxon FA-tulos (bp) Osuus (%) Seq (%)
Sphingomonadaceae_unclassified 327 8,3 9,3
Cloacibacterium 357
Dysgonomonas 367 18,1 25,2

Sekvenssitietojen bakteeriosuudet ovat hyvassa linjassa FA:lta saatuihin osuuk-
siin. Tulokset tukevat aikaisempia johtopaatoksia liittyen bakteerien tunnistuk-

siin.

Kuvassa 11 vertaillaan naytteita T1.2 ja T1.3 naytteisiin T1.4 ja T1.5. Naytteet
T1.4 ja T1.5 ovat otettu kuusi kuukautta myéhemmin, kun mikrobiyhteisossa

haitallisen Dysgonomonas-bakteerisuvun osuus on laskenut.
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Kuva 11. Naytteiden T1.2—T1.5 piikkiprofiilit. Piikkiprofiileista naytteet T1.4 ja
T1.5 ovat tuoreempia, ja odotetusti piikin 367 bp (Dysgonomonas) osuus on las-
kenut.

Kuvassa 11 nakyy, etta piikki 367 bp (Dysgonomonas) on laskenut huomatta-
vasti, kun verrataan naytteiden T1.4 ja T1.5 piikkiprofiileja naytteisiin T1.2 ja
T1.3. Piikki 354/355 bp osuus on korkeampi uudemmissa naytteissa verrattuna
vanhempiin, jossa piikki 357 bp on vallitseva.
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Taulukossa 10 on naytteiden T1.2—T1.5 relevantit tulokset ja in silico enna-

koidut emasparipituudet.

Taulukko 10. Taulukossa nakyy naytteiden T1.2—T1.5 bakteerien ennakoidut ja
FA-tulosten emasparipituudet seka niiden osuudet piikkiprofiileista. Mita sini-
sempi solu, sitd korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T1.2 T1.3 T1.4 T1.5
In FA- Osu FA- Osu FA- Osu FA- Osu
Taxon silico | tulos us tulos us tulos us tulos us
(bp) | (bp) | (%) | (bp) | (%) | (bp) | (%) | (bp) | (%)
Tuntematon 324 1,7 325 2 324 4,2 323 0,1

Sphingomonadac

o 317 327 8,3 327 8 327 1
eae_unclassified

Tuntematon 329 2,3 330 2,2 330 3 331 1,5
Tuntematon 355 355 354 | 355

Cloacibacterium | 343 | 357 | 357 | 357 | 17,2 | 357 | 318
Tuntematon 361 5,5 361 5,2 361 16,1 361 10,6
Tuntematon 364 5,6 364 4 364 2,2 363 2,9

Dysgonomonas 356 367 18,1 367 18,5 367 0,6 368 1,1

Mikrobiyhteison muutoksia voidaan naissa naytteissa seurata selvasti. Nayttei-
den T1.2 ja T1.3 osuudet ovat samanlaiset, kuten ovat myos naytteiden T1.4 ja
T1.5. Poikkeuksena naytteen T1.5 Cloacibacterium piikki 357 bp, jonka osuus
on suurempi kuin naytteen T1.4. Taman selittaa piikin 361 bp pienempi osuus
naytteessa T1.5. Naytteissa T1.4 ja T1.5 on poikkeuksellisesti eroteltu piikille
355 bp oma pinta-ala halkaisemalla koko piikki kahtia keskelta, koska siita tulee

hallitsevampi verrattuna normaalisti piikkiin 357 bp (Cloacibacterium).
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Kuvassa 12 vertaillaan naytteiden T1.6 ja T1.7 piikkiprofiileja. Naytteiden mikro-
biyhteisot eivat eroa sen suuremmin muista naytteista, mutta kuvassa halutaan

korostaa naytteen T1.6 tuloksia.
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Kuva 12. Naytteiden T1.6 ja T1.7 piikkiprofiilit. Naytteen T1.6 amplitudi on huo-
mattavasti korkeampi kuin naytteen T1.7.

Kuvassa 12 voidaan nahda naytteen T1.6 piikit, jotka ovat korkeammat kuin
naytteen T1.7. Bakteeripitoisuus naytteessa ei ollut kuitenkaan suurempi, vaan
nayte itse oli monistunut paljon paremmin verrattuna naytteeseen T1.7, vaikka
naytteet oli ajettu samaan aikaan. Eroa mikrobiyhteisdissa ei ole muuta kuin
etta piikki 331 bp on vallitsevampi tuoreemmassa naytteessa T1.7 ja piikin 328
bp osuus on laskenut vanhemmassa naytteessa T1.6. Huomioitavaa etta nama
ovat ainoat naytteet, jossa piikki 364 bp on huomattava, mutta mukana ei ole
Dysgonomonas 366/367 bp-piikkia.
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Taulukossa 11 on naytteiden T1.6—T1.7 relevantit tulokset ja in silico enna-

koidut emasparipituudet.

Taulukko 11. Taulukossa nakyy naytteiden T1.6—T1.7 bakteerien ennakoidut ja
FA-tulosten emasparipituudet seka niiden osuudet piikkiprofiileista. Mita sini-
sempi solu, sitd korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T1.6 T1.7

In silico FA-tulos Osuus FA-tulos Osuus

Taxon o o
(bp) (bp) (%) (bp) (%)

?phmgomonadaceae_unclass 317 378 20,7 378 12
ified
Tuntematon 331 29,9
Tuntematon 347 0,6 347 2,5
Tuntematon 353 7,9
Cloacibacterium 343 356 ‘ 357
Tuntematon 364 16,5 364 13,7

Naytteissa T1.6 ja T1.7 ei ollut ollenkaan Dysgonomonasta. Kyseisista nayt-

teista ei ollut tiedossa sekvenssitietoja, eika muiden naytteiden tulosten avulla

saatu selville, mitka bakteerit mahdollisesti olisivat piikit 331 bp ja 364 bp.

Tehtaan 1 tulosten perusteella menetelmalla pystytaan seuraamaan ainakin yk-

sinkertaisia mikrobiyhteisoja ja tunnistamaan vallitsevia bakteereja hyddynta-

malla sekvensointitietoja ja in silico ennakoituja emasparipituuksia. Naytteet oli-

vat kahdesta eri naytepaikasta, mutta jos naytteet oli otettu samana paivana,

naytepaikka ei vaikuttanut melkein ollenkaan siihen, miltd mikrobiyhteiso naytti.

Tuloksista tunnistettiin kolme eri bakteeriryhmaa,

Sphingomonadaceae_unclassified (326—327 bp), Cloacibacterium (356—357 bp)

ja Dysgonomonas (365—-367 bp). Varsinaisten ajojen tulokset tehtaalta 1 vah-

visti testiajojen tuloksia.
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7.2.2 Tehdas 2

Tehtaan 2 naytteissa haluttiin nahda menetelman mahdollisuutta seurata sa-
maa mikrobiyhteisdja eri ajankohdilta. Ero tehtaan 1 tuloksiin oli, etta kyseessa
olevissa mikrobiyhteisOissa oli enemman ja erilaisia vallitsevia bakteeriryhmia
perustuen tiedossa oleviin sekvenssitietoihin. Odotettavissa oli siis vaikeammin
tulkittavia piikkiprofiileja. Kuvassa 13 vertaillaan kiertokuidun varastotornin nayt-
teitéa kolmelta eri ajankohdalta.
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Kuva 13. Kiertokuidun naytteiden piikkiprofiilit. Mikrobiyhteiso ei ole merkityksel-
lisesti muuttunut.

Sekvenssitiedoista nahtiin, etta naytteissa on samat vallitsevat bakteeriryhmat.
Piikkiprofiilit yntenevat sekvenssitietojen kanssa. Kuvassa 13 piikki 368 bp nayt-

teessa T2.3 on mahdollisesti myos muissa naytteissa, mutta ei tunnistettavissa.

Taulukossa 12 on naytteiden T2.1, T2.3 ja T2.5 relevantit tulokset ja in silico en-
nakoidut emasparipituudet.
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Taulukko 12. Taulukossa nakyy naytteiden T2.1, T2.3 ja T2.5 bakteerien enna-
koidut ja FA-tulosten emasparipituudet seka niiden osuudet piikkiprofiileista.
Mita sinisempi solu, sita korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T2.1 T2.3 T2.5
Taxon six'?co tflﬁ;s Osuu tflﬁ;s Osuu tflﬁ;s Osuu
s (% s (% s (%

o) | o) | | op) | U] o) | %
Tuntematon 354 3,3 354 2,9 353 2,9
Ethanoligenens 348 357 26,1 357 31,9 356 25,3
Weeksellaceae_unclassifi | 343/36 362 362 361
ed 5
Tuntematon <0 368 4,8 <0
Prevotellaceae_unclassifi
ed & Prevotella 7 354 371 19,8 371 12,7 370 16,5
Enterococcus 365 380 1,2 380 0,9 379 1

Naytteet ovat siis kolmelta eri ajankohdalta, ja mikrobiyhteisd on nahtavasti py-
synyt samana taulukon 12 arvojen mukaan. Huomiona nakyy, etta
Weeksellaceae_unclassified bakteerin-in silico bp pituudet ei ns. sovi muiden
naytteiden trendiin. Bakteerilla on kuitenkin nahtavasi heimon sisalla paljon
vaihtelua, koska valituista sekvensseista Silvasta tuli 2 eri emasparipituutta en-

nakoidessa in silico.

Taulukossa 13 nakyy naytteen T2.1 relevantit tulokset ja vertailu naytteen sek-
venssitietoihin. Tulokset tasta edustavat kuvan 13 kaikkien naytteiden tuloksia.

Taulukko 13. T2.1 tunnistetut bakteerit, nilden osuudet FA-laitteelta ja sekven-
sointitiedoista saadut todelliset osuudet mikrobiyhteisdsta. Mita sinisempi solu,
sita korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T2.1
Taxon FA-tulos (bp) Osuus (%) Seq (%)
Ethanoligenens 357 26,1 25,8
Weeksellaceae_unclassified 362 _ 33,7
Prevotellaceae_unclassified & Prevotella_7 371 19,8 15,0
Enterococcus 380 1,2 3,3

Sekvenssitiedot yhtenevat FA:Ita saatujen tietojen kanssa. Sekvenssitiedoissa

oli erillisesti Prevotellaceae_unclassified ja Prevotella_7, jossa ensimmainen
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bakteeri oli vallitsevampi. Ne ovat kuitenkin laskettu yhteen, koska mahdollisesti
bakteerien emasparipituudet ovat liian lahella toisiaan, jotta FA-laite pystyisi

niit erottamaan toisistaan.

Kuvassa 14 vertaillaan myos kolmelta eri ajankohdalta kiertokuidun varastotor-
nin naytteita. Mukana edellisesta kuvasta 13 on nayte T2.5, joka edustaa ns.

normaalia mikrobiyhteisda. Naytteet T2.7 ja T2.8 ovat tuoreempia naytteita.
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Kuva 14. Tuoreempien kiertokuidun naytteiden piikkiprofiilien vertailu. Piikkipro-
fileissa selvia eroavaisuuksia.

Kuvasta 14 voidaan piikkiprofiilien ero huomata valittomasti. Nayte T2.5 muis-
tuttaa viela naytetta T2.7, mutta naytteen T2.7 piikkiprofiilissa vallitsevat piikit
357 bp (Ethanolgenens) ja 362 bp (Weeksellaceae _unclassified) ovat laskeneet
pitoisuuksissa naytteeseen T2.8 verrattuna, jossa piikki 360 bp on noussut val-
litsevaksi bakteeriryhmaksi. Samat bakteeriryhmat edelleen, mutta niiden
osuuksissa voidaan nahda selva muutos. Huomioitavaa myds, etta naytteissa
T2.7 ja T2.8 piikki 360 bp oli tunnistettavissa, mutta muissa kiertokuidun nayt-
teissa sita ei tunnistettu, vaikka voitaisiin todeta, etta kyseinen piikki on ole-

massa.

Taulukossa 14 on naytteiden T2.5, T2.7 ja T2.8 relevantit tulokset ja in silico en-

nakoidut emasparipituudet.
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Taulukko 14. Taulukossa nakyy naytteiden T2.5, T2.7 ja T2.8 bakteerien enna-
koidut ja FA-tulosten emasparipituudet seka niiden osuudet piikkiprofiileista.
Mita sinisempi solu, sita korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T2.5 T2.7 T2.8
Taxon six'?co tflﬁ;s Osuu tflﬁ;s Osuu tflﬁ;s Osuu
s (% s (% s (%

o) | o) | | op) | 2P| o) | %
Tuntematon 353 2,9 353 3,5 353 8,2
Ethanoligenens 348 356 25,3 357 31,5 357 6,7
Tuntematon
Weeksellaceae_unclassifi | 343/36 361 363 22,6
ed 5
Prevotellaceae_unclassifi
ed & Prevotella 7 354 370 16,5 371 5,8 370 17,5
Enterococcus 365 379 1 380 0,7 380 4,4

Taulukon 14 mukaan piikin 360 bp osuus on noussut 30 %-yksikk0a naytteesta
T2.7 naytteeseen T2.8 ja piikki 363 bp, Weeksellaceae_unclassified, osuus on
laskenut. Lukuja kaytetaan suuntaa antavana, joten valttamatta niin suurta heit-
toa ei ole tapahtunut naytteenottopaikalla. Taulukosta voi myds nahda, kuinka
Weeksellaceae unclassified-bakteerin osuus on laskenut ajan myota. Mahdol-
lista on kuitenkin, etta naytteessa T2.5 piikissa 361 bp on seka piikki 360 bp
etta bakteerin Weeksellaceae unclassified piikki yhdistynyt.
Prevotellaceae_unclassified ja Prevotella_7 osuus on myos ensimmaista kertaa
naytteessa T2.8 suurempi kuin Ethanolgenesin. Taman yksityiskohdan voi
nahda kuvasta 14. Sen huomion ja in silico emasparipituuksien takia ei uskota,
etta bakteerien piikit olisivat tunnistuksessa sekoitettu keskenaan.
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Taulukossa 15 nakyy naytteen T2.8 relevantit tulokset ja vertailu naytteen sek-

venssitietoihin.

Taulukko 15. T2.8 tunnistetut bakteerit, niiden osuudet FA-laitteelta ja sekven-
sointitiedoista saadut todelliset osuudet mikrobiyhteisdsta. Mita sinisempi solu,
sitd korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T2.8
Taxon FA-tulos (bp) Osuus (%) Seq (%)
Ethanoligenens 357 6,7 6
Weeksellaceae_unclassified 363
Prevotellaceae_unclassified & Prevotella_7 370
Enterococcaceae_unclassifed 380 4,4 1,2

Naytteessa T2.8 oli ongelmana, etta vallitsevin piikki oli 360 bp. Vallitsevin bak-
teeri sekvenssien mukaan oli kuitenkin Weeksellaceae unclassified, joka oli
maaritelty jo piikiksi 361-363 bp. Muuta syyta ei ole ristiriitaiselle tulokselle, kuin
ettd mikrobiyhteisdssa on monia bakteereja, joilla on sama emasparipituus. Ky-
seiset bakteerit ovat sitten monistuneet ja PCR-tuotteessa sitten olleet vallitse-
vat monistujat, vaikka prosessissa naytteenottopaikalla ne eivat ole vallitse-
vassa asemassa mikrobiyhteisossa. Tehtaan naytteista kaikista oli sekvenssitie-
dot tiedossa paitsi yhdesta, ja Weeksellaceae _unclassified on aina vallitseva
sekvenssien mukaan ja FA:lta tuloksissa suurin piikki on aina 361-363 bp. Et-
hanoligenes piikki 357 bp on naytteessa T2.8 osuudeltaan laskenut ja bakteeri
oli muissa naytteissa (T2.1-T2.7) vallitsevampi, joten piikin osuuden lasku seka
FA:n tuloksissa, etta sekvenssitiedoissa vahvistaa kyseisen piikin kuuluvan bak-

teerille Ethanoligenens.
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Kuvassa 15 on kartonkikoneen kirkassuodosnaytteet.

37166
35000-

30000-

25000

20000

Amplitude

15000

10000

5000-

340
341
342
345
347

Size (bp)

Kuva 15. Kartonkikoneen kirkassuodosnaytteet kolmelta eri ajankohdalta.

Piikkiprofiilit naytteiden valilla ovat kaytanndssa samanlaisia. Nayte T2.6 on
emasparipituudeltaan systemaattisesti hieman lyhyempi, mutta muuten ainoa
huomioitava ero piikkiprofiilien valilla on naytteen T2.4 piikki 369 bp. Piikit 360—

361 bp identifioitiin manuaalisesti.

Taulukossa 16 on naytteiden T2.2, T2.4 ja T2.6 relevantit tulokset ja in silico en-

nakoidut emasparipituudet.
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Taulukko 16. Taulukossa nakyy naytteiden T2.2, T2.4 ja T2.6 bakteerien enna-
koidut ja FA-tulosten emasparipituudet seka niiden osuudet piikkiprofiileista.
Mita sinisempi solu, sita korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T2.2 T2.4 T2.6
Taxon six'?co tflﬁ;s Osuu tflﬁ;s Osuu tflﬁ;s Osuu
s (% s (% s (%

o) | o) | * | op) | 2P| o) | ™
Tuntematon 354 2,5 354 2,6 352
Ethanoligenens 348 357 21,8 357 27,1 356
Tuntematon 361 361 360
Weeksellaceae_unclassifi | 343/36 363 362 362
ed 5
Tuntematon <0 369 2,2 <0
Prevotellaceae_unclassifi
ed & Prevotella 7 354 371 14,3 371 10,4 370 13,4
Enterococcus 365 380 0,9 380 0,5 379 1,1

Kartonkikoneen kirkassuodosnaytteiden mikrobiyhteis6a pystytaan seuraamaan

luotettavasti. Mikrobiyhteiso ei eroa suuresti kiertokuitu naytteista T2.1, T2.3 ja

T2.5 (kuva 13). Erona vain, etta taulukossa 16 nahtavissa naytteissa on suu-

rempi osuus piikilla 360-361 bp.

Taulukossa 17 nakyy naytteen T2.8 relevantit tulokset ja vertailu naytteen sek-

venssitietoihin.

Taulukko 17. T2.4 tunnistetut bakteerit, niiden osuudet FA-laitteelta ja sekven-
sointitiedoista saadut todelliset osuudet mikrobiyhteisdsta. Mita sinisempi solu,
sitd korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T2.4
Taxon FA-tulos (bp) Osuus (%) Seq (%)
Ethanoligenens 357 27,1 24,9
Weeksellaceae_unclassified 362 _ 30,6
Prevotellaceae_unclassified & Prevotella_7 371 10,4 14,3
Enterococcus 380 0,5 1,7

T2.4 FA-tulokset yhtenevat sekvenssitietojen kanssa, ja vahvistaa johtopaatok-

sia, mita tehty tdhan mennessa. Enterococcus tunnistettiin piikiksi 380 bp hyo-

dyntaen in silico ennakoituja emasparipituuksia ja toisen tehtaan tuloksia.
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Kuvassa 16 on pelkastaan nayte T2.9. Nayte T2.9 on eri kohdasta prosessia
kuin muut tehtaan 2 naytteet. Naytteen tulokset otettiin mukaan tulosten laadun

vuoksi.
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Kuva 16. Naytteen T2.9 piikkiprofiili. Piikkiprofiilista voidaan nahda selvasti 6 eri
piikkia.

Kuvassa 16 nakyy, etta naytteen T2.9 piikkiprofiilissa on samat piikit verratta-
essa muihin tehtaan 2 naytteisiin. Piikit 361 bp seka 363 bp ovat paljon selvem-
mat verrattuna muihin naytteisiin. FA-laite ei oletetusti pysty erottamaan piikkeja
tai tunnistamaan niita, jos ne eroavat toisistaan 1-3 emasparilla. Kyseisessa
naytteessa se on kuitenkin onnistunut, koska bakteerit ovat samoissa pitoisuuk-
sissa naytteessa (piikit 361 bp ja 363 bp). Sekvenssitietoja ei ole olemassa
naytteelle, minka avulla voitaisiin saada selville piikin 361 bp identiteetti. Yksi
spekulaatio on, etta kummatkin piikit olisivat Weeksellaceae-heimoisia baktee-
reja, mutta koska sekvensointia varten monistetaan 16S-rRNA-geenin-alue V4
tai alueet V4 — V5, niin bakteeria ei pystyta tunnistamaan sukutasolle saakka
naista geenin alueista. Tassa tydssa monistetaan 16S-rRNA-geenin alue V1-
V2, joten mahdollisesti kyseisessa bakteerissa taas olisi siella geenissa enem-
man vaihtelua lajitasolle saakka.

Tehtaan 2 naytteista pystytaan toteamaan, etta mikrobiyhteisdja pystytaan seu-

raamaan luotettavasti. Vallitsevia bakteereja pystytaan seuraamaan, vaikka
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niitd on enemman verrattuna tehtaan 1 naytteisiin, jotka olivat yksinkertaisempia
mikrobiyhteis® mielessa. Fragment Analyzer -tulokset olivat myos paljon lahem-
pana sekvensointituloksia tehtaan 2 naytteissa verrattuna tehtaan 1 tuloksiin.
On mahdollista, etta jos mikrobiyhteiséssa on enemman vallitsevia bakteereja,
niin niiden osuudet vaaristyvat vahemman monistuksessa. Poikkeuksena nayte
T2.8, jossa epaselvana on piikin 360 bp identiteetti ja ettd se on vallitseva piikki
kyseisessa naytteessa. Tuloksista tunnistettiin 4 eri bakteerisukua, Ethanoli-
genens (356-357 bp), Weeksellaceae _unclassified (361-363 bp), Prevotella-
ceae_unclassified & Prevotella_7 (370-371 bp) ja Enterococcus (380 bp).

7.2.3 Tehdas 3

Tehtaan 3 naytteet olivat kaikki matalan pitoisuuden naytteita. Kaytannossa ky-
seiset naytteet sisalsivat siis kokonaisuudessaan erittdain vahan DNA:ta. Nayte
T3.1 on ensimmainen ja nayte T3.4 viimeisin prosessin naytteenottokohta. Tar-
koituksena oli selvittaa menetelman tarkkuutta seuraamalla Tepidimonas- ja
Pseudoxanthomonas-bakteerisukujen osuuden laskua prosessissa, minka
vuoksi kaikki piikkiprofiilit ovat yndessa kuvassa. Kuvassa 17 on poikkeukselli-
sesti zoomattu laajemmalle alueelle piikkiprofiilissa. Piikkiprofiilista haluttiin ko-
rostaa pienien piikkien maara, joka on lukumaaraltdéan enemman kuin normaa-
listi. Se johtuu todennakodisimmin pidemmasta qPCR-ajosta, koska matalan pi-
toisuuden DNA-naytteet monistuivat hitaammin, minka vuoksi kaikkea muuta
turhaa monistuu myds samalla. Nama pienet piikit saattavat kuitenkin hairita tu-
losten tulkintaa, ja voi aiheuttaa lisatyota, kun piikit pitda yksi kerrallaan poistaa

manuaalisesti.
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Kuva 17. Naytteiden T3.1-T3.4 piikkiprofiilit UM (500 bp) saakka.

Kuvaa 17 tarkastellessa nahdaan, etta naytteesta T3.1 ei ole mitaan piikkeja yli
detektiorajan, eli mikaan piikeista ei ole siis luotettava. Naytteen piikit ovat mus-
talla ja ovat hadin tuskin nahtavissa. Yllattavaa kuitenkin, etta se on ainoa
nayte, jonka piikit ovat odotettavissa emasparipituuksissa. Tepidimonas-baktee-
risuku tunnistettiin piikiksi 367 bp ja Pseudoxanthomonas-bakteerisuku tunnis-
tettiin piikiksi 362 bp perustuen muiden tehtaiden tuloksiin. Naita ei kuitenkaan
sisallyteta lopullisiin tuloksiin. Muissa naytteissa piikkiprofiilit ovat systemaatti-
sesti emasparipituuksiltaan liian lyhyita, eika pystyta luotettavasti vertailemaan
tuloksia muiden tehtaiden tuloksiin. Jos ei kuitenkaan kiinniteta huomiota emas-
paripituuksiin, vaan pelkastaan piikkien kokoihin, huomataan, etta naytteen T3.2
piikki 305 bp on suurin, verrattuna naytteen T3.3 sita tdsmaavaan piikkiin 322
bp, ja naista pienin piikki on naytteen T3.4 sita vastaava piikki 323 bp. Nama pii-
kit tunnistettiin Tepidimonas-bakteerisuvuksi, ja jonkinlainen piikkien lasku
koossa voidaan tassa nahda. Naytteesta T3.2 bakteerin osuus laskee koko mik-
robiyhteisosta noin 20 % naytteeseen T3.3, ja siita noin 10 % naytteeseen T3.4

sekvenssitietojen mukaisesti.
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Taulukossa 18 on naytteiden T3.2-T3.4 FA-tulokset bakteereille Tepidimonas ja

Pseudoxanthomonas.

Taulukko 18. Taulukossa nakyy naytteiden T3.2-T3.4 bakteerien Tepidimonas
ja Pseudoxanthomonas osuudet piikkiprofiileista. Mita sinisempi solu, sita kor-
keampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T3.2 T3.3 T3.4
Taxon FA-tulos Osuus FA-tulos Osuus FA-tulos Osuus
(bp) (%) (bp) (%) (bp) (%)
z:“dO"a”thOmo 296 11,5 312 11,5 313 17,2
Tepidimonas 305 322 ‘ 323 47,2

Taulukon 18 osuusarvojen mukaan ei nahda samanlaista laskua bakteereilla,
mika voidaan todeta kuvaa 17 katsomalla. Naytteissa T3.3 ja T3.4 on my0s
enemman vallitsevia bakteereja mikrobiyhteisdssa verrattuna naytteeseen T3.2
sekvenssitietojen mukaan, joten oli odotettavissa, ettd naytteessa T3.2 olisi eni-
ten Tepidimonasta ja Pseudoxanthomonasta. Nain ei kuitenkaan ole, kun puhu-
taan puhtaasti bakteerien piikkien osuuksista piikkiprofiileista.

Tehtaan 3 naytteet ovat emasparipituuksista puhuttaessa epaluotettavia, ei-
vatka ne ole onnistuneita. Sama paatelma voidaan tehda puhuttaessa baktee-
rien osuuksien seuraamisesta tarkemmin mikrobiyhteis6ssa. gPCR-ajo oli on-
nistunut eikd monistumisessa nakynyt olevan ongelmaa, joten ongelma on itse
naytteissa tai naytteenkasittelyssa, minka vuoksi emasparipituudet ovat liian ly-
hyita. Matalan pitoisuuden naytteet monistuvat hitaammin, joten se selittaa,
miksi piikkiprofiileissa normaalia enemman pienia piikkeja. Luotettavia vertailta-
via piikkeja ei ollut tehtaan piikkiprofiileissa, joten tehtaasta ei sisallyteta tuloksia
yhteenvetoon. Tunnistettavia bakteereja kuitenkin oli, kuten Tepidimonas, Pseu-
doxanthomonas ja Ruminococcaceae_unclassified (nayte T3.4, piikki 348 bp).
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7.2.4 Tehdas 4

Tehtaan 4 naytteissa haluttiin selvittaa haitallisen Meiothermus-bakteerisuvun
piikki. Tehtaalla esiintyi myds muista tehtaista paljon enemman eroava mikrobi-
yhteiso, ja haluttiin selvittaa, olisiko niitd mahdollista analysoida FA-laitteella.
Naytteet T4.1 ja T4.3 ovat referenssinaytteita, jotka olivat siis puhtaita kartonki-
naytteita. Naytteet T4.2 ja T4.4 ovat kartonkinaytteita, jossa esiintyi punaisia
laikkia, viitaten kontaminaatioon. Kaikki naytteet olivat kartonkeja ja matalan pi-
toisuudennaytteita. Referenssinaytteista ei odotettu tulevan piikkiprofiilin merkit-
tavia piikkeja, kun taas laikkanaytteissa odotettiin asian olevan toisin. Kuvassa
18 kartonkinaytteiden piikkiprofiilit.
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Kuva 18. Naytteiden T4.1-T4.4 piikkiprofiilit. Lopputuotenaytteiden piikkiprofii-
lien vertailua.

Referenssinaytteet T4.1 ja T4.3 odotettavasti eivat tuottaneet merkittavia piik-
keja, kuten kuvassa 18 voidaan nahda. Nayte T4.4 ei tuottanut tuloksia. Ainoas-
taan naytteesta T4.2 tuli tuloksia, missa vallitseva piikki 348 bp tunnistettiin
Meiothermukseksi. Sekvenssitiedoissa Meiothermus kattaa naytteesta T4.4
mikrobiyhteisosta 51,4 %. FA-tuloksissa piikki 348 bp kattaa piikkiprofiilista 58,2
%, joten vahvasti oletettiin piikki 348 bp Meiothermukseksi. Muut bakteerit/piikit

olivat 10 %:n paikkeilla seka sekvenssitiedoissa etta FA-tuloksissa.

Tehtaalta otettiin myos 2 prosessinaytetta, naytteet T4.5 ja T4.6. Naytetta T4.6
vertailtiin naytteeseen T4.2, jonka tulos oli ainoa jarkeva kyseiselta FA-ajolta.
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Tama varmistaisi viela naytteen T4.2 tulosten luotettavuuden. Naytteella T4.5
oli erilainen mikrobiyhteiso, joten odotettiin sen piikkiprofiilin poikkeavan muiden
naytteiden piikkiprofiileista. Kuvassa 19 on edella mainittujen naytteiden piikki-

profiilien vertailu.
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Kuva 19. Nayte T4.2 on laikkanayte, jonka piikkiprofiilia vertaillaan kahden pro-
sessinaytteen piikkiprofiilien kanssa.

Naytteiden T4.2 ja T4.6 vallitseva bakteerisuku sekvenssitietojen mukaan oli
Meiothermus. Piikkiprofiileissa kuvasta 19 voidaan todeta siis, etta Meiothermus
tuottaa piikin 348 bp. Nayte T4.5 erosi suuresti muihin naytteisiin mikrobiyhtei-
sOllisesti (my0Os kaikkien muiden tehtaiden), eika pystytty maarittamaan luotetta-
vasti mitaan bakteeriryhmia piikkiprofiilista.

Tehtaasta 4 saatiin maaritettya haittabakteerin Meiothermus identiteetti piikki-
profiileista, joka on piikki 348 bp. Naytteissa esiintyi myos muita piikkeja, joten
nahtavasti on mahdollista analysoida kyseista mikrobiyhteisoa. Muita bakteereja
ei pystytty tunnistemaan luotettavasti pelkastaan naista tuloksista.
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7.2.5 Tehdas 5

Tehtaasta 5 valittiin kolme naytetta, joista naytteet T5.1 ja T5.3 olivat matalan
pitoisuuden naytteita. Analyysit olivat kuitenkin onnistuneita verrattuna tehtaan
3 tuloksiin. Kuvassa 20 piikkiprofiilien vertailu.
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Kuva 20. Tehtaan 5 naytteiden piikkiprofiilit. Piikkiprofiileista nahdaan naytteen
T5.1 mikrobiyhteison eroavan muista, mutta ei suuresti.

Tehtaan 5 naytteet valittiin, koska mikrobiyhteisot niissa sisalsivat bakteeri-
sukuja, joita oli muissa tehtaissa ja niiden tunnistaminen auttaisi muiden tulos-
ten tulkintaa. Kuvassa 20 esimerkiksi piikki 369 bp tunnistettiin Tepidimonas-
bakteerisuvuksi, jota esiintyi tehtaan 6 naytteissa ja sekvenssitietojen mukaan
my0s tehtaassa 3. Oli myos ongelmia, kuten Thermicanus-bakteerisuvun tun-
nistus. Sen todettiin olevan piikki 373 bp naytteessa T5.1 ja sita vastaavan pii-
kin olevan yhdistynyt piikkiin 375 naytteessa T5.2. Thermicanusta esiintyi myos

tehtaan 6 ja tehtaan 7 mikrobiyhteisdissa.



46

Taulukossa 19 on naytteiden T5.1, T5.2 ja T5.3 relevantit sekvenssitulokset.

Taulukko 19. Taulukossa nakyy naytteiden T5.1, T5.2 ja T5.3 releventtien bak-
teerien sekvenssitiedot. Mita sinisempi solu, sitéd korkeampi osuus bakteerilla on

mikrobiyhteisostaan.

54 | 152 | 183
Taxon Sequence (%)
Clostridium_sensu_stricto_N 14,4 44 4,9
Tepidimonas 5,5
Thermicanus 10,6 11,6 2,9
Pseudomonadaceae_unclassified 1,3 16,5 18,3
Anoxybacillus _ 17,6 11,7
Bacillales_unclassified 17,6 0 4,5
Bacillus 0,9 7,7 0,1

Taulukon 19 tietojen avulla on paatelty taulukon 20 tulokset. Taulukossa 20 on

naytteiden T5.1, T5.2 ja T5.3 relevantit tulokset ja in silico ennakoidut emaspari-

pituudet.

Taulukko 20. Taulukossa nakyy naytteiden T5.1, T5.2 ja T5.3 bakteerien enna-
koidut ja FA-tulosten emasparipituudet seka niiden osuudet piikkiprofiileista.
Mita sinisempi solu, sita korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa.

T5.1 T5.2 T5.3
Taxon In silico | FA-tulos | Osuus | FA-tulos | Osuus | FA-tulos | Osuus
(bp) (bp) (%) (bp) (%) (bp) (%)
361 12,1 361 1,6 361 1,9
Clostridium_sensu_st | 333/336
ricto_ N /354 367 10,7 367 5,9 366 7,2
- 344/351
Tepidimonas /355 <0 369 369
Thermicanus 358/368 373 11,6
Pseudomonadaceae_ | 4, <0 375 14 375 | 148
unclassified
Anoxybacillus 357 379 OB 380 | 318 | 380 | 30
Sacﬂlales_unclassme 357 383 12,6 <0 <0
Bacillus 327/364 <0 384 5,8 <0
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Kaikki paatelmat hyodyntavat taulukon 19 tietoja. Taulukosta 20 nakyy, etta
Anoxybacillusta oli kaikissa naytteissa, minka avulla tunnistettiin kyseinen piikki
379-380 bp sille. Seuraavaksi tunnistettiin Tepidimonas, joka oli vallitseva nayt-
teissa T5.2 ja T5.3. Sen piikki 369 bp on kuvissa suurempi kuin piikki 379-380
(Anoxybacillus), mutta osuuksien perusteella ja siten missa naytteissa piikki
esiintyy, paateltiin piikki 369 bp Tepidimonakselle. Pseudomonadaceae_unclas-
sified paateltiin piikiksi 375 bp samalla tavalla kuin Tepidimonas. Piikkien ei kui-
tenkaan uskota menneen sekaisin, johtuen niiden osuuksista ja siita, miten ne
tasmaytyvat sekvenssitietojen kanssa. Thermicanus esiintyi naytteissa T5.1 ja
T5.2 piikkina 373 bp. Piikkia ei kuitenkaan pystyta erottamaan naytteessa T5.2,
koska se on yhdistynyt piikkiin 375 bp (Pseudomonadaceae_unclassified). Teh-
taista 6 ja 7 tunnistettiin bakteeri samoihin emasparipituuksiin, minka vuoksi ei
uskota, etta bakteeri olisi piikki 383 bp naytteessa T5.1 ja piikki 384 bp nayt-
teessa T5.2. Clostridium_sensu_stricto N uskotaan olevan piikki 367 bp, koska
trendi, jota bakteeri tekee FA-tuloksissa, tdsmaa trendin kanssa, mita sekvens-
sitiedoissa nakyy. Sen ei uskota olevan piikki 361 bp, koska mikrobiyhteis6ssa
on bakteereja, joilla sama trendi, mutta pienemmat pitoisuudet. Mahdolliset bak-
teerit piikille 361 bp ovat siis Ruminococcus tai Melioribacteraceae. Naytteessa
T5.1 jaa jaljelle piikki 383 bp, jonka ainoa mahdollinen kandidaatti on Bacilla-
les_unclassified ja naytteessa T5.2 jaa piikki 384 bp, jonka ainoa kandidaatti on

Bacillus.

Tehtaasta 5 tunnistettiin seitseman eri bakteeria, joihin kuului myos tutkittavana
olleet bakteerit Tepidimonas ja Thermicanus. Tulokset olivat onnistuneita,
vaikka kaksi naytteista oli matalan pitoisuuden naytteita. Naytteista tehtiin myos
rinnakkaisnaytteet, mutta tuloksissa kasitelty naytteet, joissa ei ollut systemaat-
tisia emasparieroja. Ne on kuitenkin otettu huomioon johtopaatoksissa, kun on
maaritelty rajat emaspareilla bakteerien tunnistamiseen. In silico-emasparipi-
tuuksissa on suurta vaihtelua, joten niista ei paljon ollut apua bakteerien identifi-

oimisessa.
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7.2.6 Tehdas6ja7

Kaikki naytteet ovat eri kohdista prosessia. Naytteet T6.2 ja T6.3 ovat kuitenkin
samasta kartonkikoneesta. Naytteet T6.4 ja T6.5 ovat samalta tehdasalueelta,
mutta toiselta kartonkikoneelta. Voidaan odottaa siis systeemin sisalla olevien
naytteiden tuottavan samanlaisia piikkiprofiileja. Kiinnostuksena oli tunnistaa
tiettyja bakteerisukuja, kuten Thermus, Thermicanus ja Prevotella_7. Tehtaasta
7 valittiin vain yksi nayte, nayte T7, joka sisalsi samoja bakteereja kuin tehtaan
6 naytteet, kuten Thermus ja Thermicanus. Nama ovat vallitsevia bakteeri-
sukuja naytteen mikrobiyhteisdssa. Kuvassa 21 vertaillaan naytteiden T6.2 ja
T6.3 piikkiprofiileja.
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Kuva 21. Naytteiden T6.2 ja T6.3 piikkiprofiilit. Naytteet ovat samasta kartonki-
koneesta.

Naytteet T6.2 ja T6.3 ovat erittdain samanlaisia piikkiprofiilien perusteella, kuten
oli odotettu. Naytteen T6.2 emasparipituudet ovat hieman lyhyempia ja piikit
ovat pienempia, mutta muuten piikkiprofiilit ovat identtisia. Selvasti oli havaitta-

vissa viisi vallitsevaa bakteeria mikrobiyhteisossa.
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Kuvassa 22 on naytteiden T6.4 ja T6.5 piikkiprofiilit.
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Kuva 22. Naytteiden T6.4 ja T6.5 piikkiprofiilit.

Kuvassa 22 voidaan nahda, etta piikkiprofiilit naytteissa ovat samanlaisia. Tu-
lokset ovat jotakuinkin samanlaiset kuin kuvassa 21, eli toisen naytteen emas-
paripituudet ovat systemaattisesti lyhyemmat kuin toisen ja piikit pienemmat
(nayte T6.4). Naytteissa on my0Os selvasti viisi vallitsevaa bakteeriryhmaa, mutta
ei samat kuin kuvan 21 naytteissa T6.2 ja T6.3. Naytteen T6.4 piikkia 372 bp
vastaava on naytteessa T6.5 piikki 373 bp, ja piikki tunnistettiin Thermica-

nukseksi.

Kuvassa 23 vertaillaan naytetta T6.1 tehtaasta 6, joka sisaltaa paljon Thermica-
nusta sekvenssitietojen mukaan, naytteeseen T7 tehtaasta 7, jolla myds paljon

Thermicanusta, mutta myos Thermusta.
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Kuva 23. Naytteiden T6.1 ja T7 piikkiprofiilit. Piikkiprofiilista oli helppo tunnistaa
etenkin naytteen T7 piikkeja vastaavat bakteeriryhmat.

Kummastakin naytteesta tuli selvat piikkiprofiilit (kuva 23). Suurin osa mikro-

biyhteisOsta saatiin identifioitua kummastakin naytteesta, kuten oli odotetta-

vissa. Taulukossa 21 on naytteiden T6.1 ja T7 relevantit FA-tulokset ja sekvens-

sitiedot.

Taulukko 21. Taulukossa nakyy naytteiden T6.1 ja T7 relevantit FA-tulosten
emasparipituudet, niiden osuudet piikkiprofiileista ja sekvenssitiedot. Mita sini-
sempi solu, sitd korkeampi osuus bakteerilla on piikkiprofiilissa/mikrobiyhtei-

sOssa.

T6.1 T7

Taxon FA-tulos Osuus Seq FA-tulos Osuus Seq

(bp) (%) (%) (bp) (%) (%)
Thermus <0 0,1 350 25,5 19,8
Tepidiphilus 355 7,7 4,7 355 22,5 11,4
:seudoxanthomona <0 0,7 363 19,6 123
Prevotella_7 366 12,6 16,8 <0 0
Anoxybacillus 7,8 371 6,6 9,5
Thermicanus 373 [ 84| 373 242 | 29,0

Piikki 355 bp tunnistettiin Tepidiphilus-bakteerisuvuksi, jota esiintyi kummassa-

kin mikrobiyhteisossa. Piikki 373 bp bakteeriksi Thermicanukseksi, koska kysei-
nen piikki on vallitsevampi verrattuna piikkiin 355 bp. Naytteessa T6.1 piikki 366
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bp tunnistettiin Prevotella_7-bakteeriksi, koska nayte T6.1 on ainoa, joka sisalsi
kyseista bakteeria merkittavasti, eikd muilla naytteilla ollut kyseista piikkia.
Pseudoxanthomonas on ainoa kandidaatti piikille 363 bp samoin perustein kuin
Prevotella_7 piikille 366 bp. Thermus tunnistettiin naytteessa T7 piikiksi 350 bp,
joka tdsmaa tehtaan 6 muissa tuloksissa naytteissa T6.2—-T6.5 (348-350 bp),
jolloin Anoxybacillus todettiin piikiksi 371 bp naytteessa T7. Mahdollisesti se on
eri Anoxybacillus kuin tehtaassa 5, koska emasparipituudet eivat taysin tasmaa.
Anoxybacillus-piikin naytteessa T6.1 uskotaan yhdistyneen piikin 373 bp (Ther-

micanus) kanssa.

Tehtaasta 6 ja 7 tunnistettiin monia bakteereja piikkiprofiileista, joten naiden
naytteiden suhteen oli tavoitteet saavutettu. Thermicanus tunnistettiin piikiksi
373 bp, joka oli myds tunnistettu tehtaasta 5, mutta ei yhta suurella varmuu-
della, joten nama tulokset validoivat niita tuloksia. Tehtaasta 6 tunnistettiin myos
bakteerit Niabella (361-364 bp), Tepidimonas (365-369 bp) ja Cloacibacterium
(356-359 bp), jotka olivat lasna vain toisessa kartonkikoneessa (kuva 22). Teh-
taassa 1 oli Cloacibacteriumilla samanlainen emasparipituus ja tehtaassa 5 oli
Tepidimonaksella my0s vastaavanlainen emasparipituus. Kyseisessa kartonki-
koneessa oli Thermus-bakteeri myos vahissa, mika auttoi tunnistamaan baktee-
rin piikiksi 348—350 bp.
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7.2.7 Tehdas 8

Tehtaasta 8 ei ole ennen analysoitu naytteita sdannollisesti, eika ollut tietoa
mikrobiyhteisosta. Tiedossa oli kuitenkin Qubit-kvantifioinnin tulokset, jossa na-
kyi, ettd uudemmat naytteet sisalsivat enemman mikrobeja. Naytteita otettiin
5:sta eri naytteenottopaikasta, olettaen etta niissa on mahdollisesti erilaisia mik-
robiyhteisgja, kun naytteenottopaikat eivat varsinaisesti ole yhteydessa toisiinsa
prosessissa. Naytteitda on kahdelta eri ajankohdalta, helmikuulta ja toukokuulta
2022, joten piikkiprofiileja vertaillaan naytteenottopaikkakohtaisesti. Vanhemmat
naytteet ovat naytteet T8.1-T8.5 helmikuulta ja tuoreemmat naytteet T8.6—
T8.10 toukokuulta. Nayte T8.11 on lopputuotteesta eristetty nayte. Lopussa
yhta tuoretta naytetta verrataan lopputuotteeseen, kartonkiin, mikrobiyhteison

vertailua varten.

Kuvassa 24 on ensimmaisen naytteenottopaikan piikkiprofiilit.
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Kuva 24. Piikkiprofiilit hylkytornista. Emasparipituudet vaihtelevat hieman ja
pienta muutosta voidaan nahda mikrobiyhteisdssa.

Kuvassa 24 naytteet sisaltavat samanlaisia ja samankokoisia piikkeja. Poikkeus
on naytteen 36 piikki 354 bp, joka on sama piikki kuin 357 bp naytteesta T8.6,
jossa nakyy selvasti olevan korkeampi piikki. Tama piikki nakyy myos elektrofe-

rogrammissa selvemmin.
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Kuvassa 25 on toisen naytteenottopaikan piikkiprofiilit.
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Kuva 25. Piikkiprofiilit mekaanisen massan annostelusailiosta.

Kuvassa 25 mikrobiyhteiso ei ole muuttunut naytteenottojen valilla. Samoja piik-

keja kuin ensimmaisessa naytteenottopaikassa, mutta ei selvaa muutosta mik-
robiyhteisossa.

Kuvassa 26, jossa kolmannen naytteenottopaikan piikkiprofiilit.
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Kuva 26. Piikkiprofiilit mantysellun tornista.
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Kuvia 25 ja 26 vertailtaessa ei nay paljoa eroa. Voidaan todeta, etta samanlai-
nen mikrobiyhteiso on kyseessa ja samat erot naytteiden valilla naytepaikka-
kohtaisesti.

Kuvassa 27 on neljannen naytteenottopaikan piikkiprofiilit.

559925

50000
45000
40000
35000
30000

25000~

Amplitude

20000~
15000
10000

5000

-4008-

] ]
o o
=3 =3
© =3

Size (bp)

T8.4 T8.9

Kuva 27. Piikkiprofiilit koivusellun annostelusailiosta.

Neljannessa naytteenottopaikassa kuvassa 27 on samat piikit ja samat tulokset
niin kuin kaikissa edellisissa naytteenottopaikoissa paitsi ensimmaisessa. Tuo-
reemmat naytteet tehtaalta eivat erota piikkeja 361 bp ja 363 bp, tai jompikumpi

piikkeja edustavista bakteerirynmista on osuudeltaan laskenut.
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Kuvassa 28 on viidennen naytteenottopaikan piikkiprofiilit.
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Kuva 28. Piikkiprofiilit 0-vesitornista.

Kuvassa 28 piikkiprofiilit ovat toistensa kanssa erittain samanlaiset. Ero muihin
naytteenottopaikkoihin nakyy naytteen T8.5 piikeissa 360 bp ja 362 bp, jotka oli-
vat yhden emasparin pidempia ja epaselvempia muissa naytteenottopaikoissa.
Naytteessa T8.10 piikki 360 bp ei ole tunnistettavissa, eli piikkia edustava bak-

teeriryhman osuus on laskenut. Emasparipituudet ovat myos yhdenmukaiset.

Kuvassa 29 vertaillaan naytetta T8.10 naytteeseen T8.11. Nayte T8.10 edustaa
mikrobiyhteisdja prosessista ja nayte T8.11 on lopputuote (kartonki), joka on
valmistettu samoihin aikoihin kuin prosessista otetut naytteet (toukokuussa).
Koska kartonkinayte valmistettiin samoihin aikoihin kuin prosessista on otettu
naytteet, niin oletuksena oli, etta piikkiprofiilit sisaltaisivat samanlaisia piikkeja.
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Kuva 29. Prosessinaytteen T8.10 vertailu kartonkinaytteen T8.11 piikkiprofiiliin.
Prosessinaytteen ja lopputuotteen piikkiprofiilit sisaltavat odotetusti samoja piik-
keja.

Kuvassa 29 nahdaan, etta piikkiprofiileissa huomattavimmat erot ovat piikeissa
328 bp, 349 bp, 367 bp ja 394 bp. Kartonkinaytteelld T8.11 piikit 328 bp ja 367
bp ovat korkeammat kuin prosessinaytteella T8.10, jolla on selvasti korkeammat
piikit 349 bp ja 394 bp. Kartonkinaytteella nakyy myds pienempina pitoisuuksina
esiintyvia piikkeja ovat 372 bp ja 379 bp, joita ei esiinny muissa naytteissa. Tau-

lukossa 22 tama voidaan nahda tarkemmin.

Taulukko 22. Taulukossa nahdaan naytteiden T8.10 ja T8.11 spekuloidut bak-
teerit, niiden in silico emasparipituudet, FA-tuloksten piikit ja niitd vastaavat
osuudet piikkiprofiileista.

T8.10 T8.11
In silico FA-tulos Osuus FA-tulos Osuus

Taxon o o

(bp) (bp) (%) (bp) (%)
S'p‘hmgomonadaceae_unclas 317 378 68 378 27
sified
Tuntematon 350 0,9 349 6,5
Cloacibacterium 343 356 15,4 356 24,3
Weeksellaceae_unclassified 343/365 362 18,2 362 19,2
Tepidimonas 344/53551/3 367 367 32,2
Tuntematon 394 0,8 394 9,6




57

Naytteista ei ole sekvenssitietoja. Todetut bakteerit ovat vain spekulaatioita pe-
rustuen mahdollisiin bakteereihin, jotka tasmaisivat kyseisiin emasparipituuksiin.
Tiedossa oli my0s, etta mikrobiyhteiso on terve, joten ei epailty olevan haitta-
bakteereita vallitsevassa asemassa. Taulukosta 22 nakyy, kuinka piikin 367 bp
osuus laskee ja kuinka piikkien 349-350 bp, 367 bp ja 394 bp piikkien osuus

nousee.

Tehtaan 8 piikkiprofiilit ovat yksinkertaisia ja helppo seurata. Mikrobiyhteison
seurannassa ei ole ongelmaa ja yhteisosta voidaan sanoa, etta ei ole paljon
muuttunut. Hylkytornin naytteet T8.1 ja T8.6 eroavat eniten muiden naytepaik-
kojen mikrobiyhteisosta, mutta eivat paljon. Kartonkinaytteessa on hieman eroja
prosessinaytteisiin, mutta mikrobiyhteisot sisaltavat samoja bakteereja, kuten oli
odotettavissa. Kartonkinaytteen piikkiprofiili ei mitenkaan korostetusti muistuta

tietyn naytepaikan piikkiprofiileja.

7.3 Projektin haasteet

Projektin toteutuksen aikana ilmeni muutamia ongelmia. Yksi niista on Frag-
ment Analyzer -laitteen herkkyys. Harvemmin ajossa olisi kaikki naytteet onnis-
tuneet, etta noin 1-2 naytetta olivat aina epaonnistuneet. Syy oli mahdollisesti
kuplien paasy kapillaareihin, mika sitten estaa naytteiden normaalin kulun kapil-
laareissa. Ongelman minimoimiseksi ei voi muuta kuin pipetoida ja sekoittaa
reagenssit varovaisemmin. Tama on osasyy, miksi on todettu kaikkien tulosten

jalkeen, etta rinnakkaisnaytteet olisivat tarpeellisia.

Naytteet, joissa oli pitoisuuksiltaan vahan DNA:ta, aiheuttivat ongelmia tulosten
tulkinnassa. Vaikka monistus voitiin todeta onnistuneeksi, esimerkiksi tehtaan 3
naytteiden tapauksessa, FA:lta tulleet tulokset eivat olleet luotettavia tai ne oli-
vat muuten epaonnistuneita. Emasparipituudet naytteissa olivat systemaattisesti
liian lyhyita tai piikit eivat ylittaneet markkereiden korkeutta, jolloin ne eivat ol-
leet luotettavia. Ongelman saattoi aiheuttaa PCR-monistuksessa mahdollisesti
alukedimeerien muodostus, joka virheellisesti viittasi naytteen monistumiseen,

vaikka se olisi vasta alkamassa. Mahdollisesti myds DNA:n puute
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monistuksessa saattoi edesauttaa ongelmaa. Kuitenkin jotkin matalan pitoisuu-
den DNA-naytteet olivat onnistuneita (esim. tehtaan 5 naytteet T5.2 ja T5.3), jo-
ten ongelma saattoi olla tehdaskohtainen.

Alukedimeerien osuus piikkiprofiileista oli miltei aina yli 90 %. Suositeltava
osuus olisi korkeintaan 20 % kokonaispinta-alasta [21]. Ongelmana on silloin
piikkien osuuksien hahmotus ja tulokset virheellisesti viittaavat, etta eroja piik-
kien osuuksissa ei olisi paljon, vaikka erot pystyttaisiin hahmottamaan piikkipro-
fileissa. Ongelman saa periaatteessa korjattua poistamalla alukedimeerien
osuudet piikkiprofiileista, jolloin pelkastaan relevanttien piikkien pinta-alat huo-
mioidaan. Se ei kuitenkaan poista sita ongelmaa, etta mita vahemman haluttua
tuotetta on monistettu, sita huonommin FA-laite pystyy detektoimaan fragment-
teja amplikoneista. Luotettavia piikkeja on myds silloin vahemman (matalat
RFU/Amplitude-arvot).

Tassa projektissa kaikki naytteet olivat monistettu samalla PCR-ajo-ohjelmalla.
PCR-ohjelma keskeytetaan, kun viimeinen nayte on monistunut tarpeeksi ohjei-
den mukaisesti. Valitettavasti naytteet eivat monistu samaa tahtia, joten todelli-
suudessa jotkin naytteet ehtivat monistua enemman kuin toiset ja siten jotkin
naytteet sisaltavat enemman tuotetta kuin toiset. Tama nakyy piikkiprofiileissa,
jossa samalla naytteella saattaa olla 2 erikokoista piikkiprofiilia. Piikkien koko ei
siis peilaa todellisuutta siita, kuinka suuri pitoisuus silla on. Menetelma on mah-
dollisesti erittain herkka kyseiselle ongelmalle, koska itse monistetun geenin
osuus on usein vahemman kuin 10 % PCR-tuotteesta. Paaosin tuote on vain
alukedimeereja, ja ne poistetaan tulosten tarkastelussa. Naiden ongelmien

vuoksi eri ajojen tulosten vertailun luotettavuus karsii.
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8 Yhteenveto

LH-PCR-menetelmalla onnistuttiin seuraamaan mikrobiyhteisdja ja niiden muu-
toksia. Pelkastaan yhden bakteerin osuuden vahentyminen mikrobiyhteis6ssa
pystytdan havaitsemaan, ja menetelmalla voidaan tunnistaa luotettavasti vallit-
sevia bakteerisukuja piikkiprofiilien ja sekvenssitietojen avulla. Jos tiedossa on
jo sekvenssitiedot vanhemmista naytteista ja on tunnistettu bakteereita vastaa-
via piikkeja, rutiininaytteille ei ole tarvetta sekvensoinnille. Menetelma on tar-
peeksi luotettava mikrobiyhteison muutoksen seurantaan. Muutaman emaspari-
pituuden vaihtelu ei myoskaan esta mikrobiyhteison seurantaa tai tietyn tutun
bakteeriryhman tunnistamista, koska se on erittain systemaattista ja se voidaan
helposti paatella. Ellei suurempaa muutosta tapahdu, voidaan FA-laitteelta saa-
tujen piikkiprofiilien perusteella paatella, onko mikrobiyhteisdé kunnossa vai vaa-
tiiko asiakkaan tehda toimenpiteita, jos mikrobiyhteisd on suuntaamassa ei-ha-

luttuun suuntaan.

Vaikka projekti oli paaosin onnistunut, oli myos ongelmia. Etenkin alukedimee-
rien suuri osuus kokonaispinta-alasta piikkiprofiileissa on ongelma. Se vahentaa
menetelman tarkkuutta ja herkkyytta, etenkin maariteltdessa eri piikkien, eli bak-
teerien, osuuksia mikrobiyhteisosta. Olisi myds mahdollista saada harvinaisem-
pien bakteerien piikit esille piikkiprofiileissa, jos alukedimeereja olisi vahemman
PCR-tuotteissa. Menetelma on kuitenkin onnistuneesti pystytty suorittamaan
ongelmasta huolimatta, johtuen Fragment Analyzer -laitteen herkkyydesta ja ky-
vysta detektoida pienetkin erot amplikonien sisalla. Piikkiprofiileista harvoin
myoskaan nakyy, kuinka suuri osuus alukedimeereillda on kokonaispinta-alasta.
Se kuitenkaan ei ole suuri ongelma, koska naytteiden fragmenteista syntyy sel-
vat signaalit ja ne luovat selvat korkeat piikit piikkiprofiilin (usein korkeammat
kuin alukedimeerien), vaikka eivat kattaisikaan suurta osaa kokonaispinta-
alasta. Taman vuoksi menetelman voidaan katsoa soveltuvan rutiininaytteiden
mikrobiyhteison seurantaan. Menetelmalla voidaan myos seurata monimutkai-
sempiakin mikrobiyhteis6ja, mutta jos vallitsevat bakteerit eivat eroa emaspari-
pituuksiltaan tarpeeksi, piikkiprofiilien tulkitsemisessa saattaa tulla ongelmia.

Piikkeja pitaa manuaalisesti tunnistaa, joita FA-ohjelma ei itse tunnista.
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FA-laitteen herkkyys saattaa aiheuttaa myds ongelmia. Nayteajossa saattaa
epaonnistua 1-2 naytetta, johtuen kuplien paasemisesta kapillaareihin tai niissa
on muuta tukosta, jonka vuoksi naytteet/markkerit eivat paase kulkemaan nor-
maalisti eteenpain kapillaareissa. Tama saattaa lisata kuluja ja pidentaa aikaa
tulosten saamisessa. Kyseisen riskin vahentamiseksi rinnakkaisnaytteiden aja-
minen voi auttaa, jolloin toisen rinnakkaisnaytteen onnistuminen riittaisi. Rinnak-
kaisnaytteiden teko on myds suositeltavaa, koska riippuen seuraavien ajojen
naytteiden DNA-pitoisuuksista edellisessa ajossa epaonnistunut nayte saate-
taan laimentaa eri pitoisuuteen PCR-ajossa. Eri pitoisuudessa oleva nayte mo-
nistuu eri vauhtia, mika vaikuttaa siten myos bakteerien valisiin suhteisiin PCR-
tuotteissa. Tama ei ole ideaalista, jos halutaan vertailla tiettyjen naytteiden piik-
kiprofiileja toisiinsa (esim. eri naytteenottopaikka, sama naytteenottopaiva).
Tassakin auttaisi, jos alukedimeerien osuus olisi pienempi. Silloin vaihtelevuus
ei olisi yhta suurta vertailtaessa eri ajojen tuloksia, joissa naytteet ovat todenna-
koisesti olleet eri maaran sykleja monistumassa PCR:ssa.

Piikkiprofiilien ja niista saatujen arvojen avulla voidaan maaritella vallitsevat
bakteerit mikrobiyhteisdssa, mutta menetelma olisi viela hyodyllisempi, jos pys-
tyisi identifioimaan esimerkiksi haitalliset bakteerit niiden piikeista seka luotetta-
vasti sanomaan, kuinka suuri osuus silla on mikrobiyhteisossa. Menetelmalla on
valilla onnistuttu maarittdmaan oikeat osuudet bakteereille (samat tulokset siis
kuin sekvenssitiedoissa). Siihen vaikuttaa kuitenkin, minkalainen mikrobiyhteiso
kyseessa ja kuinka monta vallitsevaa bakteeria on. Jos esimerkiksi vallitsevia
bakteereita on vain 3, on mahdollista, etta vallitsevin bakteeri monistuu parem-
min kuin 2 muuta bakteeria, jolloin suhteet vaaristyvat. Tama nahtiin tehtaan 1
Cloacibacterium, 356—-356 bp kohdalla ja tehtaan 2

Weeksellaceae unclassified, 361-363 bp kohdalla. Voi olla, etta talla menetel-
malla se ei ole mahdollista ja tulokset ovat vain suuntaa antavia, ellei ole keinoa
saada suurinta osaa mikrobiyhteisda monistumaan tasavertaisesti, jotta baktee-

rien suhteet naytteissa pysyisivat samana.

In silico ennakoidut emasparipituudet olivat vain valilla avuksi. Bakteerien suvun

sisalla on paljon vaihtelua, joten tulevaisuudessa muissa projekteissa in silico



ennakointi bakteereille ei valttamatta ole tarpeellista. Padosin amplikonien pi-

tuudet olivat pitempia todellisuudessa, kuin simuloituina in silico Sequence Ext-

ractorissa.

Taulukossa 23 on keratty kaikki tunnistetut bakteerit, niita vastaavat emasparipi-

tuudet ja in silico ennakoidut emasparipituudet vastaaviin bakteereihin.

Taulukko 23. Bakteerit ja niita tasmaavat in silico ennakoidut bp pituudet seka
FA-tulosten bp pituudet. FA-tulos kohtaisesti ilmoitettu myads, etta mista teh-

taasta tulokset ovat saatu.

taxon In silico (bp) FA-tulokset (bp)
Cloacibacterium 343 T1:356-357 |  T6:356-359
Dysgonomonas 356 T1:365-367
Prevotella_7 354 T2:370-371 | T6: 366
Prevotellaceae_unclassified 354 T2:370-371
Weeksellaceae_unclassified 343 or 365 T2:361-363
Niabella 348 T6: 361-364
. T5:376- T6: 369-

Anoxybacillus 357 380 T7:371 371
Ethanoligenens 348 T2:356-357

. T5:371- T6: 372-
Thermicanus 358 or 368 375 375 T7:373
Enterococcus 365 T2: 380
Clostridium_sensu_stricto_N 333 c;rS?fG or T5:363-367
Bacillus 327 & 364 T5:383-384
Bacillales_unclassified 357 T5: 380-383
Pseudoxanthomonas 349 or 351 T7:363
Tepidimonas 344 c;rS?;S Lor T5: 366-369 T6: 365-369
Tepidiphilus 313 & 344 & 362 T6: 353-356 T7: 355
Sphingomonadaceae_unclassifi 317 T1: 326328
ed
Zseudomonadaceae_uncIa55|f|e 345 T5: 373-375
Meiothermus 332 & 335 T4:348
Thermus 341 or 345 T7:350

Kuten taulukosta 23 voidaan nahda, in silico ennakoidut emasparipituudet ovat

lahes aina lyhyempia kuin FA-laitteelta saatujen tuloksien emasparipituudet.

Suoranaista syyta on vaikea sanoa. Ehka asiaan voi vaikuttaa, minkalaisia
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geelimatriiseja on kaytossa Fragment Analyzerilla tai ehka sahkovirta on liian
suuri, jolloin amplikonit etenevat kapillaareissa lilan nopeasti. Talldin systemaat-
tisesti kaikki tulokset olisivat suurempia kuin teoreettisesti pitaisi olla.

Suositeltavat askeleet ovat seuraavaksi tutkia, onko olemassa olisi paremmin
sopivia alukkeita, gPCR-ohjelman mahdollista optimointia tai erilaisen PCR-re-
aktioseoksen tekoa, jossa parjaisi vahemmalla alukkeiden maaralla. Paamaa-
rana on nostaa kohdegeenin osuutta PCR-tuotteissa. Tiedossa ei myoskaan
ole, etta pystyyké Fragment Analyzerin ajo-ohjelmaa optimoida, mutta ideaa
voisi tutkia, jotta ehka loytyisi konkreettisempi syy, miksi PCR-tuotteet ovat pi-
tempia kuin in silico ennakoidut amplikonit. Jos menetelmaa halutaan laajem-
paan kayttoon, suositellaan myos tutkimaan, vaikuttavatko naytteenottomene-
telmat tuloksiin ja mika voisi mahdollisesti vaikuttaa siihen, miksi valilla naytteet

ovat merkittavasti emasparipituuksiltaan lyhyempia kuin niiden pitaisi olla.
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