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Opinnaytetydssa testattiin norovirusanalyysin toimivuutta uudenlaisella Droplet Digital PCR
-laitteella (ddPCR), joka soveltuu nukleiinihappojen kvantitatiiviseen maaritykseen. Analyy-
sin toimivuutta testattiin noroviruksen genoryhmilla Gl ja Gll. Tyon tavoitteena oli selvittaa,
toimiiko analyysi riittavan hyvin ddPCR-laitteella vai onko menetelmaa optimoitava ja kuinka
herkk& ddPCR-menetelméa on ennestédén kaytdssa olleeseen reaaliaikaiseen PCR-menetel-
maan (qPCR) verrattuna. Lisaksi tydssa tutkittiin, onko naytematriisin aiheuttamalla inhibiti-
olla vdhemman vaikutusta ddPCR-analyysiin kuin gPCR-analyysiin.

Analyysin toimivuutta ddPCR-laitteella testattiin analysoimalla noroviruksen genoryhmien Gl
ja Gll RNA- ja DNA-naytteitd. ddPCR-analyysi suunniteltiin kaytdssa olleiden noroviruksen
gPCR-analyysien pohjalta. ddPCR-menetelman herkkyytta ja inhibition vaikutusta tuloksiin
arvioitiin analysoimalla samoja naytteitd ddPCR:lla ja gPCR:lla sek& vertaamalla ddPCR-
tuloksia aiemmin samoista naytteista mitattuihin gPCR-tuloksiin.

Tulosten perusteella ddPCR-analyysi toimi hyvin noroviruksen genoryhmalla Gll. Menetel-
man herkkyys oli dsDNA-laimennossarjan perusteella arvioituna yhta hyva kuin gPCR:lI&.
Menetelma toimi myos genoryhmalla Gl, mutta suhteellinen herkkyys gPCR:aan verrattuna
oli 88 %, eikd ddPCR:lla saatu positiivista tulosta yhta heikosta dsDNA-laimennoksesta kuin
gPCR:II4, joten Gl-analyysin optimointi todettiin tarpeelliseksi.

PCR-inhibiittoreilla havaittiin olevan vahemman vaikutusta ddPCR:lla kuin gPCR:lla maari-
tettyyn NoV Gl -pitoisuuteen eli ddPCR oli vahemman herkka ndytematriisin aiheuttamalle
inhibitiolle kuin gPCR, mika oli odotettua muilla viruksilla aiemmin tehtyjen tutkimusten pe-
rusteella.

Noroviruksen analysoinnista ddPCR-laitteella ei ollut ennestdén juurikaan tietoa. Tydssa
saatiin selvitettya, ettd ddPCR:44 voidaan tarvittaessa kayttdd qPCR:n sijaan ainakin noro-
viruksen genoryhman GllI analysoinnissa ja ettd menetelma toimii myds genoryhmalla Gl,
mutta halutun herkkyyden saavuttamiseksi NoV Gl -menetelm&é on syytd optimoida.
ddPCR:aa voidaan hytdyntaa jatkossa esimerkiksi inhibitorisia naytematriiseja tutkittaessa
tai noroviruksen ja referenssimateriaalien kvantitatiivisessa maarityksessa.
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In this study, norovirus assay was tested using Droplet Digital PCR (ddPCR) which is a new
method for quantifying nucleic acids. The assay was tested with norovirus genogroups Gl
and Gll. The aim of the study was to determine whether the assay worked well or needed
optimizing, and to determine relative sensitivity of the assay using ddPCR compared to real-
time PCR (qPCR) which has been used in norovirus assays previously. It was also studied
if sample matrix related inhibition affected the assay less on ddPCR than gPCR.

The assay was tested by analyzing RNA and DNA samples of norovirus genogroups Gl and
Gll using ddPCR. ddPCR assay was designed based on previously performed norovirus
gPCR assays. Sensitivity of the assay and effects of inhibition on the results were estimated
by analyzing samples using ddPCR and gPCR and by comparing ddPCR results to previ-
ously obtained gPCR results.

The results indicated that ddPCR assay worked well with norovirus genogroup Gll. Sensi-
tivity of the assay was as good as with gPCR, based on dsDNA dilution series. The assay
worked also with genogroup Gl but relative sensitivity was 88 % compared to gPCR and
weaker dilution of dsSDNA was detected positive using gPCR than ddPCR. Therefore further
optimization of Gl assay is recommended.

The results showed that PCR inhibitors affected the measured concentration of NoV Gl less
when analyzed by ddPCR than by gPCR. Thus, ddPCR was less sensitive to inhibition
caused by sample matrix than qPCR, which was expected based on previous studies of
other viruses.

Prior to this study there was not much information of analyzing norovirus by ddPCR. It was
discovered that ddPCR can be used in norovirus assay instead of qPCR, at least with
genogroup GllI, and that the assay works also with genogroup GI but needs to be optimized
to obtain the eligible sensitivity. In the future ddPCR may be used for instance to examine
inhibitory samples or to quantify norovirus samples or reference materials.
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Lyhenteet

ddPCR Droplet Digital polymerase chain reaction. Nukleiinihapposekvenssin kvan-

titatiivinen maaritysmenetelma.

dsDNA Double-stranded deoxyribonucleic acid eli kaksijuosteinen deoksiribo-

nukleiinihappo.

EC RNA External control ribonucleic acid eli ulkopuolinen kontrolli-RNA. Esim. plas-

mideissa tuotettu RNA, jota voidaan kayttad kontrollina PCR-reaktiossa.

NoV Gl Noroviruksen genoryhma Gl.
NoV Gl Noroviruksen genoryhma Gill.
PCR Polymerase chain reaction eli polymeraasiketjureaktio. Menetelma, jolla

monistetaan DNA:ta.

gqPCR Quantitative polymerase chain reaction eli kvantitatiivinen PCR. Toiselta
nimelta reaaliaikainen PCR. Menetelm4, jolla monistetaan DNA:ta ja mita-
taan DNA:n monistumista jokaisella syklilla, mik&d mahdollistaa kvantitatii-

visen maarityksen.

RT Reverse transcriptase eli kdanteiskopiointi. Reaktio, jossa RNA kaanne-
taan DNA:ksiI.
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1 Johdanto

Opinnaytetyodssa testattiin norovirusanalyysin toimivuutta uudenlaisella Droplet Digital
PCR -laitteella (ddPCR). Ty6n tavoitteena oli arvioida norovirusanalyysin herkkyytta uu-
della laitteella suhteessa ennestaan kaytossa olleeseen reaaliaikaiseen PCR-laitteeseen
(gPCR). Lisaksi tydssa tutkittin PCR-inhibiittorien vaikutusta noroviruksen analysointiin
ddPCR- ja gPCR-laitteilla.

Opinnaytety6 tehtiin Helsingin yliopiston Eldinlaaketieteellisen tiedekunnan Elintarvike-
hygienian ja ymparistoterveyden osastolla. Tyo tehtiin osaston elintarvike- ja ymparisto-
virologian ryhmassé, joka tutkii muun muassa elintarvikkeissa ja vesissé esiintyvia en-
teerisia viruksia. Ryhman tarkeimpia tutkimuskohteita on norovirus, joka on maailman-

laajuisesti merkittava vatsataudin aiheuttaja seké lapsilla ettd aikuisilla [1].

Tutkimusryhmassa on rutiinikaytdssa noroviruksen analysoinnissa elintarvike-, vesi- ja
pintanaytteistd qPCR-menetelma, jolla voidaan ma&arittda noroviruksen esiintyminen
naytteessa kvalitatiivisesti tai kvantitatiivisesti, jos analyysiin sisallytetddn standar-
disuora. Joissakin naytematriiseissa esiintyvat inhibiittorit, joita ei saada taysin poistettua
naytteenkasittelylla, haittaavat analyysia ja heikentavéat sen luotettavuutta. Uudenlaiseen
tekniikkaan perustuvan ddPCR-laitteen on todettu olevan vahemman herkka qPCR:8a
haittaaville inhibiittoreille [2], joten tutkimusryhméassa oltiin kiinnostuneita ddPCR-laitteen
kayttomahdollisuuksista gPCR-menetelman rinnalla erityisesti vaikeita naytematriiseja
tutkittaessa. Toinen syy tutkia analyysin toimivuutta ddPCR-laitteella oli se, ettd laite
mahdollistaa naytteiden kvantitatiivisen analysoinnin ilman standardisuoran kayttoa.
Kvantitatiivisessa analyysissd ddPCR:n etuna on myf6s sen riippumattomuus reak-

tiotehokkuudesta, jolla voi olla merkittdva vaikutus gPCR-analyysin tuloksiin. [3.]

Norovirusanalyysin toimivuutta ddPCR-laitteella testattiin analysoimalla erilaisia norovi-
ruksen genoryhman Gl ja Gll RNA- ja DNA-naytteita. Analyysin suunnittelussa hyodyn-
nettiin ennestaan kaytossa olleita noroviruksen gPCR-analyyseja, joihin tehtiin tarvittavia
muutoksia ddPCR-kitin ohjeiden perusteella. ddPCR-menetelman herkkyytta ja inhibition
vaikutusta tuloksiin arvioitiin analysoimalla samoja naytteita ddPCR:lla ja qPCR:lI&. Tu-
losten perusteella pyrittiin selvittdmaan, toimiiko analyysi riittavan hyvin ddPCR-laitteella

vai kaipaako menetelmd enemmaéan optimointia, kuinka herkkd ddPCR-menetelm& on



gPCR:&an verrattuna ja onko naytematriisin aiheuttamalla inhibitiolla vahemman vaiku-

tusta ddPCR-analyysiin kuin gPCR-analyysiin.

2 Teoria

2.1 Norovirus

2.1.1 Rakenne ja luokittelu

Norovirus kuuluu kalikiviruksiin (Calicirvidae). Sen aikaisempia nimityksia ovat morfolo-
giaan viittaava pieni pyorea virus (kuva 1) ja Norwalkin kaltainen virus, joka viittaa en-
simmaisena Idydettyyn Norwalkissa vatsatautiepidemian aiheuttaneeseen noroviruksen
tyyppiin. [1.] Noroviruksen genomi on positiivinen yksijuosteinen RNA-molekyyli, jonka
koko on genotyypista riippuen 7,3—7,6 kb [4]. Genomia ympérdi vaipaton proteiinikuori,

jossa on monille kalikiviruksille tyypillisia kuppimaisia muodostelmia [5].

Kuva 1. Noroviruksia elektronimikroskoopilla kuvattuna [6].

Norovirukset jaetaan genomin sekvenssin perusteella ainakin viiteen eri genoryhmaan:
Gl, GlI, GllI, GIV ja GV [4]. Genoryhmat on edelleen jaettu genotyypeiksi, joita on yh-
teensa yli 30. Genotyyppi ilmaistaan numerolla genoryhman perassa. Esimerkiksi Nor-
walkin virusta nimitetaan nykyaén genotyypin Gl.1 prototyyppikannaksi. Eniten erilaisia
genotyyppeja on loydetty ryhmista Gl ja Gll ja ryhméan Gll virukset ovat maailmanlaajui-
sesti yleisimpia kantoja. [5.] Genoryhmiin GI, Gll ja GIV kuuluvat virukset voivat infek-
toida ihmisia aiheuttaen vatsatautia. Ryhmé&an Glll kuuluvia viruksia on léydetty nauta-

karjasta ja lampaista ja ryhnmaan GV kuuluvia viruksia hiirista. Vaikka ryhman GlI viruksia



on ldydetty myos sioista, niin zoonoottisia infektiotapauksia ei ole tdhan mennessa ha-
vaittu. [4.]

2.1.2 Norovirus taudinaiheuttajana

Norovirus aiheuttaa ihmisille vatsatautia, jonka oireita ovat akillinen ripuli ja oksentami-
nen sek& usein myos kuume tai kuumeinen olo [7]. Oireet alkavat yleensa 10-51 tuntia
tartunnan saamisesta ja kestavat 1-3 vuorokautta. Noin kolmasosalla infektion saa-
neista ei esiinny lainkaan oireita. [5.]

Norovirus tartuttaa seka lapsia ettd aikuisia. Tauti ei ole yleensa vakava, mutta voi olla
vaarallinen erityisesti pienilla lapsilla, vanhuksilla tai ihmisilla, joilla on heikentynyt immu-
niteetti. Norovirusta vastaan ei ole erityista ladketta tai rokotetta, vaan tautia hoidetaan
oireiden mukaan lahinnd huolehtimalla nesteytyksesta. Vakavimmat tapaukset voivat

vaatia sairaalahoitoa. [5; 7.]

Norovirus tarttuu ihmisesta toiseen ulosteen tai oksennuksen valityksella. Sairastuneen
henkilon ulosteessa voi olla miljoonia viruksia grammaa kohti ja tartunnan saamiseen
riittaa alle 100 virusta, joten virus levidd herkasti inmiselta toiselle. Virus sailyy tartunta-
kykyisena pinnoilla ja elintarvikkeissa, joten tartunnan voi saada sairastuneen henkilon
kasittelemasta ruoasta tai koskettamalla pintaa, jota sairastunut henkild on koskenut
aiemmin. Norovirusepidemioita esiintyy usein paikoissa, joissa ihmiset ovat tiiviisti yh-
dessd, kuten kouluissa, sairaaloissa tai risteilyaluksilla. Noroviruksen voi saada myos
ulosteilla saastuneesta vedesta tai saastuneen veden kontaminoimista raakana syota-
vista elintarvikkeista, joita ovat tyypillisesti osterit tai marjat. Norovirus kestdd pakasta-
misen ja kuumentamisen yli 60 °C:seen, joten se sdilyy hyvin monissa elintarvikkeissa.
[5;7.]

Noroviruksen yleisyys vatsataudin aiheuttajana on ymmarretty viimeisten vuosikymmen-
ten aikana, kun molekyylibiologiaan perustuvat diagnosointimenetelmét ovat kehittyneet
[8]. Nykyaan norovirusta pidetddn maailmanlaajuisesti merkittavimpana virusvalitteisena
vatsatautiepidemioiden aiheuttajana [5] ja noroviruksen aiheuttamaa vatsatautia merkit-
tavimpana ruoan valityksella levidvana sairautena [8]. Noroviruksen on vuonna 2010 ar-
vioitu aiheuttaneen 685 miljoonaa ripulitautitapausta, joista noin 200 000 johti kuole-

maan. Suurin osa tapauksista oli kehitysmaissa, mutta myds kehittyneissa maissa tauti-



tapauksia oli Iahes 100 miljoonaa ja kuolemantapauksia yli 2 000. [9.] Yli puolet Suo-
messa esiintyvista akillisista ripulitaudeista johtuu arvioiden mukaan noroviruksesta ai-

nakin niin& vuosina, joina esiintyy norovirusepidemioita [7].

2.1.3 Analysointimenetelmia

Norovirusten kasvattamiseen soluviljelmissa ei ole kaytdssa rutiinimenetelmaa, joten nii-
den analysointi perustuu virus-RNA:n tai antigeenien osoittamiseen naytteista molekyy-
libiologisin menetelmin. Tarkein menetelma noroviruksen analysoinnissa potilas-, elin-
tarvike-, vesi- ja ymparistonaytteistd on RT-qPCR (real-time reverse transcription poly-
merase chain reaction). RT-gPCR on herkka menetelm4, jolla voidaan tehda seka kva-
litatiivisia etta kvantitatiivisia analyyseja. Norovirusten genotyypityksessa kaytetaan kon-
ventionaalista RT-PCR-menetelmaa, jolla monistetaan yleenséa genomin kapsidiproteii-
nia koodaavaa osaa. Genotyyppi maaritetaan sekvensoimalla RT-PCR:lla tuotettu DNA.
[10.] Koska norovirusten genomi on RNA:ta, PCR-analyyseissd on kaytettava RT-
PCR:aa ja RT-gPCR:a4, joissa monistusvaihetta edeltaa kaanteiskopiointivaihe (reverse
transcriptase, RT). Kaanteiskopiointivaiheessa entsyymi kopioi RNA:n DNA:ksi, jota po-

lymeraasientsyymi pystyy kopioimaan monistusvaiheessa.

Noroviruksen osoittamiseen potilasnaytteista on kehitetty myds antigeenien tunnistami-
seen perustuva immunologinen EIA-menetelmé& (enzyme immunoassay). EIA-mene-
telma on nopea, mutta sen herkkyys on vain noin 50 %, minkéa takia silla saadut negatii-

viset tulokset on varmistettava toisella menetelmalla, esimerkiksi RT-gPCR:lI&. [10.]

Norovirusten kasvattaminen soluviljelméssa on onnistunut tutkijoilta vasta aivan asket-
tain. Amerikkalainen tutkimusryhmé on saanut kasvatettua ihmisen noroviruksia suolen
epiteelisoluista tehdyissa soluviljelmissd, mika avaa uusia mahdollisuuksia norovirusten
tutkimuksessa. Soluvilielmékasvatuksen my6ta voidaan saada parempi kasitys norovi-
rusten biologiasta ja mahdollisesti kehittdd menetelmia tartuntojen ehkaisemiseksi ja hoi-

tamiseksi. [11.]

Noroviruksen genoryhmien Gl ja GlI analysointiin elintarvikkeiden pinnoilta, pehmeista
hedelmista, salaateista, ostereista ja pullovesisté on kaytdssa tekninen spesifikaatti 1ISO
15216, jonka osissa 1 ja 2 on kuvattu menetelma norovirusten kvantitatiiviseen ja kvali-
tatiiviseen analysointiin. Menetelma perustuu virus-RNA:n osoittamiseen naytteista RT-

gPCR:lla. Naytteenkasittelymenetelméat vaihtelevat naytetyypin mukaan, mutta niissa



kaikissa on tarkoituksena saada eristettya virukset naytematriisista, jossa voi olla RT-
gPCR-reaktiota inhiboivia aineita. Virusten eristamisen jalkeen niiden kapsidikuoret ha-
jotetaan ja RNA eristetddn RT-gPCR:44 varten. RT-gPCR:ss&a kummallekin genoryh-
malle kaytetd&n omia spesifisia alukkeita ja probeja. Menetelméssa kaytetyt probet ovat
sekvenssispesifisia hydrolyysiprobeja (ks. luku 2.2.1), mika lisdad menetelman herkkyytta
ja spesifisyyttd. Koska probet ovat sekvenssispesifisid, gPCR:n jalkeen ei tarvitse tehda
RT-PCR:ssa kaytettavia jatkoanalyyseja sen varmistamiseksi, ettd PCR:ssd on monis-
tunut oikeaa tuotetta. RT-gPCR:ssa laite mittaa jokaisella lampdsyklilla probeista lahte-
van fluoresenssin voimakkuutta, joka korreloi monistuneen DNA:n maaran kanssa. Mita
enemman naytteessa on DNA:ta, sitd nopeammin fluoresenssi saavuttaa kynnysarvon
eli maaratyn tason, joka eroaa riittavasti taustafluoresenssista. Syklia, jolla kynnysarvo
ylittyy, nimitetddn naytteen Ct-arvoksi. Kvantitatiivisessa menetelmassa naytteiden
kanssa analysoidaan laimennossarja dsDNA-naytteitd, joiden pitoisuus on maaritetty
esimerkiksi spektrofotometrisesti tai digitaali-PCR:lla. dsDNA-néaytteiden pitoisuuksista
ja Ct-arvoista tehdaan standardisuora, jonka avulla muiden naytteiden pitoisuudet maa-
ritetdan niille mitattujen Ct-arvojen perusteella. Sekéa kvalitatiivisessa ettd kvantitatiivi-
sessa menetelmassa kaytetdan erilaisia kontrollindytteitd, joilla varmistetaan analyysin
toimivuus. Naytteenkasittelysta huolimatta naytteisiin voi ja&da inhiboivia aineita, joiden
vaikutusta RT-gPCR:n onnistumiseen seurataan lisaamalla naytteisiin tietty maara EC
RNA:ta (external control RNA) ja vertaamalla EC RNA:n monistumista naytteissa ja ei-
inhiboivassa vesinaytteessa. [12.]

2.2 QX200 Droplet Digital PCR System

Bio-Radin QX200 Droplet Digital PCR System (ddPCR) on digitaalinen PCR-laitteisto,
joka mahdollistaa halutun nukleiinihapposekvenssin tarkan kvantitatiivisen maarityksen
naytteesta ilman standardisuoraa. Laitteen toiminta perustuu naytteen jakamiseen tu-
hansiksi vesi-Oljyemulsiosta koostuviksi pisaroiksi, joissa tapahtuu PCR-reaktio. Halutun
nukleiinihapposekvenssin pitoisuus naytteessa maaritetddn PCR:n jalkeen positiivisten
ja negatiivisten pisaroiden suhteesta. ddPCR-analyysissa kaytettavat reagenssit ja tyo-
vaiheet ovat samantyyppisia kuin qPCR-analyyseissa, joissa kaytetaan TagMan-hydro-
lyysiprobeja tai SYBR Green -variainetta. Laitteelle on kehitetty useita sovelluksia seka

tutkimustarkoituksiin etté kliinisen diagnostiikan kayttéon. [13.]



2.2.1 Menetelman toimintaperiaate

ddPCR-analyysilla tutkittava nayte voi olla joko DNA:ta tai RNA:ta. Naytteiden valmistus
ja sekoitus reaktioseokseen ddPCR-analyysia varten tapahtuu kuten gPCR:ssa, mutta
ddPCR:ssa kaytetaan kitteja, jotka on suunniteltu ddPCR:4an sopiviksi. Kitit sisaltavat
kaikki muut PCR-reaktiossa tarvittavat reagenssit paitsi alukkeet ja proben. Jos tutkittava
nayte on RNA:ita, kaytetadn kaanteiskopioijaentsyymin siséltavaa kittia, jolloin ennen
PCR-reaktiota haluttu RNA-sekvenssi kopioituu DNA:ksi kuten RT-gPCR:sséakin. RNA
voidaan myo6s kaantdd DNA:ksi erillisesséa reaktiossa ennen ddPCR:&&. Alukkeet vali-
taan siten, ettd monistettavan nukleiinihapposekvenssin pituus on 60-200 bp ja GC-
osuus 40-60 %. ddPCR-analyysissé voidaan kayttdd FAM-, HEX- tai VIC-fluoroforilla
leimattua TagMan-hydrolyysiprobea tai kaksijuosteiseen DNA:han (dsDNA) sitoutuvaa
EvaGreen-vériainetta, joka vastaa qPCR:ssé usein kaytettavaa SYBR Green -variai-
netta. Hydrolyysiprobien etuna on muun muassa parempi spesifisyys ja parempi signaa-

lin ja taustan suhde. [13.]

Naytteiden ja reaktioseoksen yhdistamisen jalkeen naytteet jaetaan vesi-6ljyemul-
siopisaroiksi manuaalisella tai automaattisella Droplet Generator -laitteella. Laite sekoit-
taa jokaisen naytteen 6ljyyn niin, ettd muodostuu noin 20 000 pisaraa, joiden tilavuus on
noin 1 nl. Nayte jakautuu pisaroihin sattumanvaraisesti, joten osa pisaroista ei sisalla
yhtdaan kohdenukleiinihapposekvenssia ja osa siséltda yhden tai useamman kopion.
PCR:ssé tarvittavia reagensseja on naytteessa niin suuri pitoisuus, etta niita paatyy jo-
kaiseen pisaraan riittdvasti PCR-reaktiota varten. Pisaroiden muodostamisen jalkeen jo-
kainen nayte siirretddn yhteen kuoppaan 96-kuoppalevylle, joka laitetaan tavalliseen
PCR-laitteeseen. [13.]

PCR-reaktio tapahtuu jokaisessa pisarassa itsenaisesti muista pisaroista erillaan.
ddPCR:ssa kaytetddn End-Point PCR -reaktiota eli halutun nukleiinihapposekvenssin
monistuminen mitataan vasta PCR:n jalkeen. PCR:ssa ajetaan noin 40—45 sykli&, minka
jalkeen 96-kuoppalevy siirretddn QX200 Droplet Reader -laitteeseen. Laite imee jokai-
sen naytteen ohueen putkistoon, jossa pisarat kulkevat yksi kerrallaan fluoresenssia mit-
taavan detektorin ohi. Laite jakaa pisarat fluoresenssin voimakkuuden perusteella posi-
tiivisiin eli kohdesekvenssia sisaltaviin ja negatiivisiin, joissa ei ole kohdesekvenssia.
Naytteen 20 000 pisarasta detektoidaan yleensé noin 12 000-16 000 pisaraa, koska osa
pisaroista jaa pipetinkarkien ja kuoppalevyn seindmiin ja koska Droplet Reader -laite hyl-

k&a vaaran kokoiset pisarat. [13.]



Seké& TagMan-hydrolyysiprobea etta EvaGreen-vériainetta kaytettaessé positiivisten pi-
saroiden fluoresenssi on voimakkaampi kuin negatiivisten. TagMan-hydrolyysiprobea
kaytettaessa positiivisten pisaroiden voimakkaampi fluoresenssi johtuu proben pilkkou-
tumisesta kohdesekvenssin monistuessa. TagMan-hydrolyysiprobet koostuvat koh-
desekvenssille komplementaarisesta alle 30 emaksen pituisesta nukleiinihappojuos-
teesta, jonka toisessa paadssa on fluoresoiva molekyyli ja toisessa paassa fluoresenssia
vaimentava molekyyli. Kun hydrolyysiprobe on ehja, vaimentava molekyyli on niin lahella
fluoresoivaa molekyylia, ettd se estaa fluoresenssin. Annealing/ekstensio-vaiheessa
hydrolyysiprobe sitoutuu monistettavaan DNA-juosteeseen ja polymeraasi pilkkoo pro-
ben nukleiinihappojuosteen tieltddn rakentaessaan uutta DNA-juostetta. Talldin fluore-
soiva molekyyli ja fluoresenssia vaimentava molekyyli irtoavat kauemmas toisistaan, jol-
loin vaimentava molekyyli ei enda esté fluoresenssia ja fluoresenssi kasvaa. EvaGreen-
variainetta kaytettdessa fluoresenssin kasvu johtuu variaineen sitoutumisesta
dsDNA:han. EvaGreen-vériaine ei fluoresoi ollessaan vapaana liuoksessa, mutta
PCR:ss& monistuneeseen dsDNA:han sitoutuminen aktivoi vériaineen fluoresenssin.
[13]

ddPCR-laite piirtda pisaroiden fluoresenssista kuvan 2 mukaisen kuvaajan, jonka avulla
kayttaja voi sdatadéd fluoresenssin kynnysarvon sopivalle tasolle tai hyvaksya laitteen
asettaman kynnysarvon. Pisarat, joiden fluoresenssi on kynnysarvoa heikompi, saavat
negatiivisen arvon (0), ja pisarat, joiden fluoresenssi on kynnysarvoa suurempi, saavat

positiivisen arvon (1). [13.]

Ch1Pos:1569 Neg:243925
HO1 ADZ BOZ

Ch1 Amplitude

0 50000 100000 150000 200000

Event Number

Kuva 2. ddPCR-laitteella mitattu fluoresenssin voimakkuus (y-akseli) naytteiden A01-A03
pisaroissa. Kynnysarvoksi on sédadetty 4000, mitd voimakkaammin fluoresoivat pisarat
on tulkittu positiivisiksi ja heikommin fluoresoivat negatiivisiksi.



ddPCR-laite laskee kohdesekvenssin alkuperdisen pitoisuuden naytteessa positiivisten
pisaroiden osuuden perusteella. Jotta pitoisuus voidaan laskea, naytteessa on siis oltava
seka positiivisia ettd negatiivisia pisaroita, mika rajoittaa laitteen dynaamisen alueen
1-120 000 kohdesekvenssin kopioon/reaktio. Tatd suuremmalla kopiomaaralla on to-
dennakadista, etta kaikki pisarat siséltavat kohdesekvenssia. End-Point PCR:ssa fluore-
senssin voimakkuuteen ei vaikuta se, kuinka paljon reaktiossa oli lahtomateriaalia eli
kohdesekvenssia, koska PCR-reaktio ehtii saavuttaa loppupisteen, jossa DNA:n maara
ei enda kasva. Taméan takia positiivisista pisaroista ei voida erottaa, oliko niissa alun
perin yksi vai useampi kopio kohdesekvenssid, mika huomioidaan soveltamalla aineis-

toon Poisson-jakaumaa. [13.]

Poisson-jakauma on tilastollinen malli, jonka avulla voidaan ennustaa kohdesekvenssi-
kopioiden keskimaarainen jakautuminen pisaroihin. Malli olettaa jakautumisen tapahtu-
van taysin satunnaisesti eik& huomioi esimerkiksi molekyylien valisia vuorovaikutuksia.
Kun kohdesekvenssikopioita on naytteessa vain vahan, esimerkiksi alle kymmenen kap-
paletta, on todennakoista, ettéa kaikki kopiot paétyvat eri pisaroihin. Kun kopioita on riit-
tavan paljon enemman, on todennakoista, ettd joissakin pisaroissa on useampia kopi-
oita. Esimerkiksi 20 000 sekvenssikopiota eivat jakaudu 20 000 pisaraan niin, etta kai-
kissa pisaroissa olisi 1 kopio. Poisson-jakauman avulla voidaan ennustaa jokaisella sek-
venssikopiomaaralld, kuinka moneen pisaraan paatyy 0, 1, 2, 3, 4,... kopiota. ddPCR:ll&
analysoidun naytteen positiivisten pisaroiden osuudesta voidaan Poisson-jakauman pe-
rusteella laskea kohdesekvenssikopioiden keskimaéarainen lukumaéara kaikissa pisa-

roissa ja kokonaismaara naytteessa. [13; 14.]

Kuvassa 3 on havainnollistettu Poisson-jakauman kayttba pitoisuuden maarityksessa,
kun pisaroiden kokonaismaara on 20 000. ddPCR-analyysin tarkeimmat vaiheet nayt-

teen sekoituksesta tulosten luentaan on esitetty kaaviossa kuvassa 4.



Kohdesekvenssikopioiden Ikm/pisara

5 100,000
45 - 90,000
4 - 80,000
2
£
[
35 70000 5
(=]
N
3- - 60000 E
=
)
254 - 50000 3
]
o
=
2 40,000
=
2
15 30,000 $
()
b=
1
14 20000 S
05 - 10,000
0 T T T T 0
0 0.2 04 06 08 1

Positiivisten pisaroiden osuus (20 000 pisaraa/reaktio)

Kuva 3. Poisson-jakauman positiivisten pisaroiden osuuden perusteella ennustama koh-
desekvenssikopioiden keskimaardinen lukuméaara pisaraa kohti ja kokonaisméara
naytteessa. Kuva muokattu [13].

Naytteen sekoitus ddPCR-reaktioseokseen

Droplet Generator
* Néyte sekoitetaan 6ljyyn
* Muodostuu 20000 vesi-Oljyemulsiopisaraa, joihin ndyte
jakautuu sattumanvaraisesti

End point PCR
* Kohdesekvenssi monistuu pisaroissa, jotka sisdltdvat yhden tai
useamman kohdesekvenssikopion

QX200 Droplet Reader
* Laite mittaa jokaisen pisaran fluoresenssin probelle ominaisella
aallonpituudella
« Pisarat jaetaan positiivisiin (sisdltdd kohdesekvenssid) ja
negatiivisiin (ei sisdlla kohdesekvenssia)

Kvantitatiivinen tulos:

| X kopiota/pl tai Y kopiota/reaktio
| * Ohjelma laskee tuloksen positiivisten
pisaroiden osuuden perusteella

Kuva 4. ddPCR-analyysin paavaiheet.
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2.2.2 Vertailu gPCR:aan ja kayttokohteita

Toisin kuin gPCR:lla, ddPCR:lla voidaan maarittaa kohdesekvenssin absoluuttinen pitoi-
suus naytteessa ilman standardisuoraa, mika tekee kvantitoinnista yksinkertaisempaa.
gPCR:ssa reaktiotehokkuuden vaihtelu voi vaikuttaa kvantitatiivisen analyysin tuloksiin,
koska Ct-arvo riippuu siita, kuinka nopeasti kohdesekvenssi monistuu. Reaktiotehokkuu-
teen voivat vaikuttaa esimerkiksi reaktioseoksen koostumus ja inhiboivat yhdisteet.
ddPCR:ssa reaktiotehokkuudella ei ole merkitystad, koska menetelméssa lasketaan koh-
desekvenssia sisaltavat pisarat kayttamalla End-Point PCR:&4, jossa kohdesekvenssin

monistumisnopeus ei vaikuta siihen, tulkitaanko pisara positiiviseksi vai negatiiviseksi.

[3.]

ddPCR:lla pystytdan maarittamaan naytteiden valilla pienempia kohdesekvenssien pitoi-
suuseroja kuin gPCR:lla [3]. gPCR:ssa pystytddn erottamaan toisistaan kaksinkertaisia
tai sitd suurempia pitoisuuseroja, koska ennen Ct-arvon saavuttamista nayte monistuu
eksponentiaalisesti eli sekvenssikopioiden maara kaksinkertaistuu jokaisella syklilla [15].
ddPCR:ssa naytteen jakaminen tuhansiin osiin ja reaktiotehokkuuden vaikutuksen pois-

tuminen mahdollistavat 1,2-kertaisten pitoisuuserojen mittaamisen [3].

ddPCR:ssa tapahtuva naytteen jakaminen vahentdd harvinaisen kohdesekvenssin kil-
pailua runsaamman tausta-DNA:n kanssa. Jos kilpailevaa sekvenssia on runsaammin
kuin kohdesekvenssi&, niin ndytteen jakautuessa kilpailevan sekvenssin maara suh-
teessa kohdesekvenssiin pienenee alkuperdiseen naytteeseen verrattuna niissa pisa-
roissa, joihin paatyy kohdesekvenssia, eli kohdesekvenssi rikastuu positiivisissa pisa-
roissa. Naytteen jakautuessa tausta-DNA:n lisaksi myds naytteessd mahdollisesti olevat
PCR-reaktiota inhiboivat aineet laimenevat suhteessa kohdesekvenssiin. Kohdesek-
venssin rikastuminen mahdollistaa harvinaistenkin kohdesekvenssien herkan tunnista-

misen ja tarkan kvantitatiivisen maarityksen. [3.]

ddPCR-laitteisto ja ddPCR-kitit ovat kalliimpia kuin gPCR-laite ja -kitit, mika voi rajoittaa
menetelman kayttoa tutkimustydssa ja kliinisessa diagnostiikassa. Joissakin tapauksissa
ddPCR:n kayttbkustannukset voivat kuitenkin olla kvantitatiivisessa maarityksessa pie-
nemmat kuin gPCR:n, koska naytteitd saadaan analysoitua paljon kerralla ja standar-

disuoran naytteita ei tarvita [16].
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Yhden DNA- tai RNA-kohdesekvenssin tunnistamisen tai kvantitatiivisen maarityksen li-
séksi ddPCR:lla on mahdollista tehda multiplex-analyyseja eli mitata naytteesta saman-
aikaisesti kahden tai useamman kohdesekvenssin pitoisuudet. Multipleksaaminen ta-
pahtuu lisaamalla reaktioseokseen useammat alukeparit ja probet. Koska ddPCR-laite
pystyy mittaamaan fluoresenssia FAM-fluoroforin aallonpituudelta seka HEX- ja VIC-
fluoroforien aallonpituudelta, kahden kohdesekvenssin samanaikainen méaaritys onnis-
tuu kayttamalla toisessa probessa FAM-leimaa ja toisessa HEX- tai VIC-leimaa. Useam-
man kuin kahden kohdesekvenssin maarittdminen perustuu siihen, etta samalla aallon-
pituudella fluoresoivat probet erotetaan toisistaan fluoresenssin voimakkuuden mukaan.
Alukkeiden ja probien pitoisuutta vaihtelemalla voidaan etsia kokeellisesti sellaiset reak-
tio-olosuhteet, joissa yhden kohdesekvenssin suhteen positiivisten pisaroiden fluore-
senssi on niin paljon heikompaa kuin toisen kohdesekvenssin suhteen positiivisten pisa-

roiden, etta positiivisten pisaroiden ryhmat erottuvat toisistaan. [13.]

EvaGreen-vériainetta kaytettaessa multipleksaus perustuu aina fluoresenssin voimak-
kuuden vaihteluun eri kohdesekvensseilla. Fluoresenssin voimakkuuteen voidaan vai-
kuttaa kohdesekvenssin pituudella; pidempéaén amplikoniin mahtuu sitoutumaan enem-
man variainemolekyyleja, jolloin fluoresenssi on voimakkaampaa. Toinen tapa vaikuttaa
fluoresenssin voimakkuuteen on kayttaa jollekin kohdesekvenssille alukkeita, joiden op-
timaalinen kiinnittymislapotila on matalampi kuin PCR-reaktiossa kaytettava annea-
ling/ekstensio-lampétila. Talldin reaktiotehokkuus on heikompaa kyseisella kohdesek-

venssilla, mik& johtaa positiivisten pisaroiden heikompaan fluoresenssiin. [13.]

ddPCR:ssa naytteen jakamiseen liittyvasta kohdesekvenssin rikastumisesta seuraava
Kkilpailun vaheneminen parantaa mahdollisuutta erottaa vain yhden nukleotidin verran
eroavia sekvensseja toisistaan, mika yhdessad ddPCR:n herkkyyden ja ilman standar-
disuoraa tapahtuvan kvantitatiivisen maarityksen kanssa mahdollistaa laitteen kayttn
monenlaisissa analyyseissa. ddPCR-laitteelle on kehitetty sovelluksia muun muassa ge-
nomisen vaihtelun kuten geenien kopioluvun vaihtelun maaritykseen, jossa ddPCR:lla
voidaan mitata pienia eroja geenien kopioluvuissa, seka harvinaisten mutaatioiden tai
sekvenssien tunnistukseen runsaan tausta-DNA:n seasta. Laitetta voidaan kayttdd myos
tutkittaessa geeniekspressiota, jolloin ekspressiotasot saadaan maaritettya tarkasti ja
kvantitatiivisesti, tai sekvensoinnissa, jossa ddPCR:aa hytdynnetaan sekvenssikirjasto-
jen entista tarkempaan kvantitatiiviseen maaritykseen ennen sekvensointia. ddPCR so-
veltuu hyvin my6s yhden solun analyyseihin, joissa hydédynnetaan ddPCR:n kykya maa-

rittda kvantitatiivisesti pieniakin kopiomaaria. [13.]
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3 Aineisto ja menetelmat

Tyb6ssa analysoitiin noroviruksen genoryhmien Gl ja Gll naytteita seka noroviruksen suh-
teen negatiivisia naytteitd. Genoryhmien Gl ja GIll naytteet olivat viruksista eristettya
RNA:ta tai plasmidien avulla tuotettua dsDNA:ta tai EC RNA:ta. Naytteet Gll 413, GlI
5755 ja Gl pk olivat potilasulosteista eristetysta RNA:sta aiemmin tehtyja laimennoksia,
joita sdilytettiin -70 °C:ssa. GIl dsDNA, GIl EC RNA ja Gl dsDNA oli saatu alun perin
CEFAS-referenssilaboratoriosta Waymouthista (UK) virusryhman aikaisempia projekteja

varten. Tydssa kaytettiin aiemmin tehtyja laimennoksia, joita sailytettiin -70 °C:ssa.

Paprikoista otetut pintanaytteet (Gl ja Gll) ja vesinaytteet (Gll) olivat projektista vuosilta
2013 ja 2014. RNA-naytteita sailytettiin -20 °C:ssa. Jatevesinaytteet (Gl ja GllI) olivat
toisen projektin naytteita vuosilta 2014 ja 2015. Naytteet olivat jatevedenpuhdistamolta
otettuja tai sikalietteesta tehtyja laimennoksia, ja ne olivat luontaisesti noroviruksella kon-
taminoituneita. Vuoden 2014 RNA-naytteita (jatevesi 1-7) sailytettiin -70 °C:ssa ja vuo-
den 2015 naytteita (jatevesi 8-13) -20 °C:ssa.

Pintanaytteet olivat kevaalla 2016 gPCR-analyysilla NoV GllI -positiivisiksi todettuja pin-
tanaytteitd. RNA-naytteita sdilytettiin -20 °C:ssa. Osterindytteet olivat projektista vuo-
delta 2015. Ty6hon valittiin ostereista eristettyja RNA-naytteita, joiden molemmat rinnak-
kaiset naytteet oli todettu NoV Gl -positiivisiksi gPCR-analyysilla. Naytteita oli kolmesta
eri osterierastd, joista yhdesta (era 2) oli naytteet kolmella eri késittelylla. RNA-naytteita
sdilytettiin -20 °C:ssa.

Naytteiden analysoinnissa kaytettiin qPCR- ja ddPCR-menetelmid. gPCR:ssa kaytettiin
Qiagenin QuantiTect Probe RT-PCR -kittia ja Rotorgene-merkkista qPCR-laitetta.
ddPCR:ssa kaytettiin Bio-Radin One-Step RT-ddPCR Advanced Kit for Probes -kittia,
Bio-Radin Automated Dropplet Generator -laitetta, 96-kuoppalevylle sopivaa PCR-lai-
tetta ja Bio-Radin QX200 Droplet Digital PCR System -laitetta.
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4 Tybn suoritus

Norovirusanalyysin toimivuutta ja herkkyyttéd ddPCR-laitteella tutkittiin erikseen genoryh-
milla Gl ja Gll. My6s naytematriisin aiheuttaman inhibition eroa qPCR:n ja ddPCR:n va-
lilla tutkittiin erikseen nailla kahdella genoryhmalla. Naytteet, joita oli riittavasti jaljella,
analysoitiin seka ddPCR:lla ettd gPCR:llI4. Vain ddPCR:&an riittdneiden naytteiden tulok-

sia verrattiin naytteista aiemmin saatuihin gPCR-analyysin tuloksiin.

Tyossa kaytetyt PCR-reaktioseosten konsentraatiot ja PCR-ohjelmat suunniteltiin aikai-
semmin optimoitujen noroviruksen gPCR-analyysien seka ddPCR-kitin ohjeiden perus-
teella. ddPCR:ssé kaytettiin samoja alukkeita ja probeja kuin gPCR:ss&. Reaktioseosten
pipetoinnit tehtiin puhdaslaboratorion laminaarissa ja naytteiden yhdistaminen reak-
tioseokseen RNA-laboratorion laminaarissa. gPCR-laite sijaitsi laboratoriossa, joka oli
puhdaslaboratorion ja RNA-laboratorion kanssa samalla kaytavalla, mutta ddPCR-laite
oli toisessa rakennuksessa noin 15 minuutin kavelymatkan paassa. Naytteet pipetoitiin
valmiiksi RNA-laboratoriossa ja kuljetettiin kylmablokissa ddPCR-laitteelle.

Positiivisten pisaroiden kynnysarvo asetettiin ddPCR:ss& manuaalisesti jokaiseen ajoon.

Saman ajon saman genotyypin naytteille kaytettiin kaikille samaa kynnysarvoa, joka va-

littiin silmamaaraisesti aineistoon sopivaksi.

4.1 PCR-reaktioseokset ja PCR-ohjelmat

ddPCR:ssa ja qPCR:ssa kaytetyt alukkeet ja probet on esitetty taulukossa 1.

Taulukko 1. Tyodssa kaytetyt alukkeet ja probet [12].

Virus Tyyppi Nimi Emasjéarjestys (5’ - 3’) Leima

Forward-aluke | QNIF4 CGC TGG ATG CGN TTC CAT

NoV GI | Reverse-aluke | NVILCR | CCT TAG ACG CCATCATCATTTAC

Probe T™M9 TGG ACA GGA GAT CGC FAM-MGBNFQ

Forward-aluke | QNIF2 ATG TTC AGRTGG ATGAGR TTC TCW GA

NoV GIl | Reverse-aluke | COG2R TCG ACG CCATCTTCATTC ACA

Probe QNIFS AGC ACG TGG GAG GGC GAT CG FAM-TAMRA
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Monistuvan sekvenssin pituus oli tydssa kaytetyilla NoV Gl:n alukkeilla 86 bp ja NoV
Gll:n alukkeilla 89 bp [12].

Tyossa kaytetyt gPCR-reaktioseokset on esitetty taulukoissa 2 ja 3. Genoryhmille Gl ja
Gll kaytettiin eri aluke- ja probekonsentraatioita aikaisemmin tehdyn noroviruksen

gPCR-analyysin optimoinnin perusteella.
ddPCR:ssa genoryhmalla Gl kaytettiin kahta eri reaktioseosta, jotka on esitetty taulu-
kossa 4. Genoryhmalla Gll kaytettiin taulukossa 5 esitettyd reaktioseosta. Seka

gPCR:ssa ettda ddPCR:ssa naytemaara oli kaikissa reaktioissa 5 pl.

Taulukko 2. Reaktioseoksen koostumus NoV Gl -analyysissa gPCR:lIa.

Pitoisuus

reaktioseoksessa 1x (ul)
Master Mix 1x 10
QNIF4 (10 um) 0,9 uM 1,8
NV1LCR (10 pMm) 0,9 uMm 1,8
TM9 (10 uM) 0,3 uM 0,6
RT-mix 0,2 pl/reaktio 0,2
H20 - 0,6
Yhteensa 15

Taulukko 3.  Reaktioseoksen koostumus NoV GlI -analyysissa qPCR:lIa.

Pitoisuus

reaktioseoksessa 1x (ul)
Master Mix 1x 10
QNIF2 (10 uMm) 1,0 uM 2,0
COGZ2R (10 pM) 1,0 uMm 2,0
QNIFS (10 pMm) 0,2 uM 0,4
RT-mix 0,2 pl/reaktio 0,2
H20 - 0,4

Yhteensa 15
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Taulukko 4. Reaktioseosten koostumukset NoV Gl -analyysissa ddPCR:lla.

Reaktioseos 1 Reaktioseos 2

Pitoisuus Pitoisuus

reaktioseoksessa 1x (ul) reaktioseoksessa  1x (ul)
Supermix 1x 55 1x 55
Reverse transcriptase 20 U/ul 2,2 20 u/ul 2,2
300 mM DTT 15 mM 11 15 mM 11
QNIF4 (10 pM) 1,0 uM 2,2 0,9 uM 1,98
NV1 LCR (10 pMm) 1,0 uM 2,2 0,9 uM 1,98
TM9 pro (10 pM) 0,2 uM 0,44 0,3 uM 0,66
H20 - 3,36 - 3,58
Yhteensa 17 17

Taulukko 5.  Reaktioseoksen koostumus NoV Gll -analyysissa gPCR:lla.

Pitoisuus

reaktioseoksessa 1x (ul)
Supermix 1x 55
Reverse transcriptase 20 U/ul 2,2
300 mM DTT 15mM 11
QNIF2 (10 pM) 1,0 uM 2,2
COGZ2R (10 uM) 1,0 uMm 2,2
QNIFS (10 pM) 0,2 uM 0,44
H20 - 3,36
Yhteensa 17

Kummallakin genoryhmalla kaytettiin samoja PCR-ohjelmia. gPCR-ohjelma on esitetty

taulukossa 6 ja ddPCR-ohjelma taulukossa 7.

Taulukko 6.  Tyotssa kaytetty gPCR-ohjelma.

°C t
RT (k&anteiskopiointi) 55 60 min
Aktivaatio 95 15 min
Denaturaatio 95 15s
Annealing 60 1 min x 45

Ekstensio 65 1 min
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Taulukko 7.  Tyossa kaytetty ddPCR-ohjelma.

°C t
RT (k&anteiskopiointi) 50 60 min
Aktivaatio 95 10 min
Denaturaatio 95 30s
Annealing/Ekstensio 60 1 min X 43
Deaktivaatio 98 10 min
Sailytys 4 0

4.2 Noroviruksen genoryhmalla Gl suoritetut analyysit

Genoryhmaélla Gl testattiin kahden eri PCR-reaktioseoksen aluke- ja probekonsentraa-
tion vaikutusta ddPCR:lla m&aéritettyyn pitoisuuteen. Naytteind kaytettiin dsDNA-laimen-
nossarjaa ja gPCR-analyyseissa rutiinikdytdssa ollutta positiivista kontrollia (GI pk).
Naytteet analysoitiin myos qPCR:II&, jotta voitiin arvioida ddPCR:n herkkyytta suhteessa
gPCR:aan. Reaktioseosten koostumukset on esitetty taulukossa 4. Muissa genoryhméan

Gl reaktioissa kaytettiin reaktioseosta 1 (taulukko 4).

ddPCR-analyysin toimivuutta ja herkkyytta suhteessa qPCR:dan genoryhmalla Gl tes-
tattiin analysoimalla paprikoista otettuja pintanaytteita ja jatevesinaytteita, jotka oli ana-
lysoitu aiemmin gPCR:lla. Analyysin toimivuutta ja herkkyytta arvioitiin sen perusteella,
kuinka suuresta osasta gPCR:lla positiivisiksi todetuista naytteista saatiin positiivinen tu-
los ddPCR:IIa.

Naytematriisin inhibition vaikutusta qPCR- ja ddPCR-analyyseihin genoryhmalla Gl tes-
tattiin analysoimalla ostereista eristettyja RNA-naytteitd kummallakin menetelmalla.
gPCR:ssa kaytettiin standardeina ddPCR:ll& analysoituja Gl dsDNA -laimennoksia, joille
annettiin pitoisuudet ddPCR-tulosten perusteella. Naytteet pakastettiin ja sulatettiin
ddPCR:n jalkeen ennen gPCR:&a.

4.3 Noroviruksen genoryhmalla Gll suoritetut analyysit

ddPCR-analyysin toimivuutta genoryhmalla Gll testattiin analysoimalla kahta eri virus-

tyyppia (413 ja 5755) seka kaksi Gll dsDNA:n laimennossarjaa.
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ddPCR:n herkkyyttéd suhteessa gPCR:4an testattiin analysoimalla molemmilla menetel-
milla NoV GlIl 413 -laimennossarja rinnakkaisilla naytteilla. Herkkyyttd ja menetelméan
toimivuutta arvioitiin my6s analysoimalla ddPCR:ll& pintanaytteitd, paprikoista otettuja
pintanaytteita, vesinaytteita ja jatevesinaytteitd, jotka oli analysoitu aiemmin gPCR:II&.
Analyysin toimivuutta ja herkkyytta arvioitiin sen perusteella, kuinka suuresta osasta
gPCR:lla positiivisiksi todetuista naytteista saatiin positiivinen tulos ddPCR:Ila.

Osa jatevesinaytteista analysoitiin seka ddPCR:lla ettd qPCR:lla. qPCR:ssa kaytettiin
standardeina ddPCR:lla analysoituja Gll dsDNA -laimennoksia, joille annettiin pitoisuu-
det ddPCR-tulosten perusteella. Tuloksista laskettiin, paljonko eri menetelmilla mitatut

pitoisuudet erosivat toisistaan.

Naytematriisin inhibition vaikutusta qPCR- ja ddPCR-analyyseihin genoryhmalla Gll tes-
tattiin valmistamalla inhibitorinen ja ei-inhibitorinen laimennossarja Gll EC RNA:sta tau-
lukon 8 mukaisesti ja analysoimalla naytteet rinnakkaisina kummallakin menetelmalla.
gPCR:ssa kaytettiin standardeina ddPCR:1l& analysoituja Gll dsDNA -laimennoksia, joille
annettiin pitoisuudet ddPCR-tulosten perusteella. Inhibitorinen marjaseos tehtiin sekoit-
tamalla kevaalla 2016 noroviruksen suhteen negatiivisiksi todettuja marjoista eristettyja
RNA-naytteita, joita oli sailytetty -20 °C:ssa. Ei-inhibitorinen TGBE-seos (tris-glysiini beef
extract) tehtiin sekoittamalla kevaalla 2016 marja-analyyseissa negatiivisina kontrolleina
kaytettyja TGBE:sta eristettyja RNA-naytteita, jotka oli myds todettu noroviruksen suh-

teen negatiivisiksi ja sailytetty -20 °C:ssa.

Taulukko 8. ddPCR:n ja gPCR:n inhibitiovertailun naytteiden valmistus ja GIl EC RNA:n suh-

teellinen maéara naytteissa.

Inhibitorisuus | Nayte Valmistus GIl EC RNA
Marja+RNA 1 5 pl Gll EC RNA + 25 ul marjaseos 1:1
L Marja+RNA 2 5 pl Marja+RNA 1 + 25 pyl marjaseos 1:6
Inhibitorinen - - -
Marja+RNA 3 5 pl Marja+RNA 2 + 25 ul marjaseos 1:36
Marja+RNA 4 5 pl Marja+RNA 3 + 25 ul marjaseos 1:216
TGBE+RNA 1 5 ul GIl EC RNA + 25 ul TGBE-seos 11
L TGBE+RNA 2 5 ul TGBE+RNA 1 + 25 ul TGBE-seos 1.6
Ei-inhibitorinen
TGBE+RNA 3 5 ul TGBE+RNA 2 + 25 pl TGBE-seos 1:36
TGBE+RNA 4 5 ul TGBE+RNA 3 + 25 ul TGBE-seos 1:216
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5 Tulokset

Mittaustulokset ddPCR:sta ja qPCR:sta, pisaroiden lukumaarat ddPCR:ssé ja naytteista

aiemmin tehtyjen qPCR-analyysien tulokset on esitetty liitteessa 1.

5.1 Noroviruksen genoryhman Gl tulokset

Tulokset testista, jolla arvioitiin kahden eri PCR-reaktioseoksen aluke- ja probekonsent-
raation vaikutusta ddPCR:ll& mé&aritettyyn pitoisuuteen ja ddPCR:n herkkyytta suhteessa
gPCR:&an, on esitetty taulukossa 9. ddPCR:ll& méaéaritetyt pitoisuudet olivat reaktioseok-
sella 1 yhta naytetta lukuun ottamatta suurempia kuin reaktioseoksella 2. Heikoin Gl
dsDNA -laimennos jai ddPCR:ssa negatiiviseksi kummallakin rinnakkaisella naytteella,

mutta saatiin positiiviseksi toisessa qPCR:n rinnakkaisista naytteista.

Taulukko 9. ddPCR- ja qPCR-tulokset NoV Gl dsDNA -laimennossarjasta ja NoV Gl positiivi-
sesta kontrollista, joilla testattiin kahden eri PCR-reaktioseoksen aluke- ja probe-
konsentraation vaikutusta ddPCR:lla maaritettyyn pitoisuuteen ja ddPCR:n herk-
kyyttad suhteessa qPCR:aan.

ddPCR gPCR

Reaktioseos 1 | Reaktioseos 2
Nayte kopiota/reaktio | kopiota/reaktio |Ct Ct
Gl dsDNA 106 44660 21,2
Gl dsDNA 107 4642 4180 24,7 24,6
Gl dsDNA 108 469 464 27,6 27,9
Gl dsDNA 10° 35 44 31,0 31,3
Gl dsDNA 1010 8 2 331 33,8
Gl dsDNA 1011 0 0 35,9 neg
Gl pk 79 73 32,4 32,7

Paprikoista otettujen pintandytteiden ja jatevesinaytteiden genoryhman Gl tulokset
ddPCR:sté on esitetty taulukossa 10. Tulokset on esitetty muodossa positiivinen (+) tai
negatiivinen (-). Taulukossa on esitetty myos, onko nayte todettu aikaisemmin positii-
viseksi vai negatiiviseksi qPCR:II& sek& positiivisten ja negatiivisten tulosten kokonais-
maarat ja vastaavuus eri menetelmilla. gPCR:lla positiiviseksi todettuja naytteita oli 8,
joista 7:std saatiin positiivinen tulos ddPCR:ll& eli ddPCR:n suhteellinen herkkyys
gPCR:aan verrattuna oli 88 %. Molemmat gPCR:n perusteella negatiiviset naytteet olivat

negatiivisia myds ddPCR:ssa.
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Taulukko 10. Paprikoista otettujen pintanaytteiden ja jatevesinaytteiden NoV Gl:n tulokset
ddPCR:sté ja aikaisemmat tulokset qPCR:std muodossa positiivinen (+) tai nega-
tiivinen (-) seka positiivisten ja negatiivisten tulosten lukuméaarat ja ddPCR:n suh-

teellinen herkkyys.

Nayte ddPCR | qPCR ddPCR

Paprika 1 1:10 + + + - yht.
Papr!ka 51:10 + + 4qPCR + 7 1 8
Paprika 2 1:10 + - 0 2 2
Paprika 4 1:10 - - yht. 7 3 10
Jatevesi 8 + +

Jatevesi 9 + + Suhteellinen herkkyys 88 %
Jatevesi 10 + +

Jatevesi 11 + +

Jatevesi 12 + +

Jatevesi 13 - -

Osterinaytteiden ddPCR- ja gPCR-tulosten rinnakkaisista naytteista lasketut keskiarvot
on esitetty taulukossa 11. Taulukossa on my6s ddPCR:lla ja gPCR:lla maaritettyjen nayt-
teiden pitoisuuksien erotukset. ddPCR:n ja gPCR:n positiiviset ja negatiiviset tulokset
vastasivat toisiaan kolmen naytteen osalta. ddPCR:lla saatiin positiivinen tulos yhdesta
naytteesta, joka jai qPCR:ll& negatiiviseksi ja qPCR:lla positiivinen tulos yhdesta
ddPCR:ssa negatiiviseksi jadneesta naytteestd. ddPCR:ll&a maaritetyt pitoisuudet olivat
keskimaarin 1,6 kopiota/reaktio suurempia kuin gPCR:lla. Naytteiden Ct-arvot olivat

gPCR:ssa standardisuoran ulkopuolella.

Taulukko 11. Osterinaytteista maaritettyjen NoV Gl -pitoisuuksien keskiarvot ddPCR:lla ja

gPCR:lla seka pitoisuuksien erotus.

ddPCR gPCR ddPCR-qPCR
Nayte kopiota/reaktio |kopiota/reaktio |kopiota/reaktio
Osteri 1 0 0,02 -0,02
Osteri 2.1 3,85 0 3,85
Osteri 2.2 0,99 0,01 0,98
Osteri 2.3 3,08 0,09 3,00
Osteri 3 0 0 0
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Taulukossa 12 on esitetty eri ddPCR-ajoissa mukana olleista Gl pk -naytteistd mitatut
pitoisuudet. Taulukosta nahdaén, etta mitattujen pitoisuuksien vaihtelu oli hyvin vahaista.
Kaikista genoryhman Gl ddPCR-ajoissa mukana olleista negatiivisista vesikontrolleista

saatiin negatiivinen tulos.

Taulukko 12. Gl pk -néaytteistd mitatut pitoisuudet eri ddPCR-ajoissa.

Nayte ddPCR-ajo |kopiota/reaktio

Gl pk 1 79,2
Gl pk 2 77,0
Gl pk 3 79,2
Gl pk 3 79,2

5.2 Noroviruksen genoryhman Gl tulokset

Kaikilla testatuilla genoryhmén Gl virustyypeill&, dsDNA:lla ja EC RNA:lla saatiin positii-
vinen tulos ddPCR:ssé ja qPCR:sséa (liite 1). Gll dsDNA -laimennossarjojen ddPCR-tu-
loksista lasketut keskiarvot on esitetty taulukossa 13.

Taulukko 13. ddPCR:ll& méaaritettyjen NoV Gll dsDNA -néytteiden pitoisuuksien keskiarvot.

Nayte kopiota/reaktio

Gll dsDNA 107 12100
Gll dsDNA 10 888
Gll dsDNA 10° 86
Gll dsDNA 1010 13

ddPCR:n herkkyyden arvioinnissa kaytettyjen Gll 413 -laimennossarjan rinnakkaisnayt-
teiden pitoisuuksien keskiarvot ddPCR:lla ja gqPCR:lla on esitetty taulukossa 14.
gPCR:ssa positiiviset laimennokset olivat positiivisia myts ddPCR:ssa ja heikoin laimen-

nos (1:640) oli kummallakin menetelmalla negatiivinen.

Pintanaytteiden, paprikoista otettujen pintanaytteiden, vesinaytteiden ja jatevesinayttei-
den genoryhmén Gl tulokset ddPCR:sta on esitetty taulukossa 15. Tulokset on esitetty
muodossa positiivinen (+) tai negatiivinen (-). Taulukossa on esitetty myos, onko nayte
todettu aikaisemmin positiiviseksi vai negatiiviseksi gPCR:lla seka positiivisten ja nega-
tiivisten tulosten kokonaismaarat ja vastaavuus eri menetelmilla. gPCR:lI& positiiviseksi

todettuja naytteita oli 28, joista 26:sta saatiin positiivinen tulos ddPCR:lla eli ddPCR:n



21

suhteellinen herkkyys gPCR:&an verrattuna oli 93 %. Yhdestd qPCR:n perusteella ne-

gatiivisesta naytteesté saatiin positiivinen tulos ddPCR:II&.

Taulukko 14. NoV Gll 413 -laimennossarjan rinnakkaisnaytteiden pitoisuuksien keskiarvot maa-
ritettynd ddPCR:ll4 ja qPCR:IIA.

ddPCR gPCR
Nayte kopiota/reaktio | kopiota/reaktio
Gll 413 975 723
Gll 413 1:10 86 94
Gl 413 1:40 31 38
Gl 413 1:80 8 13
Gll 413 1:160 4 6
Gll 413 1:320 7 3
Gl 413 1:640 0 0

Taulukko 15. Pintanaytteiden, paprikoista otettujen pintanaytteiden, vesinaytteiden ja jatevesi-

naytteiden NoV GllI:n tulokset ddPCR:sta ja aikaisemmat tulokset gPCR:std muo-

dossa positiivinen (+) tai negatiivinen (-) seka positiivisten ja negatiivisten tulosten

lukuméérat ja ddPCR:n suhteellinen herkkyys.

Nayte ddPCR | gPCR | Nayte ddPCR | gPCR ddPCR

Pinta 1 + + Vesi 2 + + - yht.

Pinta 2 + + Vesi 2 1:10 + + + | 26 2 28
- - gqPCR

Pinta 3 + + Vesi 3 + + - 1 4 5

Pinta 4 + + Vesi 3 1:10 + + yht.| 27 6 33

Pinta 5 + + Vesi 4 + +

Pinta 6 + + Vesi 4 1:10 + + Suhteellinen herkkyys 93 %

Pinta 7 + + Vesi 5 + +

Paprika 1 + + Vesi 5 1:10 - +

Paprika 1 1:10 - + Vesi 6 - -

Paprika 2 + + Vesi 6 1:10 - -

Paprika 3 + + Jatevesi 7 + +

Paprika 3 1:10 + + Jatevesi 8 + +

Paprika 4 - - Jatevesi 9 + +

Paprika 4 1:10 + - Jatevesi 10 + +

Paprika 5 1:10 + + Jatevesi 11 + +

Vesi 1 + Jatevesi 12 + +

Vesi11:10 - -
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ddPCR:lla ja gPCR:lla analysoitujen jatevesinaytteiden pitoisuudet on esitetty taulukossa
16. gPCR-tuloksista on esitetty rinnakkaisten naytteiden pitoisuuksista lasketut keskiar-
vot. Taulukossa on my6s ddPCR:llIA ja gPCR:ll& maaritettyjen naytteiden pitoisuuksien
erotukset. Kaikkien positiivisten naytteiden ddPCR:Il&a maaritetty pitoisuus oli suurempi
kuin gPCR:ll&. Keskim&aréinen ero oli 30 kopiota/reaktio. gPCR:lla maaritetyt pitoisuudet
olivat keskim&arin 62 kopiota/reaktio eli noin 80 % pienempia kuin gPCR:ll& vuonna 2014

maaritetyt pitoisuudet (liite 1).

Taulukko 16. Jatevesinaytteistd maaritetyt NoV GlI -pitoisuudet ddPCR:lla ja gPCR:lla seka pi-

toisuuksien erotus. qPCR-tuloksista on esitetty rinnakkaisten naytteiden keskiar-

vot.
ddPCR gPCR ddPCR-gPCR
Nayte kopiota/reaktio |kopiota/reaktio |kopiota/reaktio
Jatevesi 1 10 8 2
Jatevesi 2 141 15 126
Jatevesi 3 3 1 2
Jatevesi 4 79 72 7
Jatevesi 5 42 2 40
Jatevesi 6 0 0 0

Inhibitorisen ja ei-inhibitorisen GIl EC RNA -laimennossarjan tulokset ddPCR:sta ja
gPCR:stéa on esitetty taulukossa 17. Taulukossa on rinnakkaisista naytteista maaritetty-
jen pitoisuuksien keskiarvot kummallakin menetelmalla. ddPCR:ssa ei ollut selkeaa eroa
inhibitorisista ja ei-inhibitorisista naytteistd maaritettyjen Gll EC RNA -pitoisuuksien va-
lila. gPCR:ssé naytteistd Marja+RNA 1 ja Marja+RNA 2 maaritetyt pitoisuudet olivat pie-
nempid kuin saman verran EC RNA:ta sisdltavistd naytteista TGBE+RNA 1 ja
TGBE+RNA 2 madritetyt pitoisuudet. Naytteet Marja+RNA 3 ja Marja+RNA 4 olivat ne-
gatiivisia, mutta TGBE+RNA 3 ja TGBE+RNA 4 positiivisia.
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Taulukko 17. Inhibitorisen ja ei-inhibitorisen GIl EC RNA -laimennossarjan rinnakkaisnaytteiden

ddPCR:lla ja gPCR:lla maaritettyjen pitoisuuksien keskiarvot.

ddPCR gPCR
Inhibitorisuus | Nayte kopiota/rektio |kopiota/rektio
Marja+RNA 1 686 72
Inhibitorinen Marja+RNA 2 103 1.4
Marja+RNA 3 22 0
Marja+RNA 4 14 0
TGBE+RNA 1 590 139
Ei-inhibitorinen |1ooe NA 2 136 13
TGBE+RNA 3 13 3,5
TGBE+RNA 4 1,7 0,3

Kuvassa 5 on ddPCR-Ilaitteella analysoitujen jatevesinaytteiden fluoresenssikuvaaja. Ja-
tevesinaytteesta 12 kuopassa FO02 erottui selkeasti kaksi eri voimakkuudella fluoresoivaa
positiivisten pisaroiden ryhmad, jotka on merkitty kuvaan punaisilla renkailla.

Ch1Pos 445 Neg 102753
o2

403 802 €03
&000 v v

o 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 9000C¢ 100000
Event Number

Kuva 5. ddPCR:lla mitatut pisaroiden fluoresenssit (y-akseli) jatevesinaytteistd. Kuopassa
FO02 (Jatevesi 12) naytteesté erottuu selkedasti kaksi eri tasolla fluoresoivaa positiivisten
pisaroiden ryhmad, jotka on merkitty punaisilla renkailla.
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6 Tulosten tarkastelu

ddPCR-menetelmalla tunnistettiin positiivisiksi kaikki testatut noroviruksen genoryhmien
Gl ja Gl erityyppiset RNA- ja dsDNA-naytteet ja negatiivisina kontrolleina kaytetyista
vesinaytteista saatiin kaikista negatiivinen tulos, joten menetelma toimi noroviruksen ge-
noryhmien Gl ja GIl tunnistuksessa. ddPCR:ssa kaytettiin ennestdan gPCR:ssa kay-
tossa olleita alukkeita ja probeja ja ddPCR-ohjelma suunniteltiin gPCR-ohjelman poh-
jalta. Myds muissa tutkimuksissa [2; 16] on saatu gPCR-analyysi toimimaan ddPCR-lait-
teella ilman muutoksia tai vahaisilla muutoksilla, mika helpottaa ddPCR-menetelman

kayttoonottoa gPCR-analyysien tilalle tai rinnalle.

Noroviruksen genoryhmalla Gl testattujen aluke- ja probekonsentraatioiden valilla ei ollut
suurta eroa mitatuissa dsDNA-pitoisuuksissa. Mitatut pitoisuudet olivat keskimaarin hie-
man suurempia reaktioseoksella 1, jossa alukkeiden ja proben pitoisuudet olivat samat
kuin genoryhmalla Gll, joten reaktioseosta 1 paatettiin kayttaa NoV Gl -analyyseissa.

ddPCR:lla analysoitiin Gl pk -naytteen pitoisuus kolmessa eri ajossa, ja haytteesta mi-
tattu pitoisuus vaihteli hyvin vahan ajojen valilla (77,0-79,2 kopiota/reaktio), mika viittaa
menetelman hyvaan toistettavuuteen. NoV Gll -analyyseissa rinnakkaisista naytteista
mitatut pitoisuudet olivat melko lahella toisiaan, mutta jonkin verran vaihtelua esiintyi (liite
1). Etenkdan pienilla pitoisuuksilla Gll 413 -laimennossarjasta ddPCR:lla mitatut pitoi-
suudet eivat noudattaneet odotettuja suhteita (taulukko 15). ddPCR:lla ei pystytty erot-
tamaan kaksinkertaisia pitoisuuseroja naytteiden valilla, vaikka laitteella pitaisi pystya
havaitsemaan 1,2-kertaiset pituuserot [3] ja samoista naytteistd gPCR:Il& maaritetyt pi-
toisuudet noudattivat melko hyvin odotettuja suhteita. Pienessa naytemaarassa tama voi
selittyd ainakin osittain mittausepavarmuudella. Erot ddPCR:Il& mitattujen rinnakkais-
naytteiden pitoisuuksissa osoittavat, ettd useampien rinnakkaisnaytteiden analysoimi-

nen on tarpeellista tarkkojen kvantitatiivisten tulosten saamiseksi.

NoV Gl -analyysi oli ddPCR:lla vihemman herkka kuin qPCR:ll& sekd Gl dsDNA -lai-
mennossarjan etta paprika- ja jatevesinaytteiden perusteella arvioituna. Gl dsDNA -lai-
mennossarjan heikoin nayte jai ddPCR:ssa negatiiviseksi, mutta saatiin gPCR:ssé posi-
tiiviseksi toisessa rinnakkaisista naytteista. Tosin jos ddPCR:Il& mé&aritetyt pitoisuudet
pitdvéat paikkansa ja laimennossarja oli hyvin onnistunut, niin heikoimman naytteen pitoi-

suus oli alle 1 kopio/reaktio, jolloin sattuma voi selittdad eroa ddPCR:n ja gPCR:n vélilla.
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gPCR:lla positiivisiksi todetuista 8:sta paprika- ja jAtevesindytteestd 7:sta saatiin positii-
vinen tulos ddPCR:lI4 eli ddPCR:n suhteellinen herkkyys gPCR:&&n verrattuna oli 88 %.
Naytteité oli kuitenkin sdilytetty pitkdan gPCR:n jalkeen ja niissa oli alun perinkin pieni
pitoisuus RNA:ta, joten ddPCR:n heikompi tulos voi johtua myds RNA:n hajoamisesta
naytteissa. Tarvittaisiin siis lisaa mittauksia menetelmien herkkyyseron varmistamiseksi,
mutta tulosten perusteella qPCR-menetelma vaikuttaa hieman ddPCR-menetelmé&a her-

kemmalta NoV Gl -analyysissa.

Myds NoV Gll -analyysi oli ddPCR:lla gPCR:4a4 vahemman herkkd aiemmin gPCR:lla
analysoitujen pinta-, paprika-, vesi- ja jatevesinaytteiden perusteella arvioituna. gPCR:lla
positiiviseksi todetuista 28 naytteesta 26:sta saatiin positiivinen tulos ddPCR:lla eli
ddPCR:n suhteellinen herkkyys gPCR:aan verrattuna oli 93 %. Tamankin tuloksen luo-
tettavuutta heikentaa naytteiden pitkdaikainen sailytys ja RNA:n mahdollinen hajoami-
nen gPCR:n jalkeen. Yhdestd gPCR:n perusteella negatiivisesta naytteesta saatiin
ddPCR:lla positiivinen tulos, mika ei kuitenkaan valttamatté viittaa ddPCR:n parempaan
NoV GlI:n tunnistamiseen, vaan saattaa olla kontaminaatio, koska saman naytteen lai-

mentamattomasta versiosta saatiin molemmilla menetelmilla negatiivinen tulos.

NoV Gll 413 -laimennossarjan perusteella arvioituna ddPCR-menetelma oli yhta herkka
kuin gPCR-menetelma, koska kummallakin menetelméalla tunnistettiin yhta heikko lai-
mennos NoV GII -positiiviseksi. NoV GlI -analyysin herkkyytta arvioitaessa téta tulosta
voidaan pitdd luotettavampana kuin vanhojen RNA-naytteiden perusteella saatua tu-
losta, koska naytteita ei jouduttu sailyttamaan pitkaan gPCR- ja ddPCR-analyysien va-

lill&.

Seka gPCR:lla ettd ddPCR:lla analysoitujen jatevesien positiiviset ja negatiiviset tulokset
vastasivat toisiaan. NoV GlI -pitoisuudet olivat keskimaarin 30 kopiota/reaktio suurempia
ddPCR:lla mitattuna, mika vahvistaa kasitystd NoV Gll -analyysin toimivuudesta ja hy-
vastd herkkyydestd ddPCR:lla ja voi viitata vahdisemp&én inhibitioon ddPCR:ssa.
gPCR:ll& mitatut pitoisuudet olivat keskim&arin 80 % pienempid kuin gPCR:ll& vuonna
2014 mitatut pitoisuudet, mika voi johtua osittain erilaisesta standardien pitoisuuksien
maaritysmenetelmasta ja osittain naytteiden hajoamisesta. Yleensd RNA-naytteiden voi-
daan olettaa kestdvén hajoamatta noin vuoden -80 °C:ssa sdilytettyna [17], joten -70
°C:ssa 2 vuoden ajan sdilytetyissa naytteissa oli luultavasti tapahtunut jonkin verran ha-
joamista. Naytteiden mahdollinen hajoaminen oli syyna siihen, ettéd naytteita, joiden

gPCR-analyysi oli tehty aiemmin, tarkasteltiin vain kvalitatiivisesti.
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Inhibition vaikutusta NoV Gl -analyysiin qPCR:Il4 ja ddPCR:II& pyrittiin arvioimaan ana-
lysoimalla osterindytteitda kummallakin menetelmalla. ddPCR:Il& maaritetyt pitoisuudet
olivat keskim&éarin hieman suurempia (1,6 kopiota/reaktio) kuin gPCR:ll&, mutta mene-
telmien valilla ei havaittu selke&é eroa. Naytteet jouduttiin pakastamaan ja sulattamaan
ddPCR:n jalkeen ennen gPCR:84, mika saattoi vaikuttaa naytteiden RNA-pitoisuuteen,
ja naytteiden Ct-arvot olivat qPCR:ssé standardisuoran ulkopuolella, joten gPCR:Il& mi-
tattuja pitoisuuksia ei voida pitaa kovin luotettavina. Koska ddPCR:ll& mitatut pitoisuudet
olivat suurempia, inhiboivalla naytematriisilla vaikuttaa olevan vahemman merkitysta

ddPCR:ssa, mutta tuloksista ei voi tehda kovin luotettavia paatelmia.

Inhibition vaikutusta NoV GlI -analyysiin testattiin inhibitorisella ja ei-inhibitorisella Gl EC
RNA -laimennossarjalla. Tulosten perusteella ddPCR oli qPCR:4a& vahemman herkka
inhibitiolle, koska ddPCR:ssa ei ollut selke&é eroa inhibitorisista ja ei-inhibitorisista nayt-
teista maaritettyjen GIl EC RNA -pitoisuuksien valilla, toisin kuin gPCR:ssé. gPCR:sséa
inhibitorisista naytteistd maaritetyt pitoisuudet olivat pienempid kuin ei-inhibitoristen
naytteiden pitoisuudet ja heikoimmista inhibitorisista naytteista saatiin negatiivinen tulos.
NoV GlIl -analyysin inhibitiotestin tulokset vahvistavat aiempaa kasitysta siitd, etta
ddPCR on gPCR:44 vahemman herkk& naytematriisin sisaltamille PCR-reaktiota inhi-
boiville yhdisteille [2; 16].

Jatevesinaytteen 12 ddPCR-analyysissa (kuva 5) tuli esiin ddPCR-menetelman ominai-
suus, jota ei ole gqPCR:ssa: yksilla alukkeilla ja probella havaittiin naytteen sisaltavan
kahta erilaista templaattia. Jatevesinaytteen 12 ddPCR:n fluoresenssikuvaajassa erottui
kaksi eri voimakkuudella fluoresoivaa positiivisten pisaroiden ryhmaa, mika tarkoittaa
sitd, ettd naytteessa oli kohdesekvenssin lisaksi toista kohdesekvenssista hieman eroa-
vaa sekvenssia, jonka osalta reaktiotehokkuus ja siten myo6s fluoresenssin taso olivat
heikompia kuin kohdesekvenssilla. Kyseessa voi olla esimerkiksi SNP (single nucleotide
polymorphism), jossa sekvenssit eroavat yhden nukleotidin verran toisistaan. [18.] Tal-

laisen informaation saaminen naytteesta voi olla monissa tutkimuksissa kiinnostavaa.

NoV GIlI -analyysi toimi tulosten perusteella hyvin ddPCR:llI4, mutta NoV Gl -analyysin
herkkyys jai kyseenalaiseksi. NoV Gl -analyysin toimivuuden varmistamiseksi olisi hyva
tehda lisda mittauksia ja analysoida naytteita sekd ddPCR:lla etta gPCR:lla. Analyysissa
kannattaisi selvittdd ainakin optimaalinen annealing/ekstensio-lampétila, joka voi olla

ddPCR:ssa eri kuin gPCR:ssé, koska kittien reaktioseokset eroavat muun muassa suo-
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lakonsentraation osalta toisistaan. NoV Gl -analyysin herkkyytta voisi selvittaa analysoi-
malla useampia dsDNA-laimennossarjoja ddPCR:lla ja qPCR:ll&. Tulosten perusteella
ddPCR vaikuttaa kuitenkin lupaavalta menetelmaltd noroviruksen analysoinnissa.

7 Yhteenveto

Tybssa selvitettiin norovirusanalyysin toimivuutta ddPCR-laitteella. Norovirusanalyysin
herkkyytta ddPCR:lla suhteessa ennestaan kaytossa olleeseen gPCR-menetelmaan ar-
vioitiin erikseen noroviruksen genoryhmilla Gl ja Gll analysoimalla RNA- ja DNA-nayt-
teitd. Tyossa tutkittiin myds naytematriisien sisaltamien PCR-inhibiittorien vaikutusta no-

roviruksen analysointiin ddPCR- ja gPCR-laitteilla.

Osa tydssa analysoiduista naytteista oli pakastimessa sdilytettyjd nayteita projekteista
vuosilta 2013—-2015. Kaikkia naytteita ei ollut jaljella riittavasti seka ddPCR- ettd gPCR-
analyysien tekemiseen, joten osa naytteistd analysoitiin vain ddPCR:lI&, ja tuloksia ver-
rattiin naytteista aiemmin qPCR:II& saatuihin tuloksiin. Tuloksia jouduttiin vertaamaan
vain kvalitatiivisesti, koska tydssa maaritetyt pitoisuudet eivéat olleet vertailukelpoisia
aiemmin maaritettyjen pitoisuuksien kanssa naytteissa mahdollisesti tapahtuneen
RNA:n hajoamisen takia. Tulosten kvalitatiivisesta vertaamisesta saatiin kuitenkin tietoa

analyysin toimivuudesta ja herkkyydesta ddPCR:Ila.

Tulosten perusteella ddPCR-analyysi toimi hyvin noroviruksen genoryhmalla Gll. Mene-
telman herkkyys oli dsDNA-laimennossarjan perusteella arvioituna yhta hyva kuin
gPCR:lla. Genoryhmalla Gl ddPCR:n suhteellinen herkkyys qPCR:&én verrattuna oli 88
% ja qPCR:lla tunnistettiin positiiviseksi heikompi dsDNA-laimennos kuin ddPCR:II&,
mutta pienen naytemaaran ja vanhojen naytteiden takia tulokset jaivat hieman epavar-
moiksi. Tulokset viittaavat kuitenkin siihen, ettd NoV Gl -analyysia on syyta optimoida
tarkemmin ddPCR-Ilaitteelle.

PCR-inhibiittoreilla havaittiin olevan vahemman vaikutusta ddPCR:lla kuin gPCR:lla
maaritettyyn NoV Gll -pitoisuuteen. NoV GlIl -analyysi oli siis ddPCR:ll& vahemman
herkk& naytematriisin aiheuttamalle inhibitiolle kuin gPCR:lla, mik& oli odotettua muilla

viruksilla aiemmin tehtyjen tutkimusten perusteella.
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Kirjallisuudessa ei ollut ennestééan juurikaan tietoa noroviruksen analysoinnista ddPCR-
laitteella. Tydssa saatiin selvitettyd, ettda ddPCR:4a voidaan tarvittaessa kayttdd qPCR:n
sijaan ainakin noroviruksen genoryhman Gll analysoinnissa ja ettd menetelma toimii
my06s genoryhmalla Gl, mutta halutun herkkyyden saavuttamiseksi NoV Gl -menetelmaa
on syyta optimoida. Tutkimusryhméassa ei ole tarkoituksena siirtya kayttAmaan
ddPCR:aa rutiininomaisesti gPCR:n tilalla, mutta ddPCR:44 voidaan hytdyntaa jatkossa
esimerkiksi inhibitorisia naytematriiseja tutkittaessa tai noroviruksen ja referenssimateri-

aalien kvantitatiivisessa maarityksessa.
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Mittaustulokset ja aiemmin mitatut qPCR-tulokset

NoV Gl

ddPCR gPCR gPCR vuodelta
Pisaroiden 2013-2015

Nayte kopiota/reaktio | lkm Ct kopiota/reaktio | kopiota/reaktio | Huom.
Gl dsDNA 106 44660 11764 | 21,18 Reaktioseos 1
Gl dsDNA 107 4642 11702 | 24,66

Gl dsDNA 108 468,6 14524 | 27,55

Gl dsDNA 10° 35,2 12756 | 31,02

Gl dsDNA 1010 7,92 13136 | 33,06

Gl dsDNA 1011 0 11739 | 35,88

Gl pk 79,2 10589 | 32,35

Gl dsDNA 107 4180 13941 | 24,61 Reaktioseos 2
Gl dsDNA 108 464,2 16958 | 27,88

Gl dsDNA 10°° 44 14405| 31,32

Gl dsDNA 1010 1,98 12895| 33,76

Gl dsDNA 101 0 14373 neg

Gl pk 72,6 16339 | 32,72

Paprika 1 1:10 1,54 16948 4,13
Paprika 5 1:10 10,56 14861 15,69

Paprika 2 1:10 0 15527 5,84
Paprika 4 1:10 0 15282 0
Jatevesi 8 79,2 14790 23,15
Jatevesi 9 39,6 13595 55
Jatevesi 10 39,6 12947 17,25
Jatevesi 11 19,8 9639 19,4
Jatevesi 12 26,4 11209 2,15
Jatevesi 13 0 7748 0

Osteri 1 0 7845 neg 0

Osteri 1 0 11365| 40,97 0,04

Osteri 2.1 1,98 12821 neg 0

Osteri 2.1 5,72 13392 neg 0

Osteri 2.2 0 9820 neg 0

Osteri 2.2 1,98 13172 42,13 0,02

Osteri 2.3 6,16 12629 | 40,02 0,09

Osteri 2.3 0 11389 | 40,23 0,08

Osteri 3 0 12540 neg 0

Osteri 3 0 12551 neg 0
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2 (3)
NoV Gll

ddPCR qPCR gPCR vuodelta

Pisaroiden 2013-2015

Nayte kopiota/reaktio | Ikm Ct kopiota/reaktio | kopiota/reaktio
Gll 5755 14234 15856 26,36 1049,55
Gl dsDNA 107 11814 12077
Gll dsDNA 108 948,2 12361
Gl dsDNA 10° 92,4 14192
Gl dsDNA 10°%° 12,32 16745
Gl dsDNA 107 12386 15060
Gll dsDNA 108 827,2 16151
Gl dsDNA 10° 79,2 14580
Gl dsDNA 10°%° 14,08 14733
Gll 413 974,6 12543 26,8 723,09
Gll 413 1:10 85,8 13196 29,82 93,46
Gll 413 1:40 30,8 13273 31,15 38,22
Gll 413 1:80 10,34 12621 32,34 17,04
Gll 413 1:80 5,28 14722 33,34 8,66
Gll 413 1:160 1,76 14583 33,51 7,71
Gll 413 1:160 5,94 13056 34,32 4,45
Gll 413 1:320 9,46 13683 34,85 3,12
Gll 413 1:320 3,52 15050 35,03 2,76
Gll 413 1:640 0 17762 neg 0
Gll 413 1:640 0 15928 neg 0
Marja+RNA 1 688,6 8199 29,56 89,6
Marja+RNA 1 684,2 15500 30,26 54,7
Marja+RNA 2 112,2 13511 35,12 1,7
Marja+RNA 2 94,6 14446 35,77 1,1
Marja+RNA 3 26,4 11773 neg 0
Marja+RNA 3 17,6 13870 neg 0
Marja+RNA 4 0 15247 neg 0
Marja+RNA 4 2,86 17911 neg 0
TGBE+RNA 1 554,4 11695 29,91 69,7
TGBE+RNA 1 624,8 16209 28,36 208,6
TGBE+RNA 2 134,2 15790 32,4 12
TGBE+RNA 2 138,6 15263 32,13 14,6
TGBE+RNA 3 12,76 16214 33,67 4,9
TGBE+RNA 3 13,42 15463 34,96 2
TGBE+RNA 4 1,76 14841 neg 0
TGBE+RNA 4 1,54 15921 36,58 0,6
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NoV Gll

ddPCR qPCR gPCR vuodelta

Pisaroiden 2013-2015

Nayte kopiota/reaktio | Ikm Ct kopiota/reaktio | kopiota/reaktio
Pinta 1 3,52 14729 34,7
Pinta 2 1287 12916 26,0
Pinta 3 121 13025 29,5
Pinta 4 9,68 15867 35,2
Pinta 5 189,2 14292 30,9
Pinta 6 2948 13868 22,4
Pinta 7 468,6 13890 28,5
Paprika 1 4,18 12529 18,3
Paprika 1 1:10 0 13918 2,4
Paprika 2 17,6 13100 69,0
Paprika 3 99 14020 307,6
Paprika 3 1:10 7,92 13545 43,1
Paprika 4 0 16138 0
Paprika 4 1:10 154 13213 0
Paprika 5 1:10 1,76 14892 11,7
Vesi 1 6,6 15432 71,59
Vesi1l1:10 0 15062 0
Vesi 2 7,7 16802 155,16
Vesi 2 1:10 1,54 15784 2,16
Vesi 3 61,6 15612 1395,75
Vesi 3 1:10 33 13942 199,63
Vesi 4 2112 18743 1371,10
Vesi 4 1:10 26,4 15933 321,13
Vesi 5 26,4 12632 400,19
Vesi 5 1:10 0 16050 28,59
Vesi 6 0 13304 0
Vesi 6 1:10 0 15026 0
Jatevesi 1 10,12 15294 33,49 7,81 23,5
Jatevesi 2 140,8 15253 | 32,3/32,81 14,965 86,5
Jatevesi 3 3,3 15683 | 35,96/neg 0,735 0
Jatevesi 4 79,2 15626 30,2 72,26 296
Jatevesi 5 41,8 15717 | 34,31/neg 2,245 27
Jatevesi 6 0 14355 neg 0 39,5
Jatevesi 7 7,04 14814 245
Jatevesi 8 171,6 14566 346,35
Jatevesi 9 123,2 12893 154,55
Jatevesi 10 81,4 15116 178,85
Jatevesi 11 30,8 14641 109,05
Jatevesi 12 323,4 15985 388,3




