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LUMA-KESKUS
SUOMI

BioPop-tiedeluokka
Helsingin yliopisto

BioPop) ™ rrasispaaness
Ohjaajan ohje:

Pysayta sairaalainfektio!

Tyo6n tavoite Tydssa sovelletaan geenitekniikan perusmenetelmia ladketieteellisessa diag-
nostiikassa tutkien, onko kuvitteellisella potilaalla mutatoituneen bakteerikannan aiheuttama
infektio. Tavoitteena on polymeraasiketjureaktion ja elektroforeesin periaatteiden ja sovel-
lusmahdollisuuksien ymmartaminen. Lisaksi tydssa opetellaan aseptista tydskentelyd seka
erilaisten laboratoriomenetelmien kayttoa.

Kohderyhma Lukio.

Opetussuunnitelman siséallét Lukio: Biologian sovellukset (BI5).

Tyo6n kesto 3 h + esivalmistelut 45 min.

Johdanto

Viikin yliopistollisessa kes-
kussairaalassa (VYKS) on ha-
vaittu vakavaa keuhkokuu-
metta aiheuttava sairaalabak-
teeri. Tama sairaalabakteeri
on tavallisesta, yleisinfektioita
aiheuttavasta villityypin pneu-
mokokista (Streptococcus
pneumoniae) kehittynyt erit-
tain vaarallinen muoto. Uuden
sairaalabakteerin on havaittu
aiheuttavan ankaraa hen-
genahdistusta ja nopeaa
yleiskunnon heikkenemista.

Sairaalabakteeria on onneksi
onnistuttu viljelemaéan ja sen
DNA:ta on saatu eristettya.

Kuva 1. Streptococcus pneumoniae -bakteereita elektronimikros-
kooppikuvassa (Janice Carr & Richard Facklam, Wikimedia
Commons, CCO0)

Sairaalamikrobiologeista ja -geneetikoista koostuva ryhma on tutkinut sairaalabakteerin ge-
nomia ja havainnut, ettd sen genomissa on tapahtunut noin 200 emé&sparin deleetio eli ha-
vidma bakteerin piluksia koodaavan geenin (pilA) kohdalla. Uuden sairaalabakteerin piluk-
set eli varekarvat ovat tdman vuoksi eri muotoisia kuin villityypin pneumokokilla. Uudenlais-
ten pilustensa ansiosta sairaalabakteeri tarttuu hanakammin ihmisen hengitysteihin, mika
lisdd sen taudinaiheuttamiskykyéa. Deleetion vuoksi sairaalabakteeri paasee tunkeutumaan
kehoon, kiinnittym&éan hengitysteihin ja lisddntyméaén tehokkaasti.
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Deleetion tunnistamisen ansiosta ryhma on pystynyt kehittamaan PCR-perusteisen testin

sairaalabakteerin havaitsemiseen potilailla, joiden epaillaén kérsivan uuden sairaalabaktee-

rin aiheuttamasta infektiosta. Testissa potilaasta eristetyn bakteerin DNA:ta monistetaan

PCR:ssa, mika edellyt-

taa tistoa patogeenilla - py—— __, 77—

esiintyvista  geenisek- Villityypin pilA-geeni (800 bp) deleetio . iraalabakteerin pilA-geeni (600 bp)

vensseista. Testi perus-

tuu siihen, ettd sairaala- l l

bakteerin pilA-geenisséa

tapahtuneen deleetion BCR e
vuoksi sairaalabakteeri \ /
ja alkuperdinen villi- agaroosigeelielektroforeesi
tyyppi tuottgv_at I?(?R-re- . 3. g
aktiossa erimittaisia lop-
putuotteita, kun niiden
[ H 1000 b B
leA-geenla moniste- P 1. DNA-kokomarkkeri (ladder)
taan. PCR-tuotteiden pi- A500Ep | et - 2. Villityypin pilA-geeni
tuudet arvioidaan gee_ 500 bp . 3. Sairaalabakteerin pilA-geeni
lielektroforeesin avulla. 250bp | =

Mikali elektroforeesissa
havaitaan tutkitulle sai-
raalabakteerille tyypilli-

Sen. pltumen_ geenlpg la, Kuva 2. Tyon periaate. Tyosséd monistetaan bakteeri-DNA:ta ja monistetut palat
potilaalle voidaan diag- ajetaan geelielektroforeesissa. Palojen koosta voidaan paatelld, onko nayt-
nosoida sairaalabaktee- teessé sairaalabakteerin vai villityypin pilA-geenié, silla timé geeni on sairaala-
rin aiheuttama infektio. bakteerilla 200 emésparia (base pairs, bp) lyhyempi deleetion vuoksi.

VYKS:iin on edellisella viikolla saapunut nelja potilasta, jotka nyt karsivat vakavista keuhko-
kuumeen oireista. Heilld epaillddn uuden sairaalabakteerin aiheuttamaa infektiota. Jokai-
selta on otettu nieluviljely ja kasvatettujen bakteerien DNA:ta on eristetty. Pelkan viljelyn
perusteella ei eroteta, onko kyseessa uusi sairaalabakteeri vai alkuperéinen villityyppi, silla
kyseessd on sama bakteerilaji, jossa on vain tapahtunut n. 200 eméasparin deleetio pilA-
geenissa.

Tehtavanasi on selvittaa, onko jollakin potilaista sairaalabakteerin aiheuttama infek-
tio, jotta sairaalainfektiosta karsiville potilaille voidaan antaa suonensisaista laajakirjoista
antibioottia ja jotta ndma potilaat voidaan pikaisesti eristda ja siten estda sairaalabakteerin
levidminen.

Huom! Opiskelijoille kerrotaan, ettd tydssé kdytetdan yhta alukeparia eli yhta FWD-aluketta
ja yhtd REV-aluketta. Tutkimustulosten erot perustuvat téllbin siihen, etta kuvitteellisen “sai-
raalabakteerin” yhdesséd geenissé on tapahtunut noin 200 emésparin deleetio, jolloin sai-
raalabakteerista peréisin oleva PCR-tuote on lyhyempi kuin villityypisté peréisin oleva PCR-
tuote.

Todellisuudessa tydssé kdytettava "potilaasta eristetty bakteeri-DNA” on kaikissa nédytteissé
tdysin sama ndyte (pQ10-plasmidi). Tydssd saadaan kuitenkin kahta eripituista PCR-tuo-
tetta, silld tyéssd kdytetddn kahta erilaista reverse-aluketta (mikroputkiin merkitty REV ja
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rev). Opiskelija ottaa ndytteeseensé reverse-alukkeen sattumanvaraisesti jommasta kum-

masta putkesta. Kéytettdessd REV636-aluketta (REV) saadaan noin 600 nukleotidin pitui-

nen lopputuote ("sairaalabakteerin” geeni) ja kdytettdessd REV837-aluketta (rev) saadaan

noin 800 nukleotidin pituinen lopputuote ("villityypin” geeni). Tyén todellinen mekanismi voi-
daan paljastaa opiskelijoille tyén jélkeen.

Taustatietoa

Sairaalainfektioksi kutsutaan infektiotautia, jonka potilas on saanut sairaalahoidon tai
muun hoidon aikana, ja néiden tautien aiheuttajia kutsutaan kansanomaisesti "sairaalabak-
teereiksi”. Sairaalainfektion voi aiheuttaa tavallinen, ihmiselle luontainen bakteeri, mutta sai-
raalaymparistdssa tdma viaton bakteeri voi aiheuttaa infektion etenkin silloin, kun potilaan
vastustuskyky on heikentynyt. Riski saada sairaalainfektio on suurin vakavasti sairailla sek&
leikkaushoitoa tarvitsevilla potilailla. Sairaalainfektion saa keskimaéarin 5 % osastohoidon
potilaista. Suomessa sairaalakeuhkokuume on yleisin vakava sairaalainfektio, ja sen saa
keskimaarin 1 % sairaalaan tulevista potilaista. Antibioottiresistenssi ei ole sairaalabaktee-
rille valttdmatdén ominaisuus. Joillekin sairaalainfektioita aiheuttaville bakteereille on kehitty-
nyt antibioottiresistensseja, mika tekee niistd hankalampia hoitaa. Téllainen on esimerkiksi
metisilliinille resistentti Staphlylococcus aureus (MRSA), joka on yksi sairaalakeuhkokuu-
metta aiheuttavista mikrobeista.

PCR eli polymeraasiketjureaktio on menetelm4, jonka avulla haluttua DNA-palaa voidaan
monistaa eksponentiaalisesti. PCR-reaktiossa tarvitaan monistettavan DNA:n liséksi aluk-
keita, DNA-polymeraasientsyymié ja nukleotideja. DNA-polymeraasi on entsyymi, joka pys-
tyy syntetisoimaan uutta DNA-juostetta vapaista nukleotideista kayttden mallinaan jo ole-
massa olevaa DNA-juostetta. Alukkeet ovat lyhyita, n. 15-25 nukleotidin mittaisia yksijuos-
teisia synteettisia oligonukleotideja. PCR-reaktiossa tarvitaan kaksi eri aluketta. Toinen
alukkeista on sekvenssiltddn komplementaarinen monistettavan DNA-alueen alkupdan
kanssa ja toinen vastaavasti monistettavan DNA-alueen loppup&én kanssa. Molempien
alukkeiden 3’ -paasséa on vapaa OH-ryhma, johon DNA-polymeraasi pystyy kiinnittdméaéan
uusia nukleotideja.

PCR-reaktiossa kaytettavat polymeraasientsyymit ovat peraisin kuumista lahteista eriste-
tyista bakteereista ja siksi ndma entsyymit sietdvat luonnostaan korkeita lampétiloja. Kor-
kean lampétilan sietokyky on edellytys PCR:ssa kaytettaville polymeraaseille, silla PCR:n
toiminta perustuu lampdtilan avulla kontrolloituun DNA-juosteiden erottamiseen, alukkeiden
pariutumiseen ja DNA-synteesiin. PCR-reaktio koostuu kolmesta eri vaiheesta (Taulukko 1),
joita toistetaan sykleina. Sykleja toistetaan tyypillisesti noin 20-30 kertaa, jotta haluttua
DNA:ta saadaan monistettua riittdvasti. Jokaisen syklin aikana DNA:n maara kaksinkertais-
tuu.
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Taulukko 1. PCR:n vaiheet

Vaihe Lampétila Kuvaus

1. DNA-juostei- | 95 °C Korkea lampdtila saa aikaan kaksijuosteisen

den denaturaa- DNA:n denaturaation, jolloin juosteiden vali-

tio set vetysidokset katkeavat ja syntyy kaksi yk-
sijuosteista DNA-templaattia.

2.  Alukkeiden | 55-60 °C Alukkeet pariutuvat yksijuosteiseen temp-

pariutuminen laattiin emé&sjarjestyksen mukaisesti.

3. Uusien juos- | 72 °C (DNA-polyme- | Polymeraasi kiinnittyy alukkeeseen ja alkaa

teiden synteesi | raasin optimilampétila) | liittdd vapaita nukleotideja alukkeen 3’ -p&a-
han.

Agaroosigeelielektroforeesin avulla voidaan maarittdd PCR-reaktiossa tuotettujen DNA-
palojen koko. Elektroforeesissa luodaan sahkdkentta elektroforeesikammioon, jolloin sah-
kéisesti varautuneet aineet alkavat kulkeutua sdhkdkentéssa vastakkaismerkkista varausta
kohti. DNA-molekyylit ovat fosfaattiryhmienséa johdosta negatiivisesti varautuneita molekyy-
leja, joten ne kulkeutuvat elektroforeesissa kohti laitteen positiivista elektrodia.

DNA-molekyylin kulkeutumisnopeus riippuu sen pituudesta. Elektroforeesissa DNA-mole-
kyyleja ajetaan agaroosigeelissa, ja geelin verkkomainen rakenne hidastaa suurikokoisten
molekyylien kulkua. TAman vuoksi lyhyet DNA-molekyylit kulkeutuvat elektroforeesin aikana
nopeammin kuin pitkdt DNA-molekyylit. Geeliajon jalkeen DNA-palaset erottuvat UV-va-
lossa niihin kiinnitetyn véariaineen ansiosta.

Pohdittavaksi ennen tyota

1. Kuinka monta DNA-palaa yhdestd DNA-palasta syntyy, jos palaa monistetaan
PCR:ssa 20 syklin ajan?

Yhdesta DNA-palasta saadaan 20 syklissd 1 048 576 kopiota (2720). On kuitenkin
huomattava, ettd jo PCR:n ensimmdisesséa syklisséd nédytteessa on todennékdisesti
useita DNA-paloja, joten todellisuudessa 20 syklin jalkeen DNA-palojen mééra néyt-
teesséd on useita miljoonia.

2. Mihin elektroforeesia voidaan kayttaa?

Biologisessa tutkimuksessa elektroforeesia hyddynnetdédn useimmiten erikokoisten
DNA-molekyylien erotteluun. Sen avulla voidaan esimerkiksi arvioida restriktioent-
syymeilld katkaistujen DNA-palojen kokoa, erotella erikokoisia DNA-paloja puhdis-
tusta varten tai analysoida PCR-tuotteita esimerkiksi osana geneettistd diagnosoin-
tia.

3. Kumman bakteerin pilA-geenipala ajautuu elektroforeesissa pidemmalle, villityypin
vai sairaalabakteerin? Perustele vastauksesi.

Sairaalabakteerin pilA-geeni ajautuu pidemmadlle, koska sairaalabakteerin pilA-geeni
on deleetion vuoksi villityypin pilA-geenid lyhyempi. Elektroforeesissa pienet DNA-
palat etenevét nopeammin kuin isot.
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4. Kasittelet tydssa bakteerista eristettyd DNA-naytettd, joka sisaltdd pilA-geenin.
Pohdi, miten tdmé nayte voitu valmistaa.

Aluksi potilaasta on otettu nieluviljely, ja bakteereja on kasvatettu. Keuhkokuumetta
aiheuttava pneumokokki on pystytty tunnistamaan esimerkiksi entsyymiaktiivisuus-
testien ja gram-vérjdyksen tai kaupallisen koettimen perusteella. Pneumokokista on
tehty puhdasvilielmd. Viljelmésté on otettu bakteereita ja niistd on eristetty DNA:ta.
DNA:ta on voitu pilkkoa katkaisuentsyymien avulla ja sieltd on voitu fluoresoivien
alukkeiden avulla eristda haluttu geenipala.

Tyo6ssa tarvittavat vilineet

Pakastimessa sailytettavat reagenssit

o dNTP mix -nukleotidiseos (1 mM)
10 x buffer -polymeraasipuskuriliuos
Forward-aluke (FWD)
Reverse-aluke (REV)
potilaasta eristetty bakteeri-DNA (potilaat A-E)
DreamTaq -polymeraasientsyymi
6xLD-latauspuskuri

o DNA-kokomarkkeri (M+DYE)

- Steriilia MQ-vetta
- Mikropipetteja ja kéarkia
- jadhaude
- 500 pl PCR-mikroputkia ja Eppendorf-telineita
- Sentrifugi PCR-mikroputkille
- PCR-laite
- agaroosijauhe
- tarkka vaaka agaroosin punnitsemiseen
- 1 x TAE -puskuriliuosta (geelipuskuri)
- 0,25 x TAE -puskuriliuosta (elektroforeesipuskuri)
- Etidiumbromidia (vain ohjaaja kayttaa)
- 100 ml mittalasi
- erlenmayer-pullo
- mikroaaltouuni
- agaroosielektroforeesilaitteisto, virtaldhde, geelikelkka ja -kammat
- Permanent-tusseja
- maalarinteippia

O O O O O O

Esivalmisteluissa tarvittavat valineet

- 50 x TAE-puskuriliuos (kantaliuos)
- Steriilia MQ-vetta
- 1 llasipulloja
- 11ja 100 ml mittalasit
- Reagenssien tiedot:
o dNTP mix -nukleotidiseos (1 mM)
o 10 x buffer -polymeraasipuskuriliuos
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FWD-aluke: 6133 forward.
REV-alukkeet 636 reverse ja 837 reverse.
"potilaasta eristetty bakteeri-DNA” eli pQ10-plasmidi-DNA (25 ng/ ul)
DreamTagq -polymeraasientsyymi
6xLD-latauspuskuri: 6xLD Panreac ApplicemDNA-Dye NonTox

@]
@]
@]
@]
@]
o DNA-kokomarkkeri: Thermo Fisher 1 kb DNA ladder

Esivalmistelut

1.

o s

Reagenssien esivalmistelut:

- Nukleotidit toimitetaan valmistajalta 10 mM vahvuisina ja laimennetaan 1 mM vah-
vuisiksi sekoittamalla 1 osa nukleotideja ja 9 osaa MQ-vetta.

- 10 x buffer -polymeraasipuskuriliuosta kaytetaén sellaisenaan.

- Alukkeet toimitetaan valmistajalta kuivina ja ne laimennetaan MQ-veteen valmis-
tajan ohjeen mukaisesti niin, ettd saadaan 10 pmol/ yl.

- Valmista FWD-aluke (FWD) pipetoimalla eppariin 6133 forward -aluketta.

- Valmista REV-aluke (REV isoilla kirjaimilla) pipetoimalla eppariin 636 reverse -
aluketta.

- Valmista rev-aluke (rev pienilla kirjaimilla) pipetoimalla eppariin 837 reverse -alu-
ketta.

- Valmista potilaasta eristetty bakteeri-DNA-nayte pipetoimalla viiteen eri eppariin
(A, B, C, D ja E) pQ10-plasmidi DNA:ta.

- DreamTag-polymeraasientsyymia kaytetdan sellaisenaan.

- 6xLD-latauspuskuria kaytetdan sellaisenaan.

- Valmista DNA-kokomarkkeri (M+DYE) pipetoimalla eppariin 10 yl DNA-ladderia
ja 2 pl 6xDL-latauspuskuria.

Valmista geelia varten 1 x TAE -puskuria sekoittamalla 10 ml 50 x TAE -kantaliuosta

ja 490 ml tislattua vetta.

Valmista 0,25 x TAE -elektroforeesipuskuria sekoittamalla 250 ml 1 x TAE -puskuria

ja 750 ml tislattua vetta.

(Ohjelmoi PCR:aan ohjelma valmiiksi.)

Reagenssit jaetaan kahdelle pisteelle (talla varmistaan, ettd saman potilaan saaneet

opiskelijat kayttavat samaa reverse-aluketta ja siten tulokset ovat yhtenevia):
a. REV-aluke ja potilaat A ja B yhdelle pisteelle.
b. rev-aluke ja potilaat C ja D toiselle pistelle.

Tyoé6turvallisuus

Laboratoriotilassa ei saa sydda eika juoda.

Kayta suojahanskoja ja -takkia koko tyén ajan.

Mikali geelin valmistuksessa kaytetaan etidiumbromidia, ohjaaja pipetoi sen geeli-
seokseen. Kasittele etidiumbromidilla varjattyd geelid seké geeliajossa kaytettavia
valineitd vain suojahanskat kddessa. EthBr-geeli havitetdan vaarallisena jatteena.
PCR-tekniikka on hyvin herkkd menetelma. Naytteet kontaminoituvat helposti esi-
merkiksi kasissé olevasta DNA:sta. Kayta suojahanskoja késitellessési reagensseja
ja mikroputkia estdaksesi naytteiden kontaminaation.

Kéayta PCR-laitetta ja elektroforeesin virtalahdetté vain ohjaajan avustuksella.
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Ty6ohje
Tutustu ohjaajan opastuksella mikropipetin kédyttédn ennen tydn aloittamista.
Potilaasta eristetyn bakteeri-DNA:n monistaminen PCR:lla

1. Ota esille DNA-naytteet, alukkeet, nukleotidit, entsyymi ja puskuriliuos. Pida naita
liuoksia jadhauteessa koko tyén ajan.

2. Ohjaaja kertoo sinulle, mista potilaasta eristetyn bakteeri-DNA-naytteen valmistat.
Nimed PCR-mikroputki potilaan nimen alkukirjaimen mukaan.

3. Pipetoi PCR-mikroputkeen aineita alla olevan taulukon mukaisesti. Huolehdi, etta pi-
petoit mikroputkeen sinulle nimetysta potilaasta eristettyd bakteeri-DNA:ta. Pipetoi
putkeen ensin vesi ja sitten muut aineet siten, etta ne jaavat vesimaaran "sisaan”.

MQ- | dNTP- 10x FWD- | REV- DNA-nayte | Taq-poly- § Yhteistila-
vesi | nukleotidit | -puskuri | aluke | aluke potilas A-D | meraasi jvuus
32ul | 5ul 5 ul 25ul |25yl 2 ul 1 ul 50 pl

4. Kun olet pipetoinut aineet taulukon mukaan, sekoita sisalt6d napauttamalla ja sentri-
fugoi neste pohjalle. Muista tasapainottaa sentrifugi!
5. Ohjelmoi PCR-laitteeseen seuraava ohjelma:
i. 94 °C 1 min (esidenaturaatio)
ii. 94 °C 45 s (denaturaatio)
iii. 55 °C 30 s (pariutuminen)
iv. 72 °C 1 min (synteesi)
v. Go to step 2, 15 more times ( yhteensa 16 syklia)
vi. 72 °C 1 min (loppuekstensio)
vii. 10 °C (jaéhdytys)
6. Aseta mikroputket PRC-laitteeseen ja kaynnistda PCR-ajo. Kirjaa ylds laitteen ajo-
aika. Valmista agaroosigeeli ajon aikana.

Agaroosigeelin (1 %) valmistaminen (2 kpl geeleja)

—

. Punnitse 1 g agaroosia erlenmayerin pohjalle.

Lisda joukkoon 100 ml 1 x TAE -puskuria. Sekoita kevyesti.

3. Kuumenna seosta varovasti mikroaaltouunissa vélillad sekoitellen, kunnes seos on
kirkasta. Seos ei saa kiehua. Anna seoksen hieman jaédhtya kuumennuksen jalkeen.
Ohjaaja lisda seokseen 3 tippaa etidiumbromidia.

Kaada hieman jaahtynyt neste kelkkaan. Aseta kammat paikoilleen ja anna geelin
jahmettya.

N

o s
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PCR-tuotteiden analysointi agaroosigeelielektroforeesin avulla

1.

Kasaa elektroforeesilaitteisto ohjaajan avustuksella. Aseta geeli kelkassaan ajo-
kammioon ja lisdé elektroforeesipuskuriliuosta, kunnes geeli peittyy.

PRC-ajon valmistuttua ota mikroputket laitteesta ja siirrd ne tydpoydalle.

Pipetoi uuteen mikroputkeen 10 ul valmistettua PCR-naytetta ja 2 yl 6x LD-lataus-
puskuriliuosta. Sekoita sisaltéa napauttamalla ja sentrifugoi neste pohjalle.
Ohjaaja pipetoi geelin ensimmaiseen kuoppaan 10 yl DNA-kokomarkkeria
(M+DYE).

Pipetoi 12 ul PCR-seosta agaroosigeelin kuoppaan. Pipetoi vain yhta reaktiota yh-
teen kuoppaan. Kirjaa ylds, mihin kuoppaan mikéakin néyte pipetoitiin, jotta pystyt
tulkitsemaan tuloksia geeliajon jalkeen.

Aja geelia 200 V jannitteelld 20-30 minuutin ajan. Tarkkaile naytteiden ajautumista
ajon aikana.

Tarkastele geelia UV-lampun alla.

Pohdittavaksi tyon jalkeen

1.

Oliko potilaasi sairastunut sairaalabakteerin aiheuttamaan infektioon? Perustele vas-
tauksesi.

Vertaa geelilld olevaa nédytettdsi ajautuneeseen DNA-kokomarkkeriin, niin voit pdéa-
telld, kuinka monen emdésparin mittainen geenipala néytteessési oli. Sairaalabaktee-
rin geenipala on n. 600 bp ja villityypin geenipala n. 800 bp.

Mita olisi tapahtunut, jos naytteitten testaaja olisi unohtanut naytteet ajautumaan gee-
lielektroforeesissa 200 V jannitteella kahden tunnin ajaksi?

Jos néytteet unohtuvat elektroforeesiin liian pitkdksi aikaa, DNA-palat kulkeutuvat
koko geelin lapi ja pdétyvét puskuriliuokseen. Jos nédin pdédsee tapahtumaan, geeli-
kuvauksesta ei saada tuloksia ja néytteet on valmistettava uudestaan. Siksi ndyttei-
den kulkeutumista on tarkkailtava geeliajon aikana.

Pohdi, mik& tydssé oli faktaa ja miké fiktiota.

Tyén ympdirille kehitetty tarina keuhkokuumetta aiheuttavasta sairaalabakteerista,
jonka geenissé oli tapahtunut deleetio, oli fiktiota — vaikkakin teoriassa téllainen olisi
mahdollista. VYKS on fiktiivinen paikka. Sairaalasyntyinen keuhkokuume on todelli-
nen sairaus: sitd aiheuttaa monta eri bakteerilajia, esim. Staphylococcus aureus,
mutta usein aiheuttajabakteeria ei pystyté tunnistamaan. Tydssé kédytettdvat mene-
telmét ovat faktaa ja menetelmiéd kéytettiin tieteellisten periaatteiden mukaisesti. In-
fektiotautien diagnosoinnissa PCR-perusteisia testeja kadytetdan patogeenisten ja ei-
patogeenisten kantojen erottamisessa etenkin silloin, kun taudinaiheuttajaa ei pysyta
viljeleméén.
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