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Opinnaytetydn tavoitteena oli tutkia ja testata tieteellisessa julkaisussa esitellyn lintujen
paramyksovirusten serotyypit 1-9 sek& metapneumovirusalatyypit A, B ja C havaitsevan
pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelman toimivuutta. Tyo tehtiin Eviran
elaintautivirologian tutkimusyksikdssa, missa menetelma haluttiin ottaa kayttéon.

Testaamisessa kaytettiin positiivisia kontrollindytteitd sek& 61 vesilintunaytteen otosta.
Evirassa oli jo kaytossa real-time RT-PCR -menetelma APMV-1:n toteamiseksi. Myds talla
menetelmalla tutkittin  vesilintunaytteet. PCR-ajojen lisdksi tydssa hyodynnettiin
viruseristysta hedelmditetyisséa kananmunissa, hemagglutinaatiotestid ja sekvensoimista.

Lahes kaikki positiiviset kontrollit onnistuttiin monistamaan pan-paramyksovirus RT-PCR-
ajossa. Poikkeuksena olivat APMV-4- seka NDV-positiivinen kontrollindyte. Syyna ol
mahdollisesti virus-stokin inaktivaatiomenetelma, joka saattoi inhiboida PCR-reaktiota.
APMV-4-positiivisen kontrollin sekvenssi erosi kolmen perakkaisen nukleotidin verran
toisen kaytettavan alukkeen sekvenssistd, mika saattoi myds vaikuttaa monistumisen
epaonnistumiseen.

Pan-paramyksovirus RT-PCR -menetelman etuna oli, etta positiivisista naytteista pystyttiin
sekvensoimalla selvittdamaan, mitd paramyksovirusta ne sisdlsivat. Sekvensoiminen
osoittautui  kuitenkin haastavaksi, koska monistettavan alueen pituus oli vain 70
nukelotidia. Lisaksi kaytettavien alukkeiden nukleotideista noin kolmannes oli vaihtelevia
emaksia, mika saattoi osaltaan vaikuttaa sekvensoimisen onnistumiseen. Sen vuoksi
saatiin hyvin lyhyita patkia sekvenssia, jota voitiin verrata sekvenssitietokantaan.

Pan-paramyksovirus ~ RT-PCR-menetelm&  taydentdd  kuitenkin ~ hyvin  Eviran
eldintautivirologian tutkimusosaston APMV-diagnostiikkaa. Se mahdollistaa APMV-1:n
lisdksi muidenkin APMV-tyyppien toteamisen siipikarjan ja luonnonlintujen naytteista.
Menetelmalla positiivisiksi saadut naytteet vaativat jatkotutkimuksia todellisen APMV-
tyypin selvittdmiseksi. Tassa voidaan hyddyntdd serotyyppispesifeilla alukkeilla tehtavaa
RT-PCR:aa ja sekvensointia.

Avainsanat lintujen paramyksovirus, serotyyppi, pan-paramyksovirus RT-
PCR, sekvensointi, degeneroitu aluke
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The aim of this thesis was to examine the applicability of a pan-paramyxovirus RT-PCR
method to identifying all avian paramyxovirus serotypes 1-9 and metapneumovirus sub-
types A, B and C. The research was done at the Finnish Food Safety Authority Evira.
There was already a RT-PCR method for screening APMV-1 in use at Evira.

Positive control samples and a group of 61 waterfowl samples were utilized to determine
the applicability of the method. In addition to PCR, techniques such as virus isolation in
embryonated eggs, hemagglutination test and sequencing were used for this study.

APMV-4- and NDV-positive control samples were unsuccessfully amplified in a round of
pan-paramyxovirus RT-PCR. This was probably due to the inactivation procedure of the
viral stock sample that interfered with the experiment. Furthermore, the APMV-4 control
sample had a three consecutive base difference to one of the primers.

An advantage of the method was that the positive samples could be sequenced to identify
a specific type of paramyxovirus. This, however, turned out to be challenging. The am-
plicon size was far too short with only 70 nucleotides and the primers were degenerate.
For these reasons, the sequence was of low quality and only very short pieces of it could
be compared to a sequence database.

Nevertheless, the pan-paramyxovirus RT-PCR method enables the detection of other
APMV-types than just APMV-1 in poultry and wild bird samples. Serotype specific primers
can be utilized in RT-PCR and sequencing to confirm a specific serotype after screening
the samples with pan-paramyxovirus RT-PCR.

Keywords Avian paramyxovirus, serotype, pan-paramyxovirus RT-PCR,
sequencing, degenerated primer
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Lyhenteet

AMPV Avian metapneumovirus. Lintujen metapneumovirus, viruksesta on
kaytetty myos nimityksia turkey rhinotracheitis virus (TRTV) sek&d avian

pneumovirus (APV).

APMV Avian paramyxovirus. Lintujen paramyksovirus.

BLAST Basic Local Alignment Tool. Algoritmi, jonka avulla voidaan verrata

sekvensseja toisiinsa.

bp Base pair. Emaspari.
cDNA Complementary DNA. Komplementaarinen DNA.
Ct-arvo Cycle threshold. Syklien maara, mink& kohdalla fluoresenssin signaali

ylittda kynnysarvon real-time PCR -ajossa.

ddNTP Dideoksinukleotidi.  Nukleotidi, jossa deoksiriboosi on korvattu
dideoksiriboosilla, minka vuoksi DNA-synteesin jatkumiseen tarvittava 3’-

hydroksyyliryhma puuttuu.

DNA Deoxyribonucleic acid. Deoksiribonukleiinihappo.
dNTP Nukleotidi.
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay. Entsyymivalitteinen

immunosorbenttimaaritys.

HA-testi Hemagglutinaatiotesti.
Hl-testi Hemagglutinaatioinhibiitiotesti.
ICPI Intracerebral Pathogenicity Index. Aivojen sisdinen patogeenisuusindeksi.
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NCBI National Center of Biotechnology Information. Yhdysvaltalainen
bioinformatiikan keskus, jonka internet-sivustolla on saatavilla useita
bioteknologian tietokantoja.

NDV Newcastle disease virus. Newcastlen tautia aiheuttava virus.

NDVH Newcastlen  tautiviruksen  p&&asiassa  villilinnuista  eristettavia
matalapatogeenisia kantoja.

PBS Phosphate-buffered saline. Fosforilla puskuroitu keittosuolaliuos.

PCR Polymerase chain reaction. Polymeraasiketjureaktio.

PLOS ONE Public Library of Science. Yhdysvaltalainen vertaisarvioitu tiedejulkaisu,

joka on luettavissa internetissa ilmaiseksi.

RDRP RNA-dependent RNA polymerase. RNA-riippuvainen RNA-polymeraasi.
RNA Ribonucleic acid. Ribonukleiinihappo.
RT Room temperature. Huoneenlampad.

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction. Kaéanteiskopiointi

polymeraasiketjureaktio.

SHS Swollen head syndrome. Kanoilla esiintyva tauti, jonka oireena on paan

turpoaminen.

SPF-munat Specific pathogen-free. Munia, joista on todettu, ettei niissa ole tiettya

patogeenia.

SSRNA Single-stranded RNA. Yksijuosteinen RNA.
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1 Johdanto

Opinnaytetyd on tehty Elintarviketurvallisuusviraston (Evira) elaintautivirologian
tutkimusyksikossa. Vuonna 2006 Elintarvikevirasto, Elainlaakinta- ja
elintarviketutkimuslaitos seka Kasvintuotannon tarkastuskeskus yhdistettiin yhdeksi
virastoksi, Eviraksi. Evira valvoo elintarvikkeiden turvallisuuden ja laadun lisaksi
eldinten terveyttd. Tutkimus- ja laboratorio-osaston vastuualueeseen kuuluvat
eldintauteihin, elintarvikkeisiin, kasvinterveyteen seka rehu- ja lannoitevalvontaan
liittyva analytiikka ja diagnostiikka. Finnish Accreditation Service (FINAS) on myontéanyt

tutkimus-ja laboratorio-osastolle akkreditointipaatoksen.

Eviran elaintautivirologian tutkimusyksikéssa tehdaan elaintautien
laboratoriodiagnostiikkaa, joka tukee tieteellista tutkimusta ja muita asiantuntijatehtavia.
Suuri osa tutkimuksista liittyy tuotanto- ja harraste-eldinten viralliseen tautivalvontaan.

Sen ohella tutkitaan myds luonnonvaraisten eldinten tautitilannetta.

Opinnaytetyn tavoitteena on tutkia ja testata tieteellisessé julkaisussa esitellyn lintujen
paramyksovirusten (APMV) serotyypit 1-9 seka metapneumovirusalatyypit A, B ja C
havaitsevan pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelman toimivuutta. Testaamisessa
hy6dynnetaan positiivisia kontrollindytteitd seka 61 vesilintundytteen otosta. Jos
menetelmd saadaan toimimaan ja positiivisia naytteita [0ytyy, RT-PCR-tuotteet
sekvensoidaan. Sekvensoimalla on tarkoitus selvittda, mika paramyksovirus on
kyseessa. Pan-paramyksovirus RT-PCR:4a ei ole ennen sovellettu Eviran
elaintautivirologian tutkimusyksikéssad. Ennen uuden menetelmén testausta naytteet
tutkitaan APMV-1:n havaitsevalla real-time RT-PCR:lla, joka on kéaytdssa Eviran

elaintautivirologian tutkimusyksikén rutiinidiagnostiikassa.

2 Paramyksovirukset

Paramyxoviridae-heimoon kuuluvien virusten genomi koostuu yksijuosteisesta
negatiivisesta RNA:sta. Ne ovat vaipallisia viruksia, joiden genomi ja sitd peittavat
proteiinit muodostavat rakenteeltaan spiraalimaisen nukleokapsidin.
Paramyksoviruksille ominaista on, ettd niiden genomin sisaltdma& nukleotidien

lukumé&ara on kuudella jaollinen. Se saattaa johtua siitd, etta jokaiseen nukleokapsidin



proteiinialayksikk6on sitoutuu kuusi nukleotidia. Nain koko RNA saadaan peitettya

kunnolla, ja viruksen lisd&ntyminen on tehokkaampaa.

Paramyksovirukset voivat infektoida monia eri isantid, kuten lintuja, nisakkaita, kaloja
sekd matelijoita. Paramyksoviruksiin kuuluu viruksia, jotka aiheuttavat vakavia
sairauksia linnuille. N&ita ovat esimerkiksi Newcastlen tautia aiheuttava Newcastle
disease virus (NDV) ja linnuilla ylahengitystieinfektioita aiheuttava avian
metapneumovirus (aMPV). [1, s. 301, 324.]

2.1 Luokittelu

Mononegavirales-lahkoon  kuuluva  Paramyxoviridae-heimo  jakautuu kahteen
alaheimoon, jotka ovat Paramyxovirinae ja Pneumovirinae. Paramyxovirinae-
alaheimoon luetaan seitseman sukua: Aquaparamyxovirus, Avulavirus, Ferlavirus,
Henipavirus, Morbillivirus, Respirovirus ja Rubulavirus. Pneumovirinae jakautuu

kahteen sukuun: Metapneumovirukseen ja Pneumovirukseen. [2.]

Pneumovirinae-alaheimon jasenet poikkeavat Paramyxovirinae-alaheimosta mm. siten,
ettd siihen kuuluvilla viruksilla on 10 erillistd transkriptionaalista yksikk6a kuuden tai
seitseman sijasta. Lisaksi Pneumovirinae-alaheimon virusten nukleokapsidin lapimitta
on pienempi (17 nm) ja niiden pinnalla olevat glykoproteiinit ovat pidempia (13—-17 nm).
[3,s.2]

Paramyxoviridae-heimon uskotaan laajenevan lahitulevaisuudessa. Jo nyt on |dydetty
viruksia, joiden ominaisuuksista ei ole vield tarpeeksi tietoa, jotta ne pystyttaisiin
luokittelemaan johonkin tiettyyn alaheimoon ja sukuun. Villieldimista I0ydetdan koko
ajan uusia viruksia ja voi olla mahdollista, ettd Paramyxoviridae-heimoon tullaan

lisddamaan pian jopa uusia sukuja. [1, s. 301.]

2.1.1 Lintujen paramyksovirukset

Lintujen paramyksovirukset (avian paramyxovirus, APMV) kuuluvat Paramyxovirinae-
alaheimon Avulavirus-sukuun. Ne on perinteisesti jaettu yhdeksaan serotyyppiin. APM-
virusten luokittelu eri serotyyppeihin perustuu virusten erilaisiin genomeihin seka

viruspartikkelin pinnalla oleviin pintaproteiineihin hemagglutinaasiin ja



neuraminidaasiin. Viime vuosina tutkimusmenetelmien kehityttyd on I0ydetty viela
kolme uutta serotyyppid: pingviineista Falklandin saarella [4], taivaanvuohesta
Ranskassa [5] ja haapanasta Italiassa [6].

Kaikki APMV-serotyypit aiheuttavat padasiassa hyvin samankaltaisia oireita, kuten
hengitystieoireita, munatuotannon laskua, lisdantymishdiri6ita, aivotulehdusta,
keuhkokuumetta, alakuloisuutta, ripulia ja tavallista korkeampaa kuolleisuutta [7].
Newcastlen tauti -viruksen (NDV) kaikki kannat kuuluvat APMV-serotyyppiin 1. Kaikki
serotyypin 1 virukset eivat kuitenkaan aiheuta Newcastlen tautia. NDV on hyvin yleinen
virus siipikarjan taudinaiheuttajana ympéari maailman. Sen vuoksi APMV-serotyyppia 1

on tutkittu paljon, ja se onkin parhaiten tunnettu APMV-serotyypeista.

Serotyypeistd 2-12 tiedetdan paljon vahemman kuin APMV-1:std. Serotyypeista 2-12
on yhdistetty siipikarjaan vain 2 ,3, 6 ja 7. Ne aiheuttavat siipikarjalle munatuotannon
laskua ja hengitystiesairauksia. Poikkeuksena on APMV-6, jonka on todettu olevan
virulentti kalkkunoille, kun taas kanoista on eristetty vain avirulentteja muotoja. [7.]
Huonommin tunnetuille serotyypeille on kehitetty paljon vihemman diagnostisia testeja
kuin APMV-1:lle. Toisaalta sen vuoksi ne pysyvat edelleen tuntemattomina, koska niita
ei pystytd tunnistamaan niin hyvin. Diagnostisten testien puute estaa lisdksi niiden
laajempialaista tutkimusta. Esimerkiksi APMV-serotyyppien 1 ja 3 sekvenssit eroavat
toisistaan selkeésti. Ne aiheuttavat linnuissa hyvin samanlaisia oireita ja ristireagoivat
HI (hemagglutinaatioinhibiitio) -testissd, minka vuoksi APMV-3 voitaisiin tulkita usein
virheellisesti APMV-1:seksi. Taman estamiseksi APMV-1 ja APMV-3 seropositiiviset

naytteet tutkitaan aina myos toistensa varalta, jotta tulos voidaan varmistaa. [8.]

Newcastlen tauti

Newcastlen tauti (Newcastle disease, ND) aiheuttaa vuosittain suuria taloudellisia
menetyksid eri puolila maailmaa. Sen vuoksi se on yksi tarkeimmista siipikarjan
tartuntataudeista. Taudin leviaminen on yleista etenkin Afrikassa, Aasiassa, Keski- ja

Etelda-Amerikassa seka Lahi-idassa. [3, s. 70.]

Maa- ja metsatalousministerion asetuksessa (Finlex 843/2013) vastustettavista
eladintaudeista ja niiden luokittelusta, Newcastlen tauti on luokiteltu helposti levidvéaksi
elaintaudiksi. Asetuksessa on lisaksi méaaritelty, ettd Newcastlen taudilla tarkoitetaan:

”...muissa kuin luonnonvaraisissa linnuissa esiintyvaéd sellaisen paramykso-1-viruksen



aiheuttamaa tartuntaa, jonka aivojen sisdinen patogeenisuusindeksi (ICPI)
kanauntuvikoilla on suurempi kuin 0,7 tai jonka fuusioproteiinin katkaisukohdalla on
useita emaksisia aminohappoja...”. [9.]

Viruksen itdmisaika on 2-15 vuorokautta. Taudin uskotaan voivan levitéd kaikkiin
lintulajeihin, mutta sité on I6ydetty tAhdn mennessa noin 240 eri lajista [1, s. 311]. NDV
voi levita tartunnan saaneesta linnusta toiseen aerosolina hengitetyksen kautta. Virus
voi levitd jopa kilometrien p&&hén tuulen mukana. Linnun joutuessa kosketuksiin
ulosteella tai muilla eritteilla kontaminoituneen ruoan ja veden kanssa, virus paasee

sen ruoansulatuskanavaan.

Newcastlen taudin oireita ovat hengitystieoireet, ripuli, syomattomyys seka
keskushermosto-oireet ja halvaantuminen. Virulentin ND-viruksen infektio johtaa usein
linnun kuolemiseen. Qireisiin vaikuttavia  tekij6ita  ovat  viruskannan
taudinaiheuttamiskyky, linnun ik& ja vastustuskyky sek& lintulaji. Osassa lintulajeista
NDV ei aiheuta sairautta. NDV voi levita my6s ihmiseen aiheuttaen silman
sidekalvontulehdusta tai flunssan kaltaisia oireita. [1, s. 311-314; 10.]

Lintuja voidaan rokottaa Newcastlen tautia vastaan. Rokotteissa kaytetaan elavaa tai
inaktivoitua virusta [1, s. 313]. Suomessa siipikarjaa ei rokoteta Newcastlen tautia
vastaan. Suomi on saanut rokotusvapaan aseman EU:ssa, mink& vuoksi rokottaminen
ei ole edes sallittua. Harrastekyyhkyset ovat poikkeusasemassa, ja niiden rokottaminen

on pakollista. [10.]

2.1.2 Lintujen metapneumovirukset

Lintujen  metapneumovirukset  (avian  metapneumovirus, AMPV)  kuuluvat
Pneumovirinae-alaheimon Metapneumovirus-sukuun. Viruksista on kaytetty myos
englanninkielisid nimityksia turkey rhinotracheitis virus (TRTV) sek& avian pneumovirus
(APV). AMP-virukset jaetaan neljaan alatyyppiin: A, B, C ja D. Luokittelu perustuu
virusten pinnalla olevia glykoproteiineja (G) koodaavien alueiden erilaisiin
sekvensseihin. Lisaksi matriksi- ja fuusioproteiineja (M ja F) koodaavissa

sekvensseisséa on eroja eri alalajien valilla. [11, s. 3.]

AMP-viruksien paaasiallisia isantia ovat kalkkunat ja kanat. Niitd on loydetty myds

esim. sinisorsista, varpusista, strutseista ja lokeista [12]. Viruksen aiheuttaman taudin



oireisiin vaikuttavat lintulaji sek& viruksen alatyyppi [1, s. 324]. Virukset aiheuttavat
l&ahinna ylahengitystieinfektiota. Oireita ovat yskiminen, sierainten ja silmien
vuotaminen, hengityksen rahiseminen, sidekalvontulehdus, turvotus silmakuopan
alaisissa onteloissa, heikko munatuotanto ja huono munankuoren laatu. Virusinfektion
aiheuttama kuolleisuus kanoilla on 1-5 %, mutta samanaikainen bakteeri-infektio voi
nostaa kuolleisuuden jopa 25 %:iin [11, s. 10-11]. Virus voi aiheuttaa kanoille ns.

swollen head syndrome—tautia (SHS), jonka oireena on paan turpoaminen.

Virus levida aerosolina hengitysteiden kautta linnusta toiseen. Levidmisen on uskottu
olevan mahdollista myds munien valityksella [11, s. 11]. On arvioitu, etta tauti leviaa
paljon muuttolintujen ja muidenkin luonnonvaraisten lintujen valityksella. Lisaksi
tuontilinnut saattavat kantaa virusta. Siipikarjaa voidaan rokottaa virusta vastaan, mutta

Suomessa rokottaminen on tautivapauden vuoksi kiellettya. [11, s. 10-11; 13.]

2.2 Rakenne ja genomi

Paramyksoviruksen genomi  koostuu  yksijuosteisesta ja  polaarisuudeltaan
negatiivisesta RNA:sta. Genomin pituus vaihtelee noin 15 000:sta 19 000 nukleotidiin.
Nukleokapsidiproteiini N on kapsomeeri, joka muodostaa viruksen genomista RNA:ta
suojaavan kuoren eli kapsidin (kuva 1). Sen tarkoituksena on suojella viruksen
perintdainesta digestiolta. Paramyksoviruksille ominaisella tavalla nukleokapsidi on
rakenteeltaan spiraalimainen ja se on liittyneend RNA:han kuuden nukleotidin
ryhmissa. Kuuden nukleotidin saanndsta poikkeavat vain Pneumovirinae-alaheimoon

kuuluvat virukset [1, s. 301].



Vaippa
G/H/HN

Kuva 1. Paramyksoviruspartikkelin rakenne. Sokereista ja proteiineista koostuva pyoreahkd
vaippa, Kkiinnittymisproteiini G/H/HN, fuusioproteiini F, RDRP (RNA-riippuvainen RNA-
polymeraasi)-kompleksista osan muodostavat P- ja L-proteiinit, N-proteiinin muodostama
RNA:ta suojaava kuori sekd vaipan sisapinnalla oleva matriksiproteiini M. [muokattu
lahteesta 3, s. 75.]

Nukleokapsidia suojaa lipideista, sokereista ja proteiineista koostuva vaippa. Vaippa on
pyOreahko, ja sen lapimitta vaihtelee yleenséa 150 ja 200 nm:n valilla. On l8ydetty myds
joitain suurempia paramyksovirus virioneita, joiden lapimitta on 500—-600 nm. Vaipan
sisdpinnalla on matriksiproteiini M, jonka tarkoituksena on liittdd vaippa ja

nukleokapsidi yhteen. Se myds yllapitaa virionin rakennetta.

Paramyksovirusten pinnalla on kaksi glykoproteiinia — fuusioproteiini F ja
kiinnittymisproteiini, joka viruksesta riippuen on joko G, H tai HN. Glykoproteiinit
muodostavat piikkimaisid ulokkeita vaipan ulkopinnalle ja niiden tehtavana on
mahdollistaa viruksen paasy isantasolun sisélle. H-, HN- ja G-proteiinit kiinnittyvat
isantasolun pinnan proteiineihin kun taas F-proteiini aiheuttaa viruksen vaipan ja

isantasolun membraanin fuusioitumisen.

H-, HN- ja G-proteiinit vaikuttavat viruksen hemagglutiniini- ja neuraminidaasi-
aktiivisuuteen. H (hemagglutinin) -proteiinilla on hemagglutiniini-aktiivisuus, HN
(hemagglutinin-neuraminidase)  -proteiinilla on  sek& hemagglutiniini-  etta

neuraminidaasi-aktiivisuus.  G-proteiinilla ei ole kumpaakaan aktiivisuutta.



Hemagglutiniini-aktiivisuuden omaavia viruksia voidaan seuloa hemagglutinaatiotestin
(HA-testi) avulla.

L (large) -proteiini ja P (phospho) -proteiini muodostavat osan RNA-riippuvaisen RNA-
polymeraasin (RNA-dependent RNA polymerase, RDRP) kompleksista. Kumpaakin
proteiinia tarvitaan genomisen RNA:n transkriptiossa ja replikaatiossa. Niiden tarkkaa
roolia virus-RNA:n synteesissa ei kuitenkaan tiedetd. P-proteiini on sitoutuneena L-

proteiinin lisaksi N-proteiiniin. [3, s. 75-80.]

2.3 Lisdantyminen

Paramyksovirus virioni Kiinnittyy isantasolun pinnalle, ja sen vaippa fuusioituu
solumembraanin kanssa. Nukleokapsidi vapautuu isantasolun sisélle. Negatiivisesta
yksijuosteisesta RNA:sta (single stranded RNA, ssRNA) transkriptoidaan virionissa
olevan RNA-riippuvaisen RNA-polymeraasin (RDRP) avulla positiivista ssRNA:ta.
Positivinen ~ ssRNA  toimii  l&hetti-RNA:n  tavoin  templaattina  proteiinien
syntetisoimisessa. RDRP:n avulla transkriptoidaan myds positiivinen ssRNA, jota
kaytetaan negatiivisen ssRNA:n translaatiossa templaattina. Proteiinisynteesilla
saatujen rakenteellisten proteiinien avulla pakataan negatiivinen ssRNA ja RDRP
yksittaisiksi virioneiksi. Lopuksi syntyneet virionit vapautuvat solusta solumembraanin
kautta silmukoitumalla, jolloin ne saavat pinnalleen vaipparakenteen. Silmukoituminen
tuhoaa isantdsolun membraania, mikd on haitallista solulle ja voi johtaa sen
tuhoutumiseen. [3, s. 80-81.]

2.4 Diagnostiikka

Paramyksovirustartunnan aiheuttamien oireiden kirjo on laaja. Sen vuoksi tartunta on
hyva varmistaa diagnostisin testimenetelmin. Viruksen osoittamiseen voidaan kayttaa
RT-PCR:aa (kaanteiskopiointi  polymeraasiketjureaktio), real-time RT-PCR:a4,
sekvensointia, genotyyppausta ja viruseristystd hedelmditetyissa kananmunissa.
Kaytossa on lisaksi serologisia testejd kuten kaupallinen ELISA-menetelm& (enzyme-

linked immunosorbent assay). [1, s. 313.]
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Kaanteiskopiointi  polymeraasiketjureaktio eli RT-PCR (reverse transcriptase
polymerase chain reaction) on menetelmda, jolla pystytédn monistamaan RNA-
sekvenssia. RNA muutetaan ensin komplementaariseksi DNA:ksi (CDNA) sellaisen
DNA-polymeraasin avulla, joka pystyy kayttdmaan RNA:ta templaattinaan. RT-PCR
voidaan tehda joko yksivaiheisena tai kaksivaiheisena. Kaksivaiheisessa RT-PCR:ssé&
cDNA-synteesi ja itse PCR-reaktio tehdaan erillisissa reaktioputkissa. Yksivaiheinen
RT-PCR mahdollistaa naiden kahden reaktion yhdistimisen yhteen reaktioputkeen,
mika vahentaa ristikontaminaation riskida. [1, s. 114.] Putkessa toimii siis kaksi
entsyymida. Ensin aktivoituva k&&nteiskopioijaentsyymi  (RT-entsyymi) tuottaa
komplementaarista DNA-juostetta (cDNA). Kun reaktion lampdétila nostetaan 95 °C:een,
RT-entsyymi inaktivoituu, ja DNA-polymeraasi aktivoituu ja alkaa monistaa PCR-
tuotetta PCR-syklityksen mukaan. [14, s. 7.]

PCR-tuotteet voidaan ajaa agaroosigeelilla elektroforeesilaitteessa. Nykyaan on
kaytdssa lisdksi hyvin herkka ja spesifinen real-time PCR -menetelma. Sen avulla
voidaan tutkia suuria naytemdaarid nopeasti. Real-time PCR -laitteessa on PCR-
lampotilalaitteen liséksi fluoresenssia mittaava detektori. PCR-reaktiossa kaytetaan
fluoresoivia molekyyleja ja naytteen lahettdman fluoresenssin maéara kasvaa tuotteen
monistuessa. Fluoresoivina molekyyleind voidaan kayttdd esim. PCR-tuotteeseen
spesifisesti sitoutuvia fluoresoivia koettimia. Real-time PCR on paljon herkempi
detektointimenetelma kuin perinteisen PCR:n yhteydessa k&ytetty geeliajo. Real-time
PCR:n avulla voidaan lisdksi saada tietoa naytteen sisaltamasta virusmaarasta, mikali

ajossa kaytetaan mukana standardinaytteita. [1, s. 101, 114.]

2.4.2 Hedelmobitettyjen kananmunien infektointi

Paramyksovirukset pystyvat lisdantymaan hedelmoitetyissa kananmunissa. Sen vuoksi

niité voidaan kayttaa virusten eristamiseen naytesuspensiosta.

Hedelmaditettyjen kananmunien kaytdssa virusten viljelemisessd on monia etuja.
Munien yllapitdminen on helppoa ja halpaa. Niissa ei ole bakteereja ja ne ovat herkkia
viruksille, jotka eivat infektoi aikuisia lintuja niiden kehittyneen
immuunipuolustusjarjestelman vuoksi. Munia kdytetdan soluviljelman sijasta siksi, etta

monet lintujen virukset lisdantyvat munissa tehokkaammin [1, s. 108]. Suomessa



infektointiin kaytettavat munat ovat ainakin toistaiseksi edulllisia, koska tautivapaana
maana voidaan kayttaa kotimaisia munia tilalta, jotka on serologisesti todettu NDV-
vapaaksi. SPF (Spesific pathogen-free) -munat, jotka jouduttaisiin tilaamaan
Euroopasta, eivat olisi yhta halpoja etenkdan kuljetuskustannusten vuoksi [15].

Naytesuspensio voidaan injektoida munaan monella eri tavalla. Injektio voidaan tehda
esim. munan tylpdssd paassad olevan ilmatilan lapi allantoisnesteeseen. Nain
tehtavassa infektoimisessa kaytetdan 9-11 vuorokauden ikaisia munia. Infektoimisen
jalkeen munia kasvatetaan 37 °C l|ampodkaapissa 6 vuorokauden ajan. Munat
lapivalaistaan paivittain, jotta nahdaan, onko sikité yha elossa. Virusten lisdantyminen
voidaan havaita muutoksina sikiossa tai sen kuolemisena. Kuolleet munat siirretdén
jaékaappiin. Myds 6 vuorokautta lampokaapissa kasvatetut sikidt tapetaan siirtdmalla
ne jadkaappiin. Virusten osoittamiseksi munasta keratddn allantoisneste, jota

kaytetaan diagnostisissa testeissa kuten hemagglutinaatiotestissa. [16, s. 70-71.]

2.4.3 Hemagglutinaatiotesti

Hemagglutinaatiotestia (HA-testi) voidaan kayttaa virusnaytteiden seulonnassa. HA-
testilld saadaan selville, onko naytteessa hemagglutinoivaa virusta. Paramyksovirusten
lisdksi on olemassa muitakin viruksia, joilla on punasoluja agglutinoiva vaikutus.
Tallaisia viruksia ovat esimerkiksi adenovirus ja lintuinfluenssavirus (avian influenza
virus). Virustyypin selvittAmiseksi voidaan HA-testin  jalkeen tehda

hemagglutinaatioinhibiitiotesti (HI-testi).

HA-testi perustuu tiettyjen virusten, kuten paramyksovirusten, kykyyn agglutinoida
punasoluja. Paramyksoviruksen pinnalla on HA-proteiinia, joka saa testissé kaytettavat
punasolut agglutinoitumaan. Virus Kkiinnittyy punasoluihin, mik& nahdaan sakan
muodostumisena. Antigeenista tehddan laimennossarja 96-kuoppalevylle, mink&a
jalkeen lisataan fosforilla puskuroitu keittosuolaliuos (PBS) ja punasolut. Levyn
inkuboimisen jalkeen luetaan testin tulokset peililaitteen avulla levya kallistamalla.
Niissd antigeenilaimennoksissa, joissa punasolut eivat valu kuopan pohjalle levya
kallistettaessa, on riittdvasti virusta agglutinoimaan punasoluja. Laimennossarjan avulla
saadaan selville antigeenin hemagglutinoivien yksikkdjen maara eli tiitteri. [17, s. 47,
18.]
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2.4.4 Sekvensointi

Syklisekvensoinnissa, joka perustuu Sangerin menetelmdan ja PCR:4an, kaytetdan
dideoksinukleotideja. Niistd puuttuu 3’-hydroksyyliryhmd, johon juosteen seuraava
nukleotidi liittyy fosforiesterisidoksella. DNA-polymeraasi liitta&a
syklisekvensointireaktiossa  nukleotidejd ja  dideoksinukleotidejd  templaatin
maaraamassa jarjestyksessa juosteeseen. Kun dideoksinukleotidi on liitetty
juosteeseen, synteesi paattyy. Nain syntyy erimittaisia DNA-fragmentteja.

Yhden naytteen syklisekvensointireaktio tehddédn kahdessa eri PCR-putkessa.
Kumpaankin putkeen tulee puskuria, DNA-polymeraasi-entsyymia, nukleotideja,
dideoksinukleotideja ja vetta. Alukkeet lisataan reaktioliuokseen siten, ettd toiseen
putkeen tulee forward-aluketta ja toiseen reverse-aluketta. Kummankin juosteen
sekvensoiminen parantaa tuloksen luotettavuutta. Lopuksi putkiin lisataan viela DNA-
templaatti. DNA-templaattina kaytetaan RT-PCR-naytetta, joka on
agaroosigeelielektroforeesin jalkeen leikattu geeliltd ja puhdistettu ylimaaraisista

alukkeista ja nukleotideista.

Syklisekvensointindytteet ajetaan PCR-laitteen |ampdtilaohjelmalla, jossa on
annealing-, ekstensio- ja denaturaatiovaihe (kuva 2). Aluksi kaksijuosteinen DNA-
templaatti denaturoidaan, jolloin juosteet eroavat toisistaan. Annealing-vaiheessa
putkessa oleva aluke kiinnittyy templaattijuosteeseen. Ekstensiovaiheessa DNA-
polymeraasi liittdd nukleotidejd ja dideoksinukleotideja templaatin maaraamassa
jarjestyksessa juosteeseen. Kun dideoksinukleotidi on liitetty juosteeseen, synteesi

paattyy.
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Kuva 2. Syklisekvensointireaktion eteneminen. Reaktioseoksessa on DNA-polymeraasia,
nukleotideja (dNTP:t), dideoksinukleotideja (ddNTP:t), puskuria, sekvensointialuketta ja
DNA-templaattia. Kaytettdva lampotilaohjelma koostuu annealing-, ekstensio- ja
denaturaatio-vaiheesta. Fluoresoivalla leimalla merkityn ddNTP:n liityttyd juosteeseen,
synteesi paattyy. [muokattu lahteesta 19, s. 5-6.]

Syklisekvensoinnissa kaytettavat dideoksinukleotidit on leimattu fluoresoivalla leimalla
(kuva 3). Kukin ddNTP on leimattu omalla leimallaan, jotta ne pystytaan erottamaan

toisistaan. Leima emittoi jonkin tiedetyn aallonpituuden valoa.
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Do I P WV

Kuva 3. Syklisekvensoinnilla ja kapillaarielektroforeesilla saatu sekvenssi.
Syklisekvensoinnissa leimatut fragmentit on erotettu kapillaarielektroforeesissa koon
mukaisesti. Niihin suunnattu laser-valo saa tuotteet emittoimaan tiedetyn aallonpituuden
valoa, joka detektoidaan. Sen perusteella tietokoneohjelmisto muodostaa sekvenssin.
[muokattu lahteesta 19, s. 9.]

Syklisekvensoinnissa syntetisoidut DNA-fragmentit voidaan erottaa molekyylikoon
perusteella kapillaarielektroforeesilla. Ekstensiotuotteet ovat negatiivisesti varautuneita
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ja ne kulkeutuvat kapillaariin korkean jannitteen vaikutuksesta. Kapillaarissa ne
erottuvat molekyylikokonsa mukaisesti. Ennen kuin naytteet ehtivat kulkeutua
positiiviselle elektrodille asti, niihin suunnataan lasersateella valoa. Valo saa naytteiden
fluoresoivat leimat emittoimaan tiedetyn aallonpituuden valoa, joka detektoidaan
kapillaarielektroforeesilaitteen detektorilla. Tietokoneohjelmisto muodostaa sekvenssin
eripituisten fragmenttien ja niiden fluoresenssien perusteella (kuva 3). [19, s. 5-9.]

3 Pan-paramyksovirus RT-PCR

Pan-paramyksovirus RT-PCR -menetelmé& pohjautuu Sander van Boheemenin ym.
PLOS ONE -julkaisuun: “A Family-Wide RT-PCR Assay for Detection of Paramyxovi-
ruses and Application to a Large-Scale Surveillance Study” [20]. Menetelman avulla
pystytddan havaitsemaan kaikki Paramyksoviridae-heimoon kuuluvat virukset.
Monistuksessa kaytettavat alukkeet on suunniteltu siten, ettd ne sitoutuvat kaikkien
paramyksovirusten RDRP-geenien sekvensseihin. Eri viruslajien sekvenssit poikkeavat
toisistaan jonkin verran. Jotta yksi alukepari voisi sitoutua niihin kaikkiin, kaytetdan
menetelmdssd ns. degeneroitua alukeparia. Degeneroidut alukkeet sisaltavat
vaihtelevia eméaksia. Niitd voidaan kayttdd PCR-ajossa, kun tiedetdan, ettd templaatti-
DNA:n sekvenssi saattaa siséltaa joitakin poikkeamia alukkeiden sekvenssiin nahden
[1, s. 113]. Degeneroitu aluke koostuu normaalien eméasten, A, C, G, T, lisdksi montaa
eri emastéa vastaavista vaihtelevista eméksista, joita ovat esimerkiksi I, Y, W, R ja N.

Taulukossa 1 on esitetty, mita eri emaksia ne vastaavat.

Taulukko 1. Tyossa kaytettyjen alukkeiden sisadltamat vaihtelevat emakset I, Y, W, R, ja N

seka niitd vastaavat eméakset.

Vaihteleva emés Vastaa emasta
I (Inosine) ATC

Y (Pyrimidine) C, T

W (Weak) AT

R (Purine) A G

N (any) A CGT

Menetelman etuna on, ettd yhden RT-PCR-ajon avulla voidaan detektoida kaikki
paramyksoviruksiin lukeutuvat virukset. Liséksi menetelmdlla voidaan mahdollisesti
detektoida entuudestaan tuntemattomia paramyksoviruksia, jos niiden sekvenssit eivat

poikkea huomattavasti alukkeiden sekvenssistéa niiden sitoutumiskohdassa.
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Pan-paramyksovirus RT-PCR -ajon jalkeen saatu tuote voidaan sekvensoida.
Alukkeiden valiin jAdvan monistettavan alueen pituus on 70 nukleotidia, ja sen
sekvenssi on hyvin erilainen eri paramyksoviruksilla. N&in ollen, vaikka alukkeilla
voidaan monistaa kaikkia paramyksoviruksia, saadaan eri virukset liséksi tunnistetuksi
niin haluttaessa. Sekvensoinnilla saatu 70 nukleotidin sekvenssi voidaan syo6ttaa
NCBI:n BLAST-hakuun [21]. Jos tutkittavan viruksen sekvenssi on tietokannassa,
saadaan hakutulokseksi tieto, mista viruksesta on todennakoisesti kyse. Valttdmatta 70
nukleotidin sekvenssi ei anna viela varmaa tulosta, ja usein joudutaan tekemé&én muita

PCR- ja sekvensointijatkotutkimuksia. [20.]

4  Materiaalit ja tyon suoritus

Vesilintunaytteista eristettiin virus-RNA kasin tehtavalla eristysmenetelmalla (kuva 4).
Naytteilla ajettiin diagnostisesti erittdin herkkd APMV-serotyypin 1 havaitseva real-time
RT-PCR. Loydetyilla positiivisilla naytteilla ajettiin viela APMV-1:n havaitseva RT-PCR.
Virusmaarat osoittautuivat pieniksi, joten APMV-1 real-time-RT-PCR:IIA positiiviseksi
saaduilla  naytteilla infektoitin  hedelmoitettyja  kananmunia.  Nain  saatiin
paramyksovirukset eristettyd naytesuspensiosta tehokkaasti. Munista kerattiin
allantoisneste, josta tehtiin hemagglutinaatiotesti (HA-testi).

Virus-RNA:n eristdminen vesilintunaytteista

|

APMV-1 real-time RT-PCR-ajo

| |

Positiivisten ndytteiden Viruseristys positiivisista naytteista
ajaminen APMV-1 RT-PCR:lla hedelmoitetyissd kananmunissa
HA-testi

Kuva 4. Vuokaavio APMV-1-positiivisten vesilintunaytteiden selvittamisen tytvaiheista.
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APMV-serotyyppien 1,2,3,4,6,7,8 ja 9 positiivisista kontrollindytteista seké TRT-A2, -B2
ja —C -positiivisista naytteista eristettiin virus-RNA:t Qiagenin eristysautomaatilla (kuva
5). Nailla kontrollinaytteilla ajettiin pan-paramyksovirus RT-PCR. Lisaksi menetelmalla
ajettin NDV- ja NDVH-positiiviset kontrollinaytteet ja NDV-positiivisia lintunaytteita.
Pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelmé&n ajoparametreja muuttamalla pyrittiin
ldytamaan optimaalinen ajo-ohjelma, joka sopi parhaiten k&ytettdvien reagenssien

kanssa. Lopuksi pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelmalla tutkittiin vesilintunaytteet.

Virus-RNA:n eristdminen positiivisista kontrollinaytteista

|

Pan-paramyksovirus RT-PCR-ajokontrollindytteilld

|

Erilaisten ajo-ohjelmien kokeileminen optimaalisen 1&ytadmiseksi

|

Vesilintundytteiden ajaminen pan-paramyksovirus RT-PCR:lI3

| |

Viruseristys positiivisista néytteista
hedelmoitetyissad kananmunissa

|

Viruseristysnéytteiden sekvensointi
paramyksovirusalatyypin selvittdmiseksi

| |

Pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelmén toimivuuden arvioiminen

Positiivisten néytteiden sekvensointi

Kuva 5. Vuokaavio pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelmén testaamisen tydvaiheista.
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Tybssa kaytetyt laitteet ja reagenssit 0ytyvat liitteestd 1. Kaikki ty6vaiheet tehtiin
Eviran elaintautivirologian  tutkimusyksikossa niille maaratyissa tyopisteissa.
Ristikontaminaation minimoimiseksi jokaisessa veto- ja laminaarikaapissa kaytettiin
omaa pipettisarjaa, putkitelineitd sek& muita valineita ja kaikissa pipetoinneissa
kaytettiin suodatinkarkia. TyOpisteet puhdistettiin vahintdan kerran viikossa 70 %:lla
etanolilla. Lisaksi kaikki molekyylilaboratorioiden pinnat pyyhittin  kuukausittain
Molecular BioProducts:in DNA AWAY -puhdistusaineella.

4.1 Naytteet ja kontrollindytteet

Tyossa kaytetyt naytteet oli otettu Maaningan Lapinjarvien vesilinnuista. Naytteet olivat
vuodelta 2014 ja niité oli yhteensa 61 kpl. Lahes kaikki naytteet olivat sorsista (59 kpl).
Taulukossa 2 on eritelty tarkemmin, mistd lintulajeista naytteet oli otettu. Pan-
paramyksovirus RT-PCR-menetelméalla tutkittin lintunéaytteiden lisaksi Eviraan
saapuneita referenssinaytteitéa (Animal and Plant Health Agency, Weybridge, UK).

Taulukko 2.  Lintulajit, joista vesilintunaytteet oli otettu.

Lukumaara Tieteellinen nimi Suomenkielinen nimi (suku)
35 Anas crecca Tavi (sorsat)

18 Anas platyrhynchos Sinisorsa (sorsat)

3 Anas penelope Haapana (sorsat)

2 Bucephala clangula Telkka (telkat)

2 Anas clypeata Lapasorsa (sorsat)

1 Anas querquedula Heinatavi (sorsat)

Jokaisessa ajossa oli aina mukana positiivinen ja negatiivinen kontrolli. Negatiivisena
kontrollina oli vedesta eristetty RNA. Pan-paramyksovirus RT-PCR -menetelmalla
ajettiin useita eri positiivisia kontrolleja, jotta saatiin paremmin tietoa siita, mita kaikkia
paramyksovirksia menetelmalla pystyttiin toteamaan. Taulukossa 3 on esitetty kaikki

tydssa kaytetyt positiiviset kontrollinaytteet.

Taulukko 3.  Positiiviset kontrollinaytteet.

Lyhenne | Positiivisen kontrollindytteen tiedot

APMV-2 Inactivated P/Chicken/yucaipa/Cal/56 (PMV-2) ANTIGEN, Vet. Lab. Agency

APMV-3 Inactivated P/Tk/yucaipa/Eng/1087/82 (PMV-3) ANTIGEN, Vet. Lab. Agency

APMV-4 Inactivated P/Duck/Hong Kong/D3/75 (PMV-4) ANTIGEN, Vet. Lab. Agency

APMV-6 Inactivated P/Dk/Hk /199/77 (PMV-6) ANTIGEN, Vet. Lab. Agency

APMV-7 Inactivated P/Dove/Tn/4/75 (PMV-7) ANTIGEN, Vet. Lab. Agency
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APMV-8 Inactivated P/Goose/Del/1053/76 (PMV-8) ANTIGEN, Vet. Lab. Agency

APMV-9 Inactivated P/Dom Dk/NY/22/78 (PMV-9) ANTIGEN, Vet. Lab. Agency

NDV NDV Ulster ag. Vi 189/94, 5 mp. inaktivoitu 5.2.13

NDVH Vi874/97

TRT A2 CE 2116-17-18 (14.01) 18.01.99, 15.3.06

TRT B2 CE 2119-20 TRT-Type B2 (14.01) 20.01.99, Vero 2.p, 30.3.06

TRTC TRT CO aMPV 193 ADV 0503 NVSL AMES, IA 2.p, 17.2.06

NDV HI Vet. Lab. Agency Ref. 0158

Positiiviset kontrollit APMV-2, -3, -4, -6, -7, -8 ja -9 sek& NDV HI olivat kylmakuivatussa
muodossa. Ne liuotettiin valmistajan ohjeiden mukaisesti 1 ml:aan steriilig tislattua
vettd.  Jokaista  kontrollinaytetta  k&siteltin ~ omilla  suojahanskoilla, jotta
ristikontaminaatiota ei tapahtuisi. Kaikkia positiivisia kontrolleja sailytettin -70 °C

pakastimessa.

4.2  Virus-RNA:n eristys

Vesilintunaytteista eristettiin virus-RNA:t kasin kayttaen QIAamp® Viral RNA Mini Kit -
paketin reagensseja. APMV-serotyyppien 1,2,34,6,7,8 ja 9 positivisista
kontrollindytteistd sekd TRT-A2, -B2 ja -C -positiivisista naytteisté eristettiin virus-RNA:t
kayttaen Qiagenin Qiacube-laitetta. Jokaisella RNA:n eristdmiskerralla otettiin mukaan

negatiivinen ja positiivinen kontrolli.

QIAamp Viral RNA Mini Kit -reagenssipaketti on tarkoitettu kaytettavaksi virus-RNA:n
eristamiseen plasma- ja seeruminaytteista seka muista soluvapaista ruumiinnesteista.
Ensin nayte lyysataan eli sen rakenne hajotetaan denaturoivissa olosuhteissa. Nain
saadaan RNA:ta hajottavat entsyymit, RNAasit, inaktivoitua. Naytteeseen lisatdan
my0s kantaja-RNA:ta, jonka tehtdavd on edesauttaa nukleiinihappojen sitoutumista
QIlAamp-pylvddn membraaniin. Lisédksi se estdd virus-RNA:n laadun heikkenemista.
Lyysattu nayte siirretaan QIlAamp-pylvddseen. Virus-RNA Kkiinnitetddn pylvaan
membraaniin luomalla optimaaliset olosuhteet sitoutumiselle. Ep&puhtaudet pestaan
pois kahdella eri pesupuskurilla. Lopuksi saatu korkealaatuinen RNA eluoidaan

RNAasi-vapaaseen puskuriin.

4.2.1 QlAamp-minipylvaat

Naytteiden lukumaaraa vastaava tilavuus kantaja-RNA:ta ja AVL-puskuria sisaltavaa

liuosta valmistettiin Falcon-putkeen. Yhta naytettd kohden tarvittiin 560 pl tata liuosta,
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joka sisélsi 5,6 pg kantaja-RNA:ta. Falcon-putkesta pipetoitin 560 pl 1,5 min
mikrosentrifugiputkeen. Putkeen lisattin 140 pl naytesuspensiota ja vorteksoitiin
sykayksittain 15 s. Inkuboitiin 10 min RT, mink& jalkeen sentrifugoitiin kaikki pisarat
putken pohjaan. Mikrosentrifugiputkeen lisattin 560 pl etanolia ja vorteksoitiin
sykayksittain 15 s. Kaikki neste sentrifugoitiin putken pohjaan. Pipetoitin 630 pl
naytteesta QlAamp-pylvddseen, joka oli 2 ml:n kerdilyputkessa. Pylvaan kansi suljettiin
ja sentrifugoitiin 8000 rpm 1 min. Kaytetty kerdailyputki heitettiin roskiin ja siirrettiin
pylvas uuteen 2 ml:n kerdilyputkeen. Loput naytteesta lisattiin pylvdaseen, kansi
suljettiin ja sentrifugoitin 8000 rpm 1 min. Pylvas siirrettiin  jalleen uuteen
kerailyputkeen ja pipetoitiin 500 pl AW1-puskuria. Kansi suljettiin ja sentrifugoitiin 8000
rom 1 min. Pylvas siirrettiin uuteen kerailyputkeen ja pipetoitiin 500 pul AW2-puskuria.
Sentrifugoitiin 13 000 rpm 3 min, minka jalkeen siirrettiin pylvas uuteen kerailyputkeen
ja sentrifugoitiin viela 1 min. Kerailyputki heitettiin pois ja siirrettiin pylvas uuteen 1,5
ml:n mikrosentrifugiputkeen. Pylvaan keskelle pipetoitiin 30 pl AVE-puskuria, suljettiin
kansi ja inkuboitiin 1 min RT. Sentrifugoitiin 8000 rpm 1 min ja heitettiin pylvas pois.

Mikrosentrifugiputkessa oleva neste sisalsi RNA:n. RNA:ta sdilytettiin -70 °C.

4.2.2 QlAcube-laite

Virus-RNA:n eristaminen Qiagenin QlAcube-laitteella perustui samaan menetelméan
kuin QlAamp-minipylvailla eristaminen. Laite teki kaikki tyOvaiheet automatisoidusti,
mika teki virus-RNA:n eristamisestd helppoa ja nopeaa. Laitteeseen mahtui kerralla 2-

12 naytettd mukaan lukien kontrollinaytteet.

Pipetinkéarjet olivat valmiina telineissa, jotka asetettiin niille varatuille paikoille laitteen
sisdlle. 1,5 ml:n mikrosentrifugiputket olivat QlAamp-pylvéén kanssa QlAcuben sisélla
olevaan sentrifugiin suunnitellussa telineessa. Mikrosentrifugiputkeen merkittiin
naytteen tiedot, minka jalkeen se asetettiin takaisin telineeseen. Telineet asetettiin
laitteen sentrifugiin numeroiduille paikoille. Naytteitd pipetoitin 140 pyl 2 mln
nayteputkiin ja ne asetettiin laitteen sisalla olevaan ravisteluosaan numeroiduille
paikoille vastaten sentrifugin jarjestystd. QlAcuben protokollataulukosta tarkistettiin
naytteiden maaraa vastaava tilavuus AVE-puskuria, jota pipetoitin 2 mln
nayteputkeen. Saman taulukon mukaisesti valmistettiin kantaja-RNA:sta ja AVE-
puskurista liuos toiseen nayteputkeen. Putket asetettin omille paikoilleen laitteen

sisélle. Lopuksi avattiin reagenssi-telineen pulloissa olevien AW1-, AW2- ja AVL-
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puskurien sekéa etanolin korkit ja laitettiin teline sille varatulle paikalle. Laitteen kansi

suljettiin ja valittiin ajo-ohjelmaksi 'Purification of viral RNA from cell-free body fluids’.

Kun laite oli tarkistanut, etta kaikki vélineet ja reagenssit oli taytetty oikein, se ilmoitti
ajo-ohjelman keston. Kun ohjelma loppui, oli eristetty virus-RNA naytteen tiedoilla

merkitysséa 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkessa.

4.3 APMV-1 real-time-RT-PCR ja -RT-PCR

APMV-1 real-time-RT-PCR -ajoa varten valmistettiin ensin PCR-reagenssiseos siihen
tarkoitetussa laminaarikaapissa. Kaikkia reagensseja ja virus-RNA:ita pidettiin jailla.
Jokaista naytettéa varten tarvittin 5 pl 5x PCR-puskuria; 1 yl NTP’s; 0,2 ul aluketta
prNDF (50pmol/ul); 0,2 ul aluketta prNDR (50pmol/ul); 0,15 pl NDprol koetinta; 0,15l
NDpro2 koetinta; 3 pl MgCI2; 1 ul entsyymiseosta; 0,25 pl RNAse inhibiittoria ja 12,05
pl Sigma vetta. Valmistettiin yksi iso era PCR-reagenssiseosta kertomalla tarvittavat
reagenssitilavuudet naytteiden lukumaaralla. Lukum&éraa laskiessa otettiin huomioon
positiivinen ja negatiivinen kontrolli seka 1-2 ylimaaraista eraa reagenssiseosta, jotta
pipetoitaessa tapahtuva havikki ei vaikuttaisi seoksen riittavyyteen. Kun Kkaikki
reagenssit oli pipetoitu 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen, sekoitettiin niitd pipetoimalla
muutaman kerran edestakaisin. Sen jalkeen seos jaettin PCR-kuoppalevyn kuoppiin
23 ul/kuoppa. Kuoppalevy siirrettiin - vetokaappiin, joka oli tarkoitettu templaatin

lisaamiseen.

Kuoppalevyd pidettin koko ajan jailla. RNA:ta lisattin 2 pl kuhunkin kuoppaan
suunnitellun naytejarjestyksen mukaisesti. RNA:n siséltamat Eppendorf-putket avattiin
Eppendorf-putkille tarkoitetulla kannen avaajalla. Sité liekitettiin aina ennen ja jalkeen
putken avaamisen ristikontaminaation valttamiseksi. Pipetoitaessa RNA:ta kuoppaan,
sekoitettiin reagenssiseosta ja RNA:ta pipetoimalla edestakaisin muutaman kerran.
Lopuksi kuoppalevy peitettiin teipilla ja naytteet sentrifugoitiin kuoppien pohjalle.
Kuoppalevy asetettin  BioRad-laitteeseen ja naytteiden tiedot merkittiin
pipetointijarjestyksen mukaisesti real-time-ohjelmiston taulukkoon. Naytteet ajettiin
ohjelmalla PMV_1: 50 °C 30 min; 95 °C 15 min; 40 syklia 95 °C 10s,50°C 30 s, 72 °C
30s.
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APMV-1 RT-PCR -menetelm&a vasten valmistettiin PCR-reagenssiseos kuten APMV-1
real-time-RT-PCR-menetelméssa. Yhta naytettd kohden tarvittin: 5 pl 5x PCR-
puskuria; 1 ul NTP’s; 0,5 ul aluketta pr1 (50pmol/ul); 0,5 pl aluketta pr2 (50pmol/ul); 1
pl entsyymiseosta; 0,2 pl RNAse inhibiittoria ja 14,3 ul Sigma vettd. Reagenssiseosta
pipetoitiin 22,5 pl 0,5 ml:n PCR-putkiin, jotka oli merkitty naytteiden tiedoilla. RNA:ta
lisattiin putkiin 2,5 pl ja naytteet ajettiin ohjelmalla NDV2: 50 °C 30 min; 94 °C 15 min;
40 syklia 94 °C 1 min, 48 °C 1 min, 72 °C 1 min; 72 °C 4 min, 10 °C 18 h.

APMV-1 RT-PCR -menetelmalla ajetut naytteet ajettin 2 % agaroosigeelilla
elektroforeesilaitteella. Ajopuskurina kaytettiin  1XTBE-puskuria. Kokostandardina oli
Invitrogenin 100 bp DNA Ladder. Naytteitd varten pipetoitin kuoppalevylle 2 pl
latauspuskuria. Siihen lisattiin 10 pl naytetta ja sekoitettiin ylds-alas pipetoimalla.
Taman jalkeen kuopasta otettin 10 ul naytettd geelin kaivoon. Naytteet ajettiin 100
V:lla noin 1 h. Lopuksi geeli kuvattiin Alpha Innotech -kuvantamislaitteella. Kuvattu
geeli laitettin vetokaapissa olevaan ongelmajateastiaan ja sieltd edelleen Eviran

ongelmajatteisiin.

4.4 Hedelmditettyjen kananmunien infektointi

Infektoimisessa kaytetyista naytteistd tehtiin aluksi verimaljat pipetoimalla pisara
naytesuspensiota verimaljalle. Maljaa inkuboitin 37 °C 24-48 h. Infektoimiseen
kaytettin 9-11 vuorokauden ikaisia hedelmditettyja kananmunia. Jokaista naytetta
varten valmisteltiin viisi munaa. Munat lapivalaistiin pimeassa huoneessa, jotta nahtiin
sikion olevan elossa. Muniin merkittiin l&pivalaisun yhteydessa lyijykynalla sikion
olinpaikka rastilla seka piirrettiin rengas ilma-aukon ymparille. Muniin merkittiin lisaksi

naytenumero, munapasaasi ja paivamaara.

Infektoiminen tehtiin laminaarikaapissa. Etanolilla kostutetulla vanulla pyyhittiin sita
kohtaa kananmunasta, jossa ilma-aukko oli. lIma-aukkoa liekitettiin nopeasti etanolin
haihduttua. Porattiin timanttiporalla varovasti pieni reikd kuoren l&api. Reika pyyhittiin
etanolilla ja liekitettin nopeasti. Otettiin steriiliin ruiskuun 1 ml naytesuspensiota ja
tydnnettiin neula poratusta reiasta ilma-aukon lapi sikiobn suuntaan. Varottiin kuitenkin
osumasta itse sikibon. Naytesuspensiota ruiskutettin 0,2 ml per muna. Yhdella

ruiskulla infektoitiin siis kaikki yhden naytteen viisi munaa. Reikd pyyhittin vield



20

etanolilla kostutetulla vanulla ja liekitettin. Porattu reika peitettiin lopuksi pienella
pyoredlla tarralapulla. Munat laitettiin 37 °C lampokaappiin.

Munat lapivalaistiin pdivittain, jotta nahtiin, oliko sikid yha elossa. Vuorokauden péésta
infektoinnista kuolleet munat laitettiin autoklavoitiin  roskiin, koska ne olivat
todennéakdisesti kuolleet pistoon infektoinnin yhteydessa. 2-5 vuorokauden paasta
kuolleet munat laitettin 4 °C jadkaappiin ainakin 4 h ennen allantoisnesteen
keraamista. Jos sikio oli elossa viela kuudentena pdaivana infektoinnista, tapettiin se

siirtAmalla munat 4 °C jadkaappiin ainakin 4 tunniksi.

Jaakaapista otetut kuolleet munat avattiin ja niistéd keréattiin allantoisneste. Munaan
poratun reian peittava tarralappu siirrettiin sivuun. Steriileilla saksilla leikattiin reidsta
l&htien ilma-aukolle piirrettya viivaa pitkin munan kansi pois. Kaikki saman naytteen
munat avattiin saksia valissa aina liekittdéen. Munaa suojaava kalvo leikattiin varovasti
puoliksi irti ja siirrettiin se sivuun. Tassa kaytettiin apuna steriileja pinsetteja. Steriililla
Pasteur-pipetilla kerattiin allantoisnestettd puhtaaseen nayteputkeen, jota pidettiin
jailla. Varottiin rikkomasta keltuaista tai verisuonia. Allantoisnesteestd otettiin nayte
verimaljalle. Jokaisen munan allantoisneste kerattin omaan nayteputkeen ja niista
tehtiin HA-testi.

Jos HA-testin tulokset olivat negatiiviset, jatkettiin viruseristysta 2. pasaasiin. Sita
varten yhdistettiin yhdelld naytteelld infektoitujen viiden munan allantoisnesteet
pipetoimalla jokaista 300 pl yhteen nayteputkeen. Talla naytepoolilla infektoitiin viisi
hedelmdéitettyd kananmunaa aivan kuten 1. pasaasissa. Kuolleista ja tapetuista

munista tehtiin verimaljat ja HA-testi.

4.5 Hemagglutinaatiotesti

HA-testi tehtiin laminaarikaapissa. Monikanavapipetilla pipetoitin 25 pl fosforilla
puskuroitua keittosuolaliuosta (PBS) V-96-kuoppalevyn kaikkiin kaytettaviin kuoppiin.
Pipetoitiin 25 pl antigeenid eli allantoisnestettéd kyseiselle naytteelle merkityn rivin
ensimmaiseen kuoppaan. Naytteiden lisdksi yhden rivin ensimmaéiseen kuoppaan
pipetoitin 25 pl PBS-liuosta solukontrolliksi. Monikanavapipetilla laimennettiin
ensimmaisesta kuopasta lahtien siirrostamalla 25 pl rivin loppuun. Rivin viimeisesta

kuopasta pipetoitin 25 pl pois. N&in saatiin antigeenilaimennossarja, jossa
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laimennokset olivat 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048
ja 1:4096. Lisattin 25 pl PBS-liuosta sekd 25 pl 1 % kukon punasoluja kaikkiin
kuoppiin. Peitettiin levy teipilla ja sekoitettiin varovasti levyn reunoja kopistelemalla.
Inkuboitiin levya 4 °C jaakaapissa 30 min.

Tulokset luettiin peililaitteen avulla. Levya kallistettiin, jolloin néhtiin, missa kuopissa ol
riittdvasti virusta agglutinoimaan punasoluja. Jos punasolut Il&htivat valumaan
kallistaessa, oli tulos negatiivinen. Jos punasolut olivat agglutinoituneet, ei valumista

tapahtunut, ja tulos oli positiivinen.

4.6 Pan-paramyksovirus RT-PCR

Pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelmd&d varten valmistettin PCR-reagenssiseos
kuten APMV-1 RT-PCR-menetelmdssd. Taulukossa 4 on kaytettyjen reagenssien
tilavuudet yhté naytettd kohden. Tilavuudet olivat reagenssien valmistajan suositusten
mukaisia. Naytteet ajettin 2 % agaroosigeelilla elektroforeesilaitteella ja
kokostandardina oli 100 bp DNA Ladder.

Taulukko 4.  Pan-paramyksovirus RT-PCR reagenssiseos yhta naytetta kohden.

Reagenssi Tilavuus / yl
5 x PCR-puskuri (Qiagen) 5,0

dNTP’s (Qiagen) 1,0

Aluke PMX1 50 pmol/ul (Oligomer) 0,5

Aluke PMX2 50 pmol/ul (Oligomer) 0,5

RNAase inhibiittori 20 U/ul 0,2
Entsyymi mix (Qiagen) 1,0

H20 (Sigma/Qiagen) 14,8

Kaytettdva ajo-ohjelma poikkesi jonkin verran PLOS ONE -julkaisussa olleesta
ohjelmasta. Tama johtui siitd, ettd tydssa kaytettiin eri reagensseja kuin julkaisussa.
Lisédksi  kaytettin  kaksivaiheisen RT-PCR-menetelman sijasta yksivaiheista
menetelmaa. Yksivaiheisessa menetelméssad cDNA-synteesi ja PCR-reaktio tehdaan
yhdessa nayteputkessa. Alkuperaisessa julkaisussa ollut loppuekstensiovaihe jatettiin
pois merkityksettdmana, koska syntyva PCR-tuote oli hyvin lyhyt. Liséksi syklien mééara
nostettiin 35 syklistd 40 sykliin PCR-tuotteen lisddmiseksi. Taulukossa 5 on esitetty

tydssa kaytetty ajo-ohjelma, joka syotettiin PCR-laitteelle nimella PAN-PARA.
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Taulukko 5. Pan-paramyksovirus RT-PCR:ssé kaytetty ajo-ohjelma "PAN-PARA”.

Vaihe Lampétila | Aika
Kééanteistranskriptio 50 °C 30 min
RT-entsyymin inaktivaatio, 95 °C 15 min

polymeraasientsyymin aktivaatio ja templaatin
denaturointi

Denaturaatio 95 °C 30s
Annealing 41 °C 30s } x 40
Ekstensio 72°C 30s
Loppujaahdytys 10°C 18 h

Heti aluksi kayttoon otettu ajo-ohjelma osoittautui parhaaksi testatuista vaihtoehdoista.
Vaihtoehtoisena ohjelmana kokeiltiin [ampétilaohjelmaa, jossa kdanteistranskription ja
entsyymin aktivaation jalkeen oli viisi syklia, joissa annealing-lampétila oli 41 °C sijasta
30 °C. Sen jalkeen tuli lisaksi 40 syklia, joissa annealing-lampétila oli 41 °C. Tata
testattin  sen vuoksi, ettd alhaisempi lampdtila olisi voinut tehostaa alukkeiden

sitoutumista, koska korkeammassa lampétilassa sitoutuminen on spesifisempaa.

Lisaksi kokeiltiin kahta erilaista gradienttilampétilaohjelmaa. Gradientit olivat melko
samanlaiset kummassakin ohjelmassa, mutta ajot tehtiin kahdella eri laitteella. Tydssa
kaytetylla "Cecilia’-laitteella ei ollut mahdollista ajaa gradientti-PCR:a4, joten ajot
suoritettiin kahdella muulla laitteella. "Veriti"-laitteella annealing-lampétilaa muutettiin
valilla 35-45 °C. Silla ei saatu niin hyvid tuloksia kuin olisi toivottu. Jopa hyvaksi
todetulla 41 °C anneling-lampdtilalla saatiin melko heikkoja tuloksia. Sen vuoksi
gradientti-ohjelma ajettin  myds ”"BioRad-laitteella, jolla annealing-lampdotiloja
vaihdeltiin valilla 33-41 °C. Silla saatiin parempia tuloksia. Loppupéaételmana kuitenkin
oli, ettd jo aikaisemmin hyvaksi todettu annealing-lampétila 41 °C oli |&hinna
optimaalista.

4.7 Sekvensointi

Sekvensoiminen koostui viidestad eri vaiheesta. Ensin agaroosigeelielektroforeesilla
ajettu positiivinen nayte leikattin geeliltd. Seuraavaksi PCR-tuote puhdistettiin
ylimaaraisesta geelistd. Puhdistettu néyte leimattiin fluoresoivilla dideoksinukleotideilla
(ddNTP) syklisekvensoinnissa, minka jalkeen nayte puhdistettiin jalleen. Lopuksi nayte
laitettiin  sekvensaattoriin, joka erotti kapillaarielektroforeesin avulla eri pituiset
ddNTP:illa leimatut syklisekvensointituotteet. Nain saatiin selville sekvensoitavan

naytteen nukleotidijarjestys.
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PCR-tuotteen leikkaaminen agaroosigeeliltd

Pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelméalla saadut positiiviset naytteet leikattiin
agaroosigeeliltd. Geeli laitettiin piirtoheitinkalvon p&alle. Kasvot suojattiin UV-valolta
siinen tarkoitetun visiirin avulla. Veitsi kasiteltiin etanolilla huolellisesti. Haluttu kohta
geelista leikattiin siten, ettd mahdollisimman vahan ylimaaraista geelia jai leikattuun

palaan. Pala siirrettiin naytteen tiedoilla merkittyyn eppendorf-putkeen.

PCR-tuotteen puhdistaminen

Geelilté leikattu nayte puhdistettiin ylimaaraisesta geelistd. Puhdistamisessa kaytettiin
Qiagenin QIAquick Gel Extraction Kit -reagenssipakettia. Menetelma perustuu ns. spin-
pylvastekniikkaan. Ensin geelipala liuotetaan puskuriin (QG) ja DNA sidotaan pylvaan
membraaniin korkean suolapitoisuuden avulla. Seuraavaksi ndyte pestaan etanolia
sisaltavalla pesupuskurilla (PE). Lopuksi puhdistettu nayte eluoidaan puskurilla, jossa
on hyvin matala suolapitoisuus (EB). PCR-tuotteen puhdistaminen tehtiin
reagenssipaketin ohjeiden mukaisesti [22, s. 25-26], ja sen jadlkeen nayte oli valmis

syklisekvensointireaktiota varten.

Syklisekvensointi

Yhdesta naytteesta valmistettiin kaksi naytetta syklisekvensointia varten. Kummallekin
alukkeelle tarvittiin oma nayteputki. Taulukossa 6 on reaktioon tarvittavat reagenssit ja

niiden maarat yhta nayteputkea kohden.

Taulukko 6.  Syklisekvensointireaktioon tarvittavat reagenssit yhta nayteputkea kohden.

Reagenssi Tilavuus / ul
Terminator Ready Reaction Mix RR-100 BDv1.1 2,0
BigDye Terminator v1.1, v3.1 5x sekvensointipuskuri 3,0
Aluke forward tai reverse, 1 pmol/ul 3,2
H20 6,8

Reagensseja pidettiin koko ajan jailla ja ne pipetoitin 0,5 ml:n PCR-putkiin, joihin
lisattin lopuksi 5 pl puhdistettua PCR-tuotetta. NAaytteet ajettin PCR-laitteen
l[Aampdtilaohjelmalla. Ajo-ohjelmassa oli 4 min alkudenaturaatio 95 °C:ssa seuraavaksi

oli 30 syklia, jotka koostuivat kolmesta vaiheesta - denaturaatio 30 s 96 °C:ssa,
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annealing 30 s 50 °C:ssa, ekstensio 4 min 60 °C:ssa — ja lopuksi oli loppujdéhdytys 4
°C.

Syklisekvensointituotteen puhdistaminen

Ennen sekvensointia syklisekvensointituote puhdistettiin viela ylimaaraisista alukkeista
ja dNTP:sta. Puhdistus tehtiin Qiagenin DyeEx -puhdistuspylvdilla. Pylvaan sisalla
oleva materiaali sekoitettiin tasaiseksi vortexoimalla. Sen jalkeen korkkia kierrettiin auki
Y, kierrosta, pylvdan alaosa katkaistiin taittamalla ja pylvds asetettin 2 miln
kerailyputkeen. Sentrifugoitin 2600 rpm 3 min. 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkeen
merkittiin naytteen tiedot ja pylvas asetettiin siihen. Pylvaan korkki heitettiin pois ja
syklisekvensointituote pipetoitiin pylvdsmateriaalin keskelle. Sentrifugoitiin 2600 rpm 3
min, minka jalkeen puhdistettu tuote oli mikrosentrifugiputken pohjalla.

Sekvensointi

Sekvensaattoriin vaihdettiin vedet ja puskuri, jos ne olivat yli kaksi padivaa vanhoja.
Naytteiden tiedot kirjoitettiin tietokoneelle sekvensointilevyn seuraavia vapaita kuoppia
vastaaville kohdille. Ajoprotokollaksi valittin BigDyel POP7_50cm, mika tarkoitti, etta
ajossa kaytettin 50 cm:n kapillaaria, POP7 polymeerid ja BDv1.1 kemiaa. Tulosten
analysoimisessa kaytettdva protokolla valittin ~ vastaamaan ajoprotokollaa:
SegRun_BigDyell POP7_50cm. Levylle tehdyt muutokset tallennettiin, minka jalkeen

naytteet voitiin pipetoida laitteeseen.

Tray-nappia painamalla laite toi naytelevyn kadenulottuville. Naytteita pipetoitiin levyn
kuoppiin 10 pl siten, etta paikat vastasivat koneelle syotettyja néytetietoja. Tarkistettiin,
ettei kuoppiin jaanyt ilmakuplia. Levy peitettiin sen paalla olleella kumimatolla ja se
asetettiin muovikehikossa takaisin laitteeseen. Ajo k&aynnistettiin laitteen ohjeiden

mukaisesti, ja kone ilmoitti ajo-ohjelman arvioidun kestoajan.

5 Tulokset

Tulokset on esitetty tyon etenemisjarjestyksessa. RT-PCR-ajojen tuloksia on

havainnollistettu agaroosigeelielektroforeesista saaduilla geelikuvilla ja sekvensoinnin

tuloksia pylvaskaavion tapaisilla kuvilla. Taulukossa 7 on esitetty yhteenveto pan-
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paramyksovirus RT-PCR -menetelmélla testatuista naytteistéd ja niilla saaduista

tuloksista.

Taulukko 7. Pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelmalla ajetut naytteet ja saadut tulokset.
Naytteet Tulokset Lisatiedot ja jatkotestit Lopputulokset
Positiiviset Positiiviset Kokeiltiin erilaisia ajo-ohjelmia | Kaikki muut testatut positiiviset

kontrollinaytteet naytteet: APMV-2, | optimaalisen loytamiseksi. kontrollit monistuivat ajossa, paitsi
-3, -6, -7, -8, -9, APMV-4- ja NDV-positiivisten APMV-4, NDV ja NDV HI. Testatut
NDVH, TRT A2, - | kontrollien RNA-m&araa NDV-positiiviset kesykyyhkynaytteet
B2, -C nostettiin. Ajettiin NDV- monistuivat ajossa
positiivisia
Negatiiviset kesykyyhkynaytteita.
naytteet: APMV-4,
NDV,NDV HI
APMV-1- 4 positiivista APMV-1-positiivisia naytteita 6:sta APMV-1-positiivisesta naytteesta
referenssinaytteet | naytetta tiedettiin olevan 6, |6ydettiin 4.
monistumatta jai kaksi
naytetta, joiden Ct-arvot olivat
APMV-1 real-time-RT-PCR-
ajossa olleet yli 30.
Antigeenireferenss | 2 positiivista Naytteiden joukosta oli I6ydetty | Kaikki paramyksoviruspositiiviset
inaytteet (APMV- | naytetta serologisin menetelmin antigeenireferenssindytteet monistuivat
1—9) yhteensa 2 APMV-positiivista ajossa.
naytetta: APMV-3, ja -6.
Vesilintunaytteet 2 positiivista Positiivisten naytteiden juovat | Loydettiin 2 paramyksoviruspositiivista
naytetta agaroosigeelilla olivat hyvin naytetta, joista toinen oli APMV-

haaleat ja siksi niita
kasvatettiin hedelmditetyissa
kananmunissa
2.munapasaasiin asti. Naytteet
sekvensaoitiin ja
sekvenssitietokantahaun
tulosten perusteella tehtiin
APMV-tyyppispesifit RT-PCR:t.

tyyppispesifin RT-PCR:n perusteella
NDVH-positiivinen ja toinen vaikutti
APMV-6-positiiviselta, mutta ei
monistunut APMV-6-spesifeilla
alukkeilla.

Tyossa kayteyt lintunaytteet on yksiloity samoin kuin ne yksiléidaan Evirassa, esim i

16868/14. Li-lyhenne tarkoittaa linnusta otettua naytettd. Sen perdssa oleva numero on

naytteen numero ja lopuksi on naytteen saapumisvuosi, tdssa 2014.

5.1 APMV-1 real-time-RT-PCR ja RT-PCR

APMV-1

real-time-RT-PCR:ll& ajettujen 61 vesilintunaytteen

joukosta loytyi 4

positiivista. Naytteiden Ct-arvot (cycle threshold) olivat kuitenkin hyvin korkeita, mika
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tarkoittaa, etta virusta oli naytteissa vahan. Ajon tulokset Ct-arvoineen on esitetty
taulukossa 8.

Taulukko 8.  APMV-1 real-time-RT-PCR:lla saadut positiiviset naytteet ja niiden Ct-arvot.

Nayte Ct-arvo
Li 16868/14 39,53
Li 16874/14 38,69
Li 16898/14 38,77
Li 14085/14 39,94

Real-time-menetelmalla 16ydetyt positiiviset naytteet ajettiin lisaksi APMV-1 RT-
PCR:lla. RT-PCR:lla ei saatu yhtddn positiivista tulosta. Tama johtui siita, etta real-

time-PCR on menetelmana paljon herkempi kuin perinteinen PCR.

Real-time-ajon positiivisilla naytteilla infektoitin  hedelmdéitettyja kananmunia, jotta
virukset olisi saatu eristettyd naytesuspensiosta tehokkaammin. Viruskasvatusta
jatkettiin 2. pasaasiin saakka. Nayte li 14085/14 oli jo kasvatettu munissa, joten sita ei
enda laitettu muniin. Munista keratyillda allantoisnesteilld tehtiin HA-testit. Kaikkien
naytteiden tulokset olivat negatiiviset.

5.2 Pan-paramyksovirus RT-PCR

Positiiviset kontrollinaytteet

Pan-paramyksovirus RT-PCR -menetelmalla ajettiin aluksi positiiviset kontrollit: APMV-
2,-3,-4,-6, -7, -8, -9 ja NDV. APMV-5 positiivista kontrollia ei ollut saatavilla, joten sita
ei voitu testata. Huomattiin, ettéa kaikki positiiviset kontrollit saatiin monistettua RT-

PCR-ajossa lukuunottamatta APMV-4 ja NDV positiivisia kontrollinaytteita (kuva 6).
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Kuva 6. Pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelmélla ajetut positiiviset kontrollindytteet.
Vasemmalta lukien ensimmaisessa kaivossa on markkeri ja sen jalkeen: NDV, APMV-2,
APMV-3, APMV-4, APMV-6, APMV-7, APMV-8 , APMV-9 ja negatiivinen kontrolli.

Seuraavassa ajossa APMV-4- ja NDV-positiivinen kontrollindyte ajettiin viela uudelleen,
jotta saatiin suljettua pois pipetoimisvirheen mahdollisuus (kuva 7). APMV-4-
kontrollindytteen RNA:n maaraa kasvatettin 2 pl:ista 4 plaan. Lisaksi pan-
paramyksovirus RT-PCR-menetelmalla ajettiin TRT-A2, -B2 ja —C -positiiviset naytteet.
Kokeiltin  myds NDVH-positiivista kontrollinytettd ja tutkittin toisella PCR-
menetelmalla NDV-positiivisiksi saatuja kesykyyhkynaytteita.

Kuva 7. Pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelmalla ajetut positiiviset kontrollindytteet seka
NDV-positiiviset kesykyyhkynaytteet. Vasemmalta lukien ensimmaéisessa kaivossa on
markkeri ja sité4 seuraavat: TRT A2, TRT B2, TRT C, PMV-4, NDVH, NDV, NDV, 5 kpl NDV-
positiivisia kesykyyhkynaytteita, PMV-4 (4 pl) ja negatiivinen kontrollinayte.
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Huomattiin, ettei APMV-4-positiivisen kontrollin  RNA:n maaréan lisdamisella ollut
vaikutusta sen monistumiseen. Sita ei saatu vielakaan nakyviin (kuva 7). TRT-A2, -B2
ja —C -positiiviset naytteet sekd NDVH-positivinen kontrolli saatiin n&kyviin
menetelmalla. NDV-positiiviset kontrollit eivat vielakddn ndkyneet. Sen sijaan toisella
PCR-menetelmalla NDV-positiiviseksi testatut kesykyyhkynaytteet antoivat positiivisen
tuloksen myds pan-paramyksovirus RT-PCR -menetelmalla.

Referenssinaytteet

Eviran Eldintautivirologian  tutkimusyksikon ~ molekyylibiologian laboratorion
referenssinaytteet oli testattu APMV-1 real-time RT-PCR -menetelmalla. Silla saatuja
tuloksia voitiin verrata uudella menetelmallda saataviin tuloksiin. Pan-paramyksovirus
RT-PCR:ll& loydettin nelja APMV-1-positiivista referenssindytettd (kuva 8). Nama
naytteet olivat monistuneet myés APMV-1 real-time RT-PCR -ajossa. Real-time-
menetelmalla oli saatu lisdksi kaksi muuta positiivista tulosta referenssinaytteista, mita
ei saatu positiivisiksi uudella menetelmalla. Naiden naytteiden Ct-arvot olivat olleet yli
30. Real-time-menetelmé& oli siis herkempi kuin RT-PCR-menetelm&. Kaikkien pan-
paramyksovirus RT-PCR:ll& positiivisiksi saatujen naytteiden Ct-arvot olivat real-time-
ajossa olleet alle 30. Samaan ajoon otettiin mukaan NDV HI -positiivinen kontrollindyte.
Se oli samalta valmistajalta kuin APMV-2-9-positiiviset kontrollindytteet. Se ei

kuitenkaan monistunut ajossa.

Kuva 8. Pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelmélla ajetut Eviran molekyylibiologian
laboratorion referenssinaytteet. Vasemmalta luettuna ensimmaisessa kaivossa on markkeri,
sitd seuraa 14 kpl referenssinaytteitd, kaivossa 16 on NDV HI -positiivinen kontrollinayte,
kaivossa 17 APMV-3-positiivinen kontrollindyte ja viimeisena negatiivinen kontrollinayte.
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Pan-paramyksovirus  RT-PCR:lla  ajettin  my6s  Eviran  El&intautivirologian
tutkimusyksikon lintulaboratoriossa tutkitut antigeenireferenssinaytteet. Naytteita oli 7
kpl, ja ne oli tutkittu serologisin menetelmin. Tiedettiin, ettd joukossa oli kaksi
positiivista naytetta: toinen oli APMV-3- ja toinen APMV-6-positiivinen. Pan-paramykso-

menetelmalla onnistutiin saamaan kumpikin néistd positiivisista naytteistd nékyviin
(kuva 9).

Kuva 9. Pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelmdalla ajetut Eviran lintulaboratorion
referenssindytteet. Vasemmalta luettuna ensimmaisesséa kaivossa on markkeri, sen jalkeen
on 7 kpl referenssinaytteitd, kaivossa 9 on negatiivinen kontrolli ja viimeisena APMV-3-
positiivinen kontrollinyte. Positiivisista referenssinaytteistd ensimmainen (3. kaivo) on
APMV-3-positiivinen ja toinen (4. kaivo) APMV-6-positiivinen.

Vesilintunaytteet

Tyossa tutkitut vesilintunaytteet ajettiin pan-paramyksovirus RT-PCR -menetelmalla.
Jokaisessa ajossa oli mukana APMV-3-positiivinen kontrollindyte sek& Sigma H,O:sta
eristetty RNA negatiivisena kontrollina. Vesilintunaytteiden joukosta loytyi 2 positiivista
naytettd: li 16907 ja li 16915. Naytteet leikattiin agaroosigeeliltd sekvensointia varten.
Positiiviset naytteet nékyivat hyvin haaleina juovina geelilla. Jotta sekvensointiin olisi
saatu suurempi maaréa PCR-tuotetta, infektoitiin ndiden kahden naytteen suspensioilla

hedelmaitettyja kananmunia.

Naytteella i 16907 infektoiduista 5 munasta kuoli yksi ensimmaisen vuorokauden
aikana, joten se heitettiin pois. Muista li 16907- ja li 16915 -naytteillda infektoiduista

munista keratyilla allantoisnesteilla ajettiin pan-paramyksovirus RT-PCR. HA-testia ei
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talla kertaa tehty, koska PCR-ajo haluttin tehda joka tapauksessa. Lahes kaikki
munissa kasvatetut naytteet antoivat positiivisen tuloksen (kuva 10). Vain yksi li 16915-
naytteellda infektoiduista naytteistd oli negatiivinen. Kummankin naytteen 1.

munapasaasin positiivisista juovista leikattiin kaksi sekvensointia varten.

Kuva 10. Pan-paramyksovirus RT-PCR:lla ajetut vesilintunaytteet, joita on kasvatettu munissa
1l.munapasaasiin asti. Vasemmalta lukien ensimmaisessda kaivossa on markkeri,
seuraavissa neljassd kaivossa on naytteen li 16907/14 munista keratyt naytteet,
seuraavissa viidessa kaivossa on li 16915/14 munista keratyt naytteet, toiseksi viimeisena
on APMV-3-positiivinen kontrollindyte ja viimeisena negatiivinen kontrollindyte.

Viruskasvatusta munissa jatkettiin 2. pasaasiin. Li 16915 -ndytteen munista kuoli yksi
ensimmaisen vuorokauden aikana ja se heitettiin pois. Muiden 4 munan sikiot olivat
kuolleet 5 vuorokauden ik&isina ja ne siirrettiin jadkaappiin. Naytteen li 16907 kaikki 5
munaa siirrettiin jddkaappiin 6 vuorokauden kasvatuksen jalkeen, jolloin kaikki olivat
yhé elossa. Munista keréattiin allantoisnesteet ja niille tehtiin HA-testi. Taulukossa 9 ovat
HA-testin tulokset. Naytteen tiitteri vastaa suurinta antigeenilaimennosta, jolla tulos oli
positiivinen eli kukon punasolut olivat agglutinoituneet. Naytteen perassa olevalla
merkinnalla (z)s tai (z)e tarkoitetaan, ettd sikid on kuollut joko 5 tai 6 vuorokauden
ikdisena. Huomattiin, ettd viruseristys munissa oli onnistunut hyvin ja viruksen maara 2.

munapasaasin naytteissa oli suuri.
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Taulukko 9.  Li 16907- ja li 16915 -naytteiden 2. munapasaasin allantoisnesteilla tehdyn HA-

testin tulokset.

Nayte Tiitteri
Li 16907/14 2. munapasaasi (2)s 1. muna 1:32
Li 16907/14 2. munapasaasi () 2. muna 1:8

Li 16907/14 2. munapasaasi () 3. muna 1.64
Li 16907/14 2. munapasaasi (2)g 4. muna 1:32
Li 16907/14 2. munapasaasi ()¢ 5. muna 1:32
Li 16915/14 2. munapasaasi (2)s 1. muna 1:512
Li 16915/14 2. munapasaasi (2)s 2. muna 1:512
Li 16915/14 2. munapasaasi (2)s 3. muna 1:512
Li 16915/14 2. munapasaasi (z)s 4. muna 1:128

2. munapasaasin allantoisnesteisté eristetyillda RNA:illa ajettiin pan-paramyksovirus RT-
PCR. Kaikki naytteet antoivat positiivisen tuloksen (kuva 11). Sek&a naytteen li 16907
ettd li 16915 bandeista valittin kaksi, jotka leikattiin agaroosigeeliltd sekvensointia

varten.

Kuva 11. Pan-paramyksovirus RT-PCR:lla ajetut vesilintunaytteet, joita on kasvatettu munissa
2. munapasaasiin asti. Vasemmalta lukien ensimmaisessa kaivossa on markkeri,
seuraavissa viidessa kaivossa on naytteen li 16907/14 munista keratyt néaytteet,
seuraavissa neljassa kaivossa on li 16915/14 munista keratyt naytteet, toiseksi vimeisena
on APMV-3-positiivinen kontrollindyte ja viimeisena negatiivinen kontrollinayte.
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Sekvensointi

Ensimmaiseksi sekvensoitin naytteet li 16907 ja li 16915, jotka oli ajettu pan-
paramyksovirus RT-PCT-menetelmalla (taulukko 10). Naytteita ei oltu viela kasvatettu
hedelmditetyissd munissa, joten viruksen maara oli melko pieni. Sen vuoksi ei odotettu,
ettd saadut sekvenssit olisivat olleet laadukkaita. Sekvensoinnissa kaytettiin pan-

paramykso-menetelméan alukkeita PMX1 ja PMX2.

Taulukko 10. Ensimmaisen sekvensointikerran naytteet ja syklisekvensoinnissa kaytetyt

alukkeet.
Nayte Aluke
1 | Li16907/14 PMX1
2 | Li16907/14 PMX?2
3 | Li16915/14 PMX1
4 | Li16915/14 PMX2

Tulokseksi saatiinkin melko heikkolaatuisia sekvensseja, joista paras on esitetty
kuvassa 12. Sekvenssissd nahdaan luotettavat tulokset sinising, korkeina pylvaina ja
laadultaan heikko sekvenssi punaisella. Keltaisella merkityt pylvaat ovat laadultaan

silta valilta.

__________________ R | ST | S | B 1
1 o

Kuva 12. Naytteen li 16907 sekvenssi, joka on saatu alukkeella PMX1. Naytetta ei ole
kasvatettu hedelmoitetyissa kananmunissa.

Saadut sekvenssit syotettiin NCBI:n BLAST -hakuun [21]. Hakutulos osoitti, etta nayte
li 16907 olisi APMV-6-positiivinen. Alukkeella PMX1 saadusta sekvenssistd 34
nukleotidia vastasi 92 %:sesti tietokannassa olevan APMV-6:n sekvenssia. Naytteen li
16915 sekvenssi taas vastasi haun perusteella parhaiten NDV:ta. Nayte oli kuitenkin jo
testattu APMV-1-negatiiviseksi, joten tulos ei ollut luotettava. Yhtdjaksoisen laadukkaan
sekvenssin pituuden tulisi olla pidempi kuin saaduissa tuloksissa, jotta BLAST-haulla

voitaisiin saada selkeampid tuloksia. Seuraavaksi sekvensoitiinkin hedelmoitetyissa
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kananmunissa kasvatettuja naytteitd. 1. munapasaasin naytteet ja niiden kanssa
syklisekvensoinnissa kaytetyt alukkeet ovat taulukossa 11.

Taulukko 11. Toisen sekvensointikerran naytteet ja syklisekvensoinnissa kaytetyt alukkeet.

Nayte Aluke
1 | Li 16907 1. munapasaasi (z)s 1. muna PMX1
2 | Li 16907 1. munapasaasi (z)s 1. muna PMX2
3 | Li 16907 1. munapasaasi (z)s 4. muna PMX1
4 | Li 16907 1. munapasaasi (z)s 4. muna PMX2
5 | Li 16915 1. munapasaasi (z)s 2. muna PMX1
6 | Li 16915 1. munapasaasi (z)s 2. muna PMX2
7 | Li 16915 1. munapasaasi (z)¢ 4. muna PMX1
8 | Li 16915 1. munapasaasi (z)s 4. muna PMX2

Tulokseksi saatiin hieman laadukkaampia sekvensseja (kuva 13) kuin ensimmaisessa
ajossa. Vielakaan ei saatu tarpeeksi yhtdjaksoista laadukasta sekvenssia, jonka avulla
olisi voitu luotettavasti selvittdd, mistd paramyksoviruksesta oli kyse. NCBIl:n BLAST-
hakuun [21] sydtettaessa nayte li 16907 vaikutti edelleen olevan todennakoéisimmin
APMV-6. Sen vuoksi suunniteltiin ja tilattiin alukkeet RT-PCR-menetelmaa varten,
jonka avulla pystyttin toteamaan APMV-6-positiiviset néaytteet. 2. munapasaasin
naytteista eristetyilla RNA:illa ajettin APMV-6 RT-PCR. Ajoon otettiin mukaan myos i
16915 -naytteet. Sek& li 16907- ettd li 16915 -naytteiden tulokset olivat kaikki

negatiivisia. Kyseessa ei siis ollut APMV-6, vaan jokin toinen paramyksovirus.
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Kuva 13. Naytteiden li 16907 ja li 16915 sekvenssit, kun naytteitd on kasvatettu

hedelmaditetyissd kananmunissa 1. munapasaasiin asti. Ylempana li 16907, 1. muna, aluke
PMX2 ja alempana li 16915, 4. muna, aluke PMX2.
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Nayte li 16915 vastasi NCBIl:n BLAST-haun [21] mukaan edelleen eniten NDV:t4. Sen
vuoksi naytteet ajettiin viela varmuuden vuoksi kahdella RT-PCR-menetelmalld, joista
toisella voitiin todeta NDV- ja toisella NDVH-positiiviset ndytteet. NDVH RT-PCR:sséa
kaytettavalla alukeparilla saadaan esiin Glas | -virukset, jotka ovat paaasiassa
villilinnuista eristettavid matalapatogeenisia kantoja. Ajoon otettin mukaan myds li
16907:n 2.munapasaasin allantoisnesteista eristetyt RNA:t. Tulokset osoittivat, etta
nayte li 16915 oli NDVH-positiivinen. Li 16907 sen sijaan ei ollut NDV- eikd NDVH-

positiivinen.
Kolmas sekvensointi tehtiin 2. munapasaasin viruseristysnaytteista (taulukko 12) ja li
16915 -naytteiden sekvensoimisessa kaytettin NDVH:n alukkeita. Naytteen li 16907

sekvensointi tehtiin edelleen pan-paramykso-menetelman alukkeilla PMX1 ja PMX2.

Taulukko 12. Kolmannen sekvensointikerran naytteet ja syklisekvensoinnissa kaytetyt

alukkeet.

Nayte Aluke
1 | Li 16907 2. munapasaasi (z)s 1. muna PMX1
2 | Li 16907 2. munapasaasi (z)s 1. muna PMX2
3 | Li 16907 2. munapasaasi ()¢ 2. muna PMX1
4 | Li 16907 2. munapasaasi (2)e 2. muna PMX2
5 | Li 16915 2. munapasaasi (z)s 1. muna NDVH1
6 | Li16915 2. munapasaasi (z)s 1. muna NDVH2
7 | Li16915 2. munapasaasi (z)s 2. muna NDVH1
8 | Li 16915 2. munapasaasi (z)s 2. muna NDVH2

PMX1- ja PMX2-alukkeilla saadut sekvenssit (kuva 14) olivat jalleen hieman parempia
kuin aiemmilla sekvensointikerroilla. Huomattavaa eroa 1. munapasaasin naytteiden
sekvensointituloksiin ei kuitenkaan ollut. NCBI:n BLAST-haulla [21] saatiin tulokseksi,

etta nayte li 16907 vastasi edelleen parhaiten APMV-6:n sekvenssia.
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Kuva 14. Naytteen li 16907 sekvenssit, kun viruskasvatusta hedelmoitetyissd kananmunissa on
jatkettu 2. munapasaasiin asti. Ylempéna 1. munasta saatu ndyte on sekvensoitu alukkeella
PMX1 ja alempana 2. munasta otettu ndyte on sekvensoitu kayttaen aluketta PMX2.

NDVH-alukkeilla sekvensoitujen li 16915-naytteiden sekvenssit (kuva 15) olivat paljon
paremmat kuin PMX1- ja PMX2-alukkeilla saadut sekvenssit. Yhtdjaksoista
hyvalaatuista sekvenssia oli paljon, ja ne voitiin syottdd NCBI:n BLAST-hakuun [21]
odottaen hyvin luotettavia tuloksia. Sekvenssit vastasivat haun perusteella parhaiten

tietokannan NDV-sekvensseja.
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. M. Daohonnns oadRRIRNR ARRRRRRUED NCNRNRNAN TdmAONIND
TTTAGTTTCA GTATGTITGE AGCATTTITGLE TTGHGETTGETA TGAGGGCAGL AGCCGETGTER
TR R TR AT T
121 ATCTGCGCTG CGGTGGCTAC ACCTRACGCGE ACACCTCCTA TTATTGCCCC TACCALACEHC
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TCCTGACGTT CTCCTCCTGA TGTGGTTACC GACTCTIGEA TICTCTTAAT CGAATCGCCE
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Kuva 15. Naytteen li 16915 sekvenssi, kun viruskasvatusta hedelmditetyissd kananmunissa on
jatkettu 2. munapasaasiin asti. Sekvensoitu ndyte on saatu 2. munasta ja alukkeena on
kaytetty NDVH2:ta.
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Menetelmén toimivuus

Pan-paramyksovirus RT-PCR-menetelmalla ei saatu monistettua APMV-4-positiivista
naytettd. Tydssa kaytetty positiivinen kontrolli Duck/Hongkong/D3/75 oli sama, joka oli
listattu alkuperaisessa julkaisussa kaytettyjen positiivisten kontrollien listassa [20, s. 3].
Myodskaan tassa tydssa tutkitut NDV-positiiviset kontrollindytteet eivat antaneet
positiivista tulosta. Sen sijaan toisella PCR-menetelmalla NDV-positiiviseksi todetut

kesykyyhkynaytteet todettiin positiivisiksi myds pan-paramykso-menetelmalla.

Jotta saatiin lisdd tietoa, miksi PMV-4-positiivinen kontrolli ei monistunut pan-
paramyksovirus RT-PCR-ajossa, haettiin NCBI-tietokannasta kaytetyn kontrollin
sekvenssi ja rinnastettiin siihen alukkeet PMX1 ja PMX2 (kuva 16). Rinnastamisessa
kaytettiin apuna BioEdit Sequence Alignment Editor -ohjelmaa [23]. Huomattiin, etta
sekvenssit erosivat toisistaan alukkeen PMX1 kohdalla 3 perakkéaisen nukleotidin
verran ja alukkeen PMX2 kohdalla vain yhden nukleotidin verran.

57 - GARGGIYII ARARARNTNTGGAC-3' (BMX1)
5’ GAAGGCCTC ARARAACTATGGAC P GGGGATAACCAAGTTTTGGCGATTA 3/ (Bv-4)
3’7 CTTCCGGAGGTTGTTTTTGATACCTG P CCCCTATTGGTTCAAAARCGCTAAT 5’ (mv-9

3'- CCNCTRTTREGTYIRITAMCGIYAIT -5' (moz)

Kuva 16. Alukkeiden PMX1 ja PMX2 sekvenssit rinnastettuna PMV-4:n cDNA-sekvenssiin.
Lihavoidulla nakyy APMV-4:n juosteiden sekvenssit. Siihen on rinnastettuna 5’-3’-
juosteessa aluke PMX1 ja sen vastinjuosteessa aluke PMX2. Punaisella on merkitty ne
kohdat sekvenssista, joissa alukkeiden nukleotidijarjestys poikkeaa templaatista.

Alukkeisiin PMX1 ja PMX2 rinnastettiin BioEdit Sequence Alignment Editor -ohjelmalla
[23] myds APMV-2, -3, -5, -6, -7, ja -8 sek& NDV. Rinnastuksen tuloksena oli, ettei
mikaan toinen naistd sekvensseista eronnut alukkeiden nukleotidijarjestyksesta yli
yhden perékkéisen nukleotidin verran. APMV-3:n sekvenssi poikkesi APMV-4:n jalkeen
eniten alukkeiden sekvensseista. APMV-3:n sekvenssissd oli kuitenkin vain nelja
kappaletta yhden perdkkaisen nukleotidin poikkeamia. APMV-4 ei siis monistunut
todennékdisesti juuri sen vuoksi, ettd aluke PMX1 ei sitoutunut siihen tarpeeksi

tehokkaasti usean perakkaisen nukleotidin poikkeaman vuoksi.

Julkaistussa menetelmassa APMV-4:n monistuminen oli onnistunut. Julkaisussa oli

kaytetty eri reagensseja kuin tassa tydssa ja lisaksi siina oli kaytetty yksivaiheisen RT-
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PCR-menetelmén sijasta kaksivaiheista menetelm&d. Nama tekijat saattoivat
mahdollistaa alukkeiden tehokkaamman sitoutumisen APMV-4:&an.

Alukkeiden ja NDV-sekvenssin rinnastuksesta ei kaynyt ilmi, miksi NDV-positiiviset
kontrollit eivat monistuneet pan-paramyksovirus RT-PCR-ajossa. Ensimmainen testattu
NDV-positiivinen kontrolli oli saatu Eviran eldintautivirologian tutkimusyksikkdéon
saapuneesta positiivisesta naytteesta. Positiivinen nayte oli tehty inaktiiviseksi Evirassa
eri menetelmalla kuin muut kaytetyt kontrollinaytteet, jotka oli valmiiksi inaktivoituja.
Tama saattoi vaikuttaa kontrollindytteen monistumiseen pan-paramykso-menetelmalla.
Toisaalta tydssa testattu NDV HI -positiivinen kontrolli oli samalta valmistajalta kuin
APMV-2-9-positiiviset kontrollindytteet. Sitdkaan ei silti onnistuttu monistamaan pan-

paramykso-menetelmalla.

Huomattiin, ettei menetelmdssa kaytetyilla degeneroiduilla alukkeilla saatu
sekvensoinnissa kovinkaan hyvia tuloksia. Yhtdjaksoista laadukasta sekvenssia saatiin
niin lyhyitd patkia, ettei niita NCBl:n BLAST-hakuun [21] syottamélla saatu
yksiselitteisid tuloksia. Alukkeiden monistama alue oli hyvin Iyhyt varsinkin
sekvensointia ajatellen, mika vaikutti omalta osaltaan myds sekvensoinnin tulosten
laatuun. Menetelman ideana oli juuri se, etta eri paramyksovirusten sekvenssit erosivat
alukkeiden monistamalla alueella huomattavasti toisistaan. Sen perusteella ne oli

tarkoitus pystya erottamaan samoja alukkeita sekvensoinnissa hyddyntaen.

6 Paatelmat

Opinnaytetydn paatavoitteena oli tutkia ja testata tieteellisessa julkaisussa esitellyn
kaikki lintujen paramyksovirusten serotyypit (APMV-1—9) havaitsevan pan-

paramyksovirus RT-PCR -menetelman toimivuutta.

Positiivisista kontrollinaytteistd menetelmalla onnistuttiin monistamaan APMV-2, -3, -6,
-7, -8 ja -9 seka TRT-A2, -B2 , -C ja NDVH. APMV-5-positiivista kontrollia ei tyon
tekohetkelld ollut saatavilla. APMV-4- ja NDV-positiiviset kontrollit eivat monistuneet
RT-PCR-ajossa, syynd oli mahdollisesti virus-stokin inaktivaatiomenetelm&, joka
saattoi inhiboida PCR-reaktiota. APMV-4-positiivisen kontrollin sekvenssi erosi kolmen
perékkaisen nukleotidin verran alukkeen PMX1-sekvenssistd, mikd myds saattoi olla

Syy monistumisen epaonnistumiseen.
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Opinnaytetyon tavoitteena oli liséksi selvittdd, oliko otoksessa vesilinnuista otettuja
naytteita (61 kpl) lintujen paramyksoviruksia. Naytteet oli keratty Maaningan
Lapinjarvien linnuista vuonna 2014. Suomessa paramyksovirusten aiheuttamia
tartuntoja esiintyy siipikarjassa hyvin vahan, mika kay ilmi myos siita, ettd Suomi on
saanut siipikarjan rokotusvapaan aseman EU:ssa. Tutkitut ndytteet olivat kuitenkin
luonnonvaraisista vesilinnuista. On arvioitu, ettd paramyksoviruksia voi levitd
muuttolintujen ja muidenkin luonnonvaraisten lintujen valityksella. Sen vuoksi voitiin
olettaa, ettd tutkitussa naytejoukossa olisi ollut joitakin paramyksoviruspositiivisia

naytteita.

Vesilintunaytteet tutkittin  aluksi Eviran eldintautivirologian tutkimusyksikossa jo
ennestaan kaytossa olevalla erittéain herkalla APMV-1 real-time RT-PCR-menetelmalla.
Silla 16ydettiin 4 APMV-1-positiivista naytettd. Virusmaarat olivat niissa hyvin pienia,
mika ilmeni korkeista Ct-arvoista. Naytteitd kasvatettin  hedelmditetyissa
kananmunissa, jotta virukset olisi saatu tehokkaammin eristettyd naytteista. Virusten
eristaminen ei kuitenkaan onnistunut, mikd on hyvin yleistd, mikali naytteiden
infektiviteetti on laskenut jostakin syysta (esimerkikisi kylmaketju naytteen
kuljetuksessa on katkennut).

Seuraavaksi kaikki 61 vesilintunaytetta tutkittiin kayttoon otetulla pan-paramyksovirus
RT-PCR -menetelmalla. Positiivisia naytteitd 10ytyi 2 kappaletta. Nama naytteet
sekvensoitiin. Sekvensoimalla oli tarkoitus selvittdd, mik&a paramyksovirus oli kyseessa.
Jotta PCR-tuotetta saatiin tarpeeksi suuri maara sekvensointia varten, kasvatettiin

naytteita hedelmaditetyissa kananmunissa 2. munapasaasiin asti.

Sekvensoiminen osoittautui odotetusti haastavaksi. Pan-paramyksovirus RT-PCR -
menetelmdn degeneroidut alukkeet PMX1 ja PMX2 eivat toimineet sekvensoinnissa
niin hyvin kuin olisi toivottu. Alukkeiden monistaman alueen pituus oli vain 70
nukleotidia, mik& on erittdin lyhyt patka sekvensointia ajatellen. Sekvenssi ei lahes
koskaan ole laadukasta heti sekvensoitavan juosteen alussa, joten laadukasta
sekvenssia saadaan nain lyhyesta patkasta todella vahan. Alukkeissa PMX1 ja PMX2
oli niiden kaikista nukleotideista noin kolmannes vaihtelevia eméksid. Se saattoi
osaltaan vaikuttaa sekvensoimisen onnistumiseen. Alukkeilla PMX1 ja PMX2 saatiin
parhaimmillaan noin 25 nukleotidin mittainen onnistunut yhtajaksoinen osa sekvenssia.
Jotta NCBI:n BLAST-haulla [21] olisi saatu selville, mistd paramyksoviruksesta oli kyse,

olisi tarvittu pidempi patka sekvenssia.
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Vaikka pan-paramyksovirus RT-PCR -menetelma ei toiminut k&ytanndssa niin hyvin
kuin oli odotettu, se taydentéd oivallisesti Eviran elaintautivirologian tutkimusyksikon
APMV-diagnostiikkaa. Menetelm& mahdollistaa myds muiden APMV-tyyppien kuin
APMV-1:n toteamisen siipikarja- ja luonnonlintunaytteista. Pan-paramyksovirus RT-
PCR:lla positiivisiksi saadut naytteet vaativat jatkotutkimuksia todellisen APMV-
alatyypin selvittamiseksi. Kaytanndssa tama tarkoittaa serotyyppispesifien RT-PCR-
ajojen ja sekvensointien toteuttamista. Toisena vaihtoehtona voisi olla uuden
degeneroidun alukeparin suunnitteleminen siten, ettd niiden monistaman alueen pituus
olisi huomattavasti nykyistd pidempi. N&in voitaisiin saada sekvensoinnilla pidempia
osia BLAST-hakuun soveltuvaa sekvenssia ja lisdksi voisi olla mahdollista havaita
myo6s APMV-4-positiiviset naytteet.
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Laitteet ja reagenssit

Liite 1
1(3)

TyOssa kaytetyt laitteet ovat taulukossa 1. Eviran eldintautivirologian tutkimusyksikdssa

oli yksiloity PCR-laitteet antamalla niille nimet. Nama nimet nakyvat lainausmerkeissa

laite-sarakkeessa. Kaytetyt reagenssit on lueteltu taulukossa 2.

Taulukko 1.

Tydssa kaytetyt laitteet.

Laite

Valmistaja

Malli

Real-time-PCR-laite

BioRad

CFX96™ Real-Time System C1000™ Thermal
Cycler

“‘Bertta”-PCR-laite

MJ Research Inc.

PTC-100™ Programmable Thermal Controller

“Cecilia’-PCR-laite

MJ Research Inc.

PTC-100™ Peltier Thermal Cycler

“Yk&’-PCR-laite Applied  Biosys- | Veriti 96 well Thermal Cycler, Model # 9902
tems
Ravistelulaite Scientific  Indus- | Vortex-Genie 2
tries
Sentrifugi Heraeus Sorvall Biofuge fresco, max 13 000 rpm
Sentrifugi Hettich Zentri- | Hettich Mikro 20
fugen
Sekvensaattori Applied  Biosys- | HITACHI 3130 Genetic Analyzer
tems
Eristysautomaatti Qiagen Qiacube
Lampdlohko Biometra TB1 Thermalblock
Elektroforeesin virtaldhde BioRad PowerPac Universal, 500 V, 2.5 A, 500 W

Elektroforeesin ajokammio

Thermo Scientific

Owl ™ EasyCast ™ B2

Tybssa kaytettiin neljaa eri alukeparia: PMX1 ja PMX2, NDVF ja NDVR, NDV1 ja
NDV2 seka PMV6a ja PMV6b. PMV6a- ja PMV6b-alukkeet suunniteltiin ja tilattiin, jotta

pan-paramyksovirus RT-PCR-ajossa positiivisiksi todetut naytteet, jotka vastasivat

sekvensseiltdan parhaiten APMV-6:sta, voitiin tutkia APMV-6:n varalta. Kaikki tydssé

kaytetyt alukkeet ja niiden sekvenssit olivat:

e PMX1 ja PMX2: 5- GAR GGI YIl TGY CAR AAR NTN TGG AC -3’ ja 5'- TIA
YIG CWATIR IYT GRT TRT CNC C -3’

e NDVF ja NDVR: 5'- GAG CTA ATG AAC ATT CTT TC -3’ ja 5'- AAT AGG CGG
ACCACATCT G -3

e NDV1 ja NDV2: 5- CTG CCA CTG CTA GTT GXG ATA ATC C -3’ ja 5- CCT

TGG TGA XTC TAT CCG XAG -3’
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e PMV6a ja PMV6b: 5- GCC GAC CCG TAC TCA TTA AA -3’ ja 5’- CAC GCT
TTG GGT ATT CCACT -3'.

Taulukko 2.  Tydssa kaytetyt reagenssit.
Menetelma Reagenssi Kataloginumero | Valmistaja | Lisatietoa
RNA-eristys ETAX A, min 94,0 paino-% 96,1 til- | - ALTIA Oyj Helposti syttyva
% neste ja hoyry.
Arsyttaa
voimakkaasti
silmia.
Kasin QlAamp® Viral RNA Mini Kit (250) 52906 QIAGEN Sailytys RT
Qiacube-laitteella QIlAamp® Viral RNA Mini QIlAcube | 52926 QIAGEN Sailytys RT
Kit (240)
Real-time-RT-PCR ® OneStep RT-PCR Kit: QIAGEN Sailytys -20 °C
ja RT-PCR Buffer 5 x (Contains 12.5 mM | 1012889
MgCl2)
OneStep RT-PCR Enzyme Mix (2 | 1012890
ul/reaction)
dNTP Mix (10 mM each)
RNase-Free Water 1005631
1012888
RNase Inhibitor 2,000 U (20 U/ul) 100021540 Applied Sailytys -20 °C
Biosystems
MgCI2 (25mM) - Applied Sailytys -20 °C
Biosystems
APMV-1 real-time- | Alukkeet: - Oligomer Sailytys -20 °C
RT-PCR NDVR (50 pmol/ul) Oy
NDF (50 pmol/ul)
Koettimet:
ND pro 1 (50 pmol/pl)
ND pro 2 (50 pmol/pl)
APMV-1-RT-PCR Alukkeet: - Oligomer Sailytys -20 °C
NDV1 (50 pmol/ul) Oy
NDV2 (50 pmol/ul)
Pan-paramyksovirus | Alukkeet: - Oligomer Sailytys -20 °C
RT-PCR PMX1 (50 pmol/pl) Oy
PMX2 (50 pmol/pl)
Syklisekvensointi PMX1 (1 pmol/ul) 4336774 Applied Sailytys -20 °C
PMX2 (1 pmol/ul) Biosystems
BigDye Terminator v1.1 Ready
Reaction Cycle Sequencing Kit
Terminator Ready Reaction Mix
RR-100 BDv1.1
5 x puskuri
Syklisekvensointi- | DyeEx 2.0 Spin kit (250) 63206 Qiagen Sailytys RT

tuotteen puhdista-
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minen
PCR-tuotteen pu- | QIAquick Gel Extraction kit 28706 Qiagen Sailytys RT
hdistaminen
Agaroosigeelielek- | NuSieve 3:1 Agarose, For anal- | 50094 Lonza Sailytys RT
troforeesi ysis of nucleic acids < 1 kb
1 x TBE-puskuri (tilattu Eviran | - - Sailytys RT
elatusainelaboratoriosta)
Ethidium Bromide 0,625 mg/ml| E406-5ML Amresco Sailytys RT
100 bp DNA Ladder 15628 Invitrogen | Sailytys +4 °C
Gel loading solution 62526 Sigma Sailytys RT




