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Tassa opinnaytetytssd pystytettiin ELISA-menetelma naudan sytokiininen mittaamiseksi
koagulaasinegatiivisilla stafylokokeilla infektoitujen nautojen maito- ja seeruminaytteista.
Opinnaytetyo tehtiin osana professori Antti livanaisen ja professori Satu Pyoralan Kokeel-
linen KNS-mastiitti —yhteistydprojektia.

Sytokiinit ovat osa elimiston puolustusjarjestelm&a. Ne ovat pienid solujen erittdmia prote-
iineja, jotka toimivat osana tulehdusreaktiota. Sytokiinien erittymista koagulaasinegatiivis-
ten stafylokokkien aiheuttamassa mastiitissa ei ole aiemmin tutkittu. Infektiota tutkimalla
saadaan tarke&a tietoa infektioita aiheuttavista lajeista seka infektioiden kestosta. Samalla
saadaan tietoa naudan immuunijarjestelman toiminnasta, mita puolestaan voidaan kayttaa
hyvaksi kehitettdessa uusia keinoja diagnosoida mastiittia.

Ty6 aloitettiin pystyttamalla menetelméa sytokiinien mittaamiseksi. Menetelman pystytyk-
sessa etsittiin sopivimmat vasta-ainepitoisuudet ja rekombinanttiproteiinien laimennossar-
jojen pitoisuudet. Naytteiden analysointiin valitut "capturing”-vasta-aineen pitoisuudet oli-
vat IL-1B 4 pg/ml, IL-8 4 pg/ml, TNF-a 1 pg/ml. Kaytetyt detektiovasta-ainepitoisuudet oli-
vat IL-18 2 pg/ml, IL-8 20 ng/ml, TNF-a 2,5 pg/ml. Liséksi menetelmaa pystytettdessa
tarkistettiin vasta-aineiden kyky tunnistaa naudan sytokiineja. Etukateen suunnitelluista
mittauksista IL-6 jouduttiin jattdmaan mychempaan ajankohtaan, silla kaytetyt IL-6-vasta-
aineet eivat tunnistaneet naudan sytokiineja.

Menetelmdlla pystyttiin mittaamaan tarkoitetut maito- ja seeruminéaytteet. Naytteet olivat
peraisin naudoista, jotka oli tartutettu joko Staphylococcus epidermidis tai Staphylococcus
simulans -kannoilla. T&man opinnadytetyon tuloksissa esitetdan kaikkien nautojen tulokset
kahden tartutuksen ajalta. Maitonaytteista mitattiin IL-1B3-pitoisuuksia O - 3,5 ng/ml, IL-8-
pitoisuuksia 0 - 0,11 ng/ml ja TNF-a-pitoisuuksia O - 51 ng/ml valilla. Seeruminaytteiden
pitoisuudet vaihtelivat IL-18 O - 0,065 ng/ml, IL-8 0 - 0,016 ja TNF-a O - 62 ng/ml. Mitatut
tulokset olivat oletettua tasoa. Tassa opinnaytetytssé kasiteltyjen tulosten joukko on liian
pieni, jotta siitd voitaisiin tehda laajempia paatelmia tai tilastollista vertailua.

Avainsanat: ELISA, sytokiini, IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a, mastiitti, utaretulehdus, KNS
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The aim of this study was to optimize ELISA protocol for measuring cytokines from CNS
infected bovine milk and serum samples. The study was carried out as part of Professor
Antti livanainen’s and Professor Satu Pyorald’s co-operation project “Experimental CNS
Mastitis”.

Cytokines are one part of the immune system. They are small proteins secreted by sev-
eral different cell types. Cytokines act as part of inflammation reaction. The secretion of
cytokines in mastitis caused by a CNS infection has not been studied before. Studying the
infection can provide important information of the bacterial species that have caused the
infection and about the duration of the infection. At the same time new information about
bovine immune system can be collected. That information can be used to develop new
ways to detect mastitis.

The study was started by optimizing the ELISA protocol. The first step at optimizing was to
find the most suitable concentrations for antibodies and recombinant protein dilutions for
standard curves. Antibody concentrations which were chosen to be used for measuring
samples were IL-18 4 pg/ml, IL-8 4 pg/ml, TNF-a 1 pg/ml for capturing antibody and IL-13
2 pg/ml, IL-8 20 ng/ml, TNF-a 2,5 pg/ml for detecting antibody. The ability of antibodies to
detect bovine cytokines was tested as a part of optimizing the protocol. The IL-6 analysis
was postponed to a later date as it was found that IL-6 antibodies were not able to recog-
nise bovine cytokines.

The protocol turned out to be successful in the measurement of these samples. The sam-
ples were collected from cows, which were infected with either Staphylococcus epider-
midis or Staphylococcus simulans. This study presents all of the samples from two differ-
ent times of infection. Cytokine levels in milk samples were IL-1p 0-3,5 ng/ml, IL-8 0-0,11
ng/ml and TNF-a 0-51 ng/ml and in serum samples IL-13 0-0,065 ng/ml, IL-8 0-0,016 and
TNF-a 0-62 ng/ml. The results obtained in this study correspond with the results of previ-
ous studies. The results of this study are, however, too few to allow for any further conclu-
sions or statistical analysis.

Keywords: ELISA, cytokine, IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a, bovine mastitis, CNS
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1

JOHDANTO

Utaretulehdus eli mastiitti on yksi yleisimmistd maitokarjan sairauksista. Sité
esiintyy laajasti ympéari maailman. Mastiitti aiheuttaa merkittavia taloudellisia
menetyksia sekad karjatiloille ettd meijeriteollisuudelle. Mastiitin aiheuttaa
bakteeri, sieni, virus tai traumaperainen kudosvaurio. Mastiittia aiheuttavia
bakteerilajeja on useita. Viime aikoina on havaittu perinteisten taudinaiheut-
tajien osuuden vaheneminen mastiitin aiheuttajina. Sen sijaan koagu-
laasinegatiivisten stafylokokkien osuus mastiitin aiheuttajina on noussut.
KNS-lajeja on noin 40. Monet néistd elavat naudan iholla, karvapeitteessa ja
limakalvoilla. Niitd onkin pidetty opportunistisina ihon mikrobiotaan kuuluvina
bakteereina. KNS-infektiota seuraamalla saadaan tietoa infektioita aiheutta-

vista lajeista seka infektioiden kestosta.

Sytokiinit ovat osa puolustusjarjestelman liukoisia tekijoitd. Sytokiinien tehté-
vana on saadella puolustusjarjestelman toimintaa ja tulehdusreaktiota joko
estavasti tai edistavasti. Maidon ja veren sytokiinipitoisuuksien seuraaminen
infektion aikana antaa tietoa naudan puolustusjarjestelman toiminnasta. Ta-

ma puolestaan auttaa uusien mastiitin diagnosointitapojen kehittdmisessa.

Tama opinnaytetyo tehtiin osana professori Antti livanaisen ja professori Sa-
tu Pyordlan Kokeellinen KNS-mastiitti —yhteistydprojektia. Laboratoriotyot
tehtiin Helsingin yliopiston peruseldinlddketieteenlaitoksella elédinlaéketieteel-
lisen anatomian osastolla. Opinnadytetyon tavoitteena oli pystyttdd ELISA-
menetelma naudan sytokiinien IL-18, IL-6, IL-8 ja TNF-a mittaamiseksi mai-
to- ja seeruminaytteistd. Naytteet olivat perdisin kokeellisista mastiittitartu-
tuksista, joissa naudat oli infektoitu koagulaasinegatiivisilla stafylokokeilla

(Staphylococcus epidermidis ja Staphylococcus simulans).



2

TYON TEORIA

2.1 Mastiitti

Mastiitti eli utaretulehdus on maitorauhasen tulehdustila, jonka aiheuttaa
bakteeri, virus, sieni tai traumaperdinen kudosvaurio. Noin 80 % utaretuleh-
duksista on bakteerin aiheuttamia. Lopuista 20 prosentistakin osa saattaa ol-
la bakteerin aiheuttamia, mutta bakteerien maara on niin alhainen, ettei niita
pystytd maitondytteista osoittamaan. [1; 2, s. 60.] Utaretulehdusta esiintyy
naudoilla kaikissa maidontuotannon eli laktaation vaiheissa. Esiintyvyys
vaihtelee jonkin verran myo6s eldimen ian ja poikimakertojen mukaan. Eniten
mastiittia esiintyy pian poikimisen jalkeen laktaation alkuvaiheessa. On 0soi-
tettu, etté4 50 prosenttia mastiiteista todetaan 60 paivan kuluessa poikimises-
ta. [3; 4]

Mastiitti on yksi yleisimmista sairauksista naudoilla. Tama johtuu etenkin
subkliinisten eli vah&oireisten mastiittien laajasta esiintymisestd maitotiloilla.
Subkliinistd mastiittia arvioidaan sairastavan jopa 10 - 15 % naudoista. [3; 5.]
Subkliininen mastiitti ei aiheuta selkeitd ulkoisia oireita ja voi jd&da siksi
huomaamatta pitkéksikin aikaa ja muuttua krooniseksi. Subkliininen mastiitti
aiheuttaa kuitenkin maidon tuotannon vahenemista seka maidon solumaéa-
ran lisddntymistd, mika puolestaan heikentdd maidon laatua. [2.] Utaretuleh-
dus aiheuttaakin maitotiloille ja meijeriteollisuudelle suuret taloudelliset me-
netykset vuosittain. Maidontuotannon vahenemisen lisdksi tulomenetyksia
aiheutuu siitd, ettd antibioottihoidon aikana maito on heitettdva pois. Kuluja
aiheutuu myos eldinten ladkkeista ja tulojen menetyksia eldinten lopettami-
sesta. [2; 5.]

2.1.1 Bakteerien aiheuttama tulehdusreaktio

Aiheuttaakseen utaretulehduksen taytyy bakteerien paasta utareen sisidan
sekd pystyd lisdantymaan sielld. Bakteerit kulkeutuvat utareeseen vedin-
kanavaa pitkin. Lisaantydkseen bakteerien tulee voida kiinnittyd utarekudok-
seen. Bakteerit voivat mygds kiinnittyd maidon kermapallosiin, joiden mukana
ne padsevat myos siirtymaan pidemmalle utareen sisalla. Utaretulehduspa-
togeenit pystyvat lisdantyméaén tulehdusmaidossa huomattavasti nopeam-

min kuin normaalissa maidossa, koska maidon kaseiinit ovat siind pilkkoutu-



neet muodostaen bakteereille otollisen kasvualustan. Naudan puolustusjar-
jestelman tunnistettua bakteerit kaynnistyy elimistdssa tulehdusreaktio. [6, s.
49 - 50.] Tulehdus on elimistdn normaali puolustusreaktio. Tulehduksen voi-
vat aiheuttaa bakteerien lisaksi muut vieraat aineet, kuten kemikaalit, toksii-
nit tai bakteerien aineenvaihduntatuotteet, seka tapaturmaiset kudosvauriot.
Tulehdusreaktion tarkoituksena on sekad poistaa elimistdon tunkeutuneet
mikrobit etté elimiston omat vaurioituneet solut ja estéda tulehduksen aiheut-

taneiden tekijéiden leviaminen muihin kehon osiin. [7, s. 107; 8, s. 35.]

Tulehdusreaktiossa nesteita ja puolustusjarjestelman soluja siirtyy verenkier-
rosta kudoksiin. Tama vaatii verenkierron vilkastumista, verisuonten laaje-
nemista seka verisuonten seindmien muuntumista helpommin lapaiseviksi,
jotta myds solut pdésevét kulkemaan verisuonten seindmien l&api infektoitu-
neeseen/vaurioituneeseen kudokseen. Verenkierron vilkastuminen ja ve-
risuonten laajeneminen aiheuttaa kuumotuksen ja punoituksen tulehtunees-
sa kohdassa. Nesteiden ja solujen kertyminen tulehduspaikkaan aikaansaa
puolestaan turvotuksen, josta seuraa kivuntunne tulehtuneella alueella. Ki-
pua aiheutuu myo6s tulehdusta saatelevien tekijdiden hermonpaitd herkista-
vistd ominaisuuksista. Turvotus ja kipu puolestaan laskevat toimintakykya.
Verisuonten seinamien lapaisevyyttd ja solujen siirtymistd kudokseen saa-
delldan erityisten tulehdusta saatelevien tekijdiden avulla. Naitd ovat muun
muassa kiniinit, komplementin osat sekd sytokiinit. Joskus tulehdusreaktio ei
kykene eliminoimaan tulehduksen aiheuttaneita mikrobeja. Subkliinisessa
mastiitissa tulehdus jaa kayntiin puolustusjarjestelmén pystymatta kuiten-
kaan tuhoamaan tulehduksen aiheuttaneita mikrobeja. [2, s. 59 - 60; 7, s.
107 - 108; 8, s. 35 - 36.]

Infektio ja tulehdus ovat muuttuvia prosesseja. Tulehdus kest&da usein infek-
tiota pidempaan elimistossa. Tasta syystd utaretulehdusta sairastavan leh-
man maidon bakteeripitoisuus voi olla jo laskenut niin alas, ettei bakteereja

siité voida osoittaa, vaikka tulehduksen oireet viela nakyisivét. [2, s. 60.]

2.1.2 Maidon koostumuksen muutokset mastiitissa

Utareen tulehdusreaktio vaikuttaa seka maidon maaraan etta laatuun. Se,
miten paljon maidon tuotanto véhenee, heijastaa tulehduksen voimakkuutta.
Tulehduksen voimakkuutta puolestaan vastaa maidon somaattisten solujen
lukumaaré (somatic cell count, SCC). Somaattisilla soluilla tarkoitetaan nau-

dasta itsestaén perdisin olevia soluja. Terveen utareen maidossa solut ovat



lahinn& makrofageja, kun taas mastiitissa solumd&rda nostavat padosin
muualta elimistosta tulehduksen houkuttelemina tulleet neutrofiilit. Terveen
naudan maidon somaattisten solujen méaara laktaation puolivalissa tulee olla
alle 100 000 solua/ml maitoa. Somaattisten solujen lukuméaaran nousu mas-
tiitissa riippuu mastiitin aiheuttajabakteerista. Suuren tulehdusvasteen aihe-
uttavat patogeenit, kuten Staphylococcus aureus, voivat nostaa SCC:n jopa
10 - 20 miljoonaan soluun/ml. KNS-mastiitissa SCC nousee useimmiten noin
200 000 - 500 000 soluun/ml. [6, s. 76, 90, 105 - 107.]

Maito koostuu p&dosin vedesta (87 %), laktoosista (5 %), rasvasta (4 %),
proteiineista (3 %) ja tuhkasta (1 %). Maidon rasva koostuu triglyserideista
(98 - 99 % rasvasta) seka fosfolipideista, steroleista, karotenoideista, rasva-
liukoisista vitamiineista ja vapaista rasvahapoista (yhteenséa 1 - 2 % maidon
rasvasta). Maidon proteiinit ovat kaseiini (80 % proteiineista) ja heraproteiinit
(20 %). Maidon tuhkalla tarkoitetaan maidon sisaltami& suoloja ja mineraale-
ja. [6, s. 24 - 29.]

Maidon tuotannon lasku vahentdd myds maidon komponenttien muodostu-
mista. Maidon kuiva-aineiden maara vahenee yhteensd 5 - 15 %. Maidon
rasvapitoisuuden muutoksista mastiitissa on ristiriitaisia tuloksia. Useimmat
tulokset osoittavat, ettd rasvapitoisuus laskee tulehduksen seurauksena alle
10 %. Rasvakoostumus sen sijaan muuttuu huomattavasti. Rasvahappojen
kokonaismaard ei muutu, mutta vapaiden rasvahappojen maara lisdantyy ja
samalla fosfolipidien maaré laskee. Rasvahappokoostumus muuttuu lyhyt-
ketjuisten rasvahappojen maarén lisdéntyessa ja pitkketjuisten maaran va-
hentyessa. Kuitenkin mastiittimaidon pitkaketjuisten tyydyttymattdmien ras-

vahappojen mé&éra on korkeampi kuin terveen utareen maidossa. [6, s. 77.]

Maidon proteiinien maara ei muutu mastiitissa ennen kuin somaattisten solu-
jen lukumaaré nousee miljoonaan soluun/ml. Proteiinien keskinaiset suhteet
muuttuvat kuitenkin jo aiemmin. Yleisesti kaseiinin méara laskee ja herapro-
teiinien maara nousee mastiitin seurauksena. Kaseiinin maaran lasku johtuu
sen hajoamisesta, joka on seurausta proteolyyttisen toiminnan lisdantymi-
sestd. Useat heraproteiinit ovat peréisin verestd, joten niiden maaran nousu
selittyy silla, etta veresta virtaa komponentteja utarekudokseen. Myds hera-
proteiinien keskindiset suhteet muuttuvat tulehdusreaktion seurauksena. [6,
s. 78.]



Laktoosin maara maidossa laskee mastiitin seurauksena noin 10 %. Laktoo-
si on maidon tarkein osmoottinen tekija, joten laktoosin maaran vahenemi-
sen seurauksena veren ja maidon vélinen osmoottinen tasapaino hairiintyy.
Tasapainon palauttamiseksi veresta siirtyy maitoon natrium- ja kloridi-ioneja,

joiden maara maidossa voi jopa kymmenkertaistua. [6, s. 78.]

Mastiitti aiheuttaa muutoksia my6s maidon mineraali-, hivenaine- ja vita-
miinikoostumukseen, mika on merkittavad maidon ravitsemuksellisten omi-
naisuuksien kannalta. Maidon natrium- ja kloridipitoisuudet nousevat, kun
taas kalsium-, fosfori-, magnesium- ja kaliumpitoisuudet laskevat. Nama
muutokset ovat seurausta tulehduksen aiheuttamasta hairiosta utareen epi-
teelisolujen toiminnalle seka& verisuonten lapaisykyvyn kasvamisesta. Hi-
venainekonsentraatiot, kuten kuparin ja raudan konsentraatio, maidossa
nousevat. Vapaan sinkin pitoisuus sen sijaan laskee, koska sinkki sitoutuu
kaseiiniin. Mastiitti laskee maidon vesiliukoisten vitamiinien pitoisuuksia. Ri-
boflaviini- ja C-vitamiinipitoisuudet laskevat eniten, jopa 10 - 50 %. [6, s. 78 -
79.]

Utaretulehdus lisda entsymaattista ja biokemiallista aktiivisuutta maidossa.
Nailla muutoksilla on huomattava merkitys maidon jatkojalostamiselle. Li-
saantynyt biokemiallinen aktiivisuus aiheuttaa maidossa vaaranlaista kay-
mista hapanmaitotuotteita valmistettaessa. Entsyymiaktiivisuuden lisdanty-
minen puolestaan aiheuttaa muutoksia maitotuotteiden hajussa, maussa se-

k& rakenteessa. Kaikki nama heikentavat tuotteiden laatua. [6, s. 79.]

2.1.3 Koagulaasinegatiiviset stafylokokit mastiitin aiheuttajina

Mastiittia aiheuttavia bakteerilajeja on useita. Suomessa eri vuosina mastiitin
aiheuttajabakteerien esiintymisesta tehdyissa tutkimuksissa on havaittu pe-
rinteisten taudinaiheuttajien, kuten Streptococcus agalactiae ja Staphylococ-
cus aureus, méaran vaheneminen, mutta samalla koagulaasinegatiivisten
stafylokokkien (KNS) maara on lisaantynyt [9, s. 5]. KNS:t ovatkin nykydan
monissa maissa yleisimpia maidosta eristettyja utaretulehdusta aiheuttavia
bakteereja, vaikka niita ei perinteisesti ole pidetty tarkeina taudinaiheuttajina
[6, s. 125; 10, s. 10].

Stafylokokit ovat gram- ja katalaasipositiivisia, iti6itd muodostamattomia bak-
teereja. Useimmat stafylokokit eivat muodosta kapselia tai muodostavat vain

hyvin rajoittuneesti kapselin. Useimmat lajit ovat fakultatiivisia anaerobeja ja



muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta niiden kasvu on nopeampaa aerobi-
sissa kuin anaerobisissa olosuhteissa. Stafylokokit erotetaan plasman koa-
gulointikyvyn mukaan koagulaasipositiivisiin ja koagulaasinegatiivisiin. Yh-
teensa koagulaasinegatiivisia stafylokokkeja on noin 40 eri lajia. Monet niist&
elavat naudan iholla, karvapeitteessa seka limakalvoilla. KNS-lajeja onkin
pidetty opportunistisina ihon mikrobiotaan kuuluvina bakteereina ja ne on
luokiteltu vahapatoisiksi patogeeneiksi (minor pathogenes), kun taas esi-
merkiksi koagulaasipositiivinen Staphylococcus aureus luokitellaan merkitta-

vaksi patogeeniksi (major pathogenes). [9, s. 9; 10, s. 6, 10, 11; 11, s. 222 ]

Yleisimmat utaretulehdusta aiheuttavat KNS-lajit ovat Staphylococcus simu-
lans, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus hyicus ja Staphylococ-
cus epidermidis [10, s. 20 - 21; 12, s. 13]. KNS-mastiitin tartuntaldhteena on
usein mastiittia pillevdna sairastava lehma tai haavat ja ruhjeet lehman veti-
missa, kintereissa ja nivusissa. KNS-mastiitissa kliiniset oireet ovat useimmi-
ten paljon lievemmat kuin esimerkiksi S. aureus -mastiitissa. KNS-mastiittia
esiintyy seké lievaoireisena Kliinisenad ettd subkliinisend. Oireiden voimak-
kuus vaihtelee KNS-lajin mukaan, silla toiset lajit ovat tarttuvampia ja virulen-
timpia kuin toiset. Perinteisesti on ajateltu KNS-tartunnan paranevan itses-
taan, mutta uudemmissa tutkimuksissa on havaittu, ettei ndin aina ole. Pa-
ranemisennuste KNS-mastiitissa on kuitenkin hyva eikd kudosvaurioita
yleensa esiinny. [6, s. 145; 9, s. 31; 10, s. 10 - 11; 12, s. 12]

S. simulans on ollut Suomessa yleisin KNS-mastiittia aiheuttava laji. Se ai-
heuttaa utaretulehduksen useimmiten laktaation aikana, kun taas jotkin
KNS-lajit aiheuttavat enemman tulehduksia ennen laktaatiota. S. simulansin
on havaittu aiheuttavan muita KNS-lajeja korkeamman tulehdusvasteen.
Sen aiheuttamat utaretulehdukset ovatkin muita KNS-tulehduksia useammin
kliinisia. S. simulans tarttuu useimmiten lypsyn yhteydesséd lehmasta toi-
seen. [10, s. 20; 12, s.13 - 14 ]

S. epidermidis on ihmisen ihon normaaliin bakteerikantaan kuuluva laji, joka
on melko harvinainen naudan iholla tai limakalvoilla. Tutkittaessa utareesta
tulehduksen aikana eristettyja S. epidermidis -kantoja seké lypsajan kasissa
ja muualla iholla olevia S. epidermidis -kantoja, on havaittu niiden olevan
samoja. Onkin mahdollista, ettd tartunnan I&dhteené olisi ihminen. Utareessa
S. epidermidis -infektio on kliininen, mutta nopeasti ohimeneva. [10, s. 21 -
22;12,s.14]



2.2 Naudan immuunipuolustus utaretulehdusta vastaan

Immuunijarjestelman tarkoitus on suojella elimistdéa vierailta organismeilta.
Immuunijarjestelma jaetaan kahteen osaan; synnynndiseen ja hankittuun
immuniteettiin. Synnynnainen ja hankittu immuniteetti toimivat yhdessa puo-
lustaessaan elimistdéa mahdollisilta patogeeneiltd. Synnynnaisen immunitee-
tin puolustus ei ole antigeenispesifistéd eikéa sen toiminta tehostu elimiston al-
tistuessa toistuvasti samalle patogeenille. Synnynnainen immuniteetti on val-
litsevana infektion alkuvaiheessa. Se myds tehostaa hankitun immuniteetin
toimintaa. Utareen synnynndainen puolustusjarjestelmé perustuu vedinkana-
van anatomiseen esteeseen, puolustussoluihin ja liukoisiin tekijoihin. Mikali
synnynnainen immuniteetti ei pysty tuhoamaan elimistdon tunkeutunutta pa-
togeenid, kaynnistyy hankitun immuniteetin toiminta. Hankittu immuniteetti
tunnistaa ja eliminoi patogeeneja spesifisesti. Se myds muistaa tunnista-
mansa patogeenit, joten sen toiminta tehostuu elimiston altistuessa samalle
patogeenille toistuvasti. Hankittu immuniteetti kayttdd monia synnynndisen
immuniteetin efektorimekanismeja ja lisdd synnynnédisen immuniteetin anti-

mikrobialista toimintaa. [2; 4; 5; 10.]

2.2.1 Anatomiset puolustusmekanismit

Vedinkanava on ensimmainen utareen puolustusjarjestelmén osa, jonka
bakteerit kohtaavat. Vedinkanava on suljettuna lypsyjen vélisen ajan seka
silloin, kun lehm& on ummessa eli ei tuota maitoa. Lypsyn jalkeen kanava
pysyy auki noin kaksi tuntia. Vedinkanavan sulkeutumisesta huolehtivat sita
ymparoivat lihakset. Vaurio néissé lihaksissa voi estad kanavaa sulkeutu-
masta kunnolla, mika puolestaan altistaa utaretulehduksille. Vedinkanava on
paallystetty keratiinilla ja keratiinin kaltaisilla yhdisteilla. Keratiinilla on anti-
mikrobialisia vaikutuksia ja keratiinikerroksen poistamisen on havaittu edis-
tavan bakteerien tunkeutumista utareeseen. Myds maidon virtaus ulos uta-
reesta lypsyn aikana estdd bakteereja tunkeutumasta utareen sisdan. Uta-
reen anatomiset puolustusmekanismit on esitetty kuvan 1 kohdassa A, jossa

nakyy vedinkanava seké keratiinin peittama epiteeli. [2; 5; 6, s. 37; 13.]
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Kuva 1. Kaavakuva utareen anatomisista puolustusmekanismeista seka solupuolus-
tuksesta [2]

2.2.2 Solupuolustus

Mikali bakteeri paésee anatomisista tekijoisté huolimatta tunkeutumaan uta-
reen sisdan, se kohtaa seuraavaksi solupuolustuksen. Solupuolustusjarjes-
telm& koostuu makrofageista, neutrofiileista ja lymfosyyteista, jotka utarees-
sa ovat peraisin joko kudoksista tai verenkierrosta. Mastiitissa maidon solu-
maara nousee nopeasti elimistbn puolustussolujen lisddntyneen maaran
myo6ta. [2; 5; 13.]

Makrofagit ovat fagosytoivia soluja, jotka tuhoavat patogeeneja ja elimistén
omia kudosjatteitd. Makrofagit havaitsevat bakteerit, fagosytoivat ne ja pro-
sessoivat niiden antigeenit seka valittavat tiedon muille soluille. Liséksi ne
saatelevat lymfosyyttien toimintaa erittdmalld tulehdusreaktiota saatelevia
sytokiineja. Aktivoiduttuaan makrofagit erittavat sytokiineja. Maidossa mak-
rofagien kyky fagosytoida bakteereja on heikompi kuin veressa. Maitomakro-

fagien tarkein tehtdva onkin antigeenien esittely ja tulehdusreaktion k&ynnis-



taminen. Terveen utareen maidon soluista suurin osa on makrofageja. [2; 5;
6, s. 44 - 45; 13/]

Neutrofiilit siirtyvat tulehdusalueelle makrofagien erittdmien sytokiinien seka
muiden tulehdusta saatelevien tekijoiden houkuttelemina. Kuvan 1 kohdassa
C nakyy, ettd makrofagi fagosytoi bakteereja ja erittaa sytokiineja, jonka seu-
rauksena verenkierrosta siirtyy neutrofiileja utareen tulehduspaikalle. Neutro-
fillit ovat suurin solujoukko utarekudoksessa ja maidossa utaretulehduksen
alkuvaiheessa. Neutrofiilien tehtdv&nd on fagosytoida ja tappaa bakteereja,
tosin niiden kyky fagosytoosiin on maidossa heikompi kuin veressa. Lisaksi
neutrofiilit tuottavat hydroksyyli- ja happiradikaaleja, jotka ovat osa niiden
kayttamaa hapesta riippuvaista bakteerien tuhoamismenetelmda. Bakteerit
kuolevat superoksidi-ionien, hypokloriitin ja vetyperoksidin yhteisvaikutuk-
sesta. Fagosytoosissa bakteerit altistuvat lisksi useille hapesta riippuvaisille
entsyymeille, kuten peroksidaasille, lysotsyymille, laktoferriinille sek& useille
hydrolyyttisille entsyymeille. Lis&ksi neutrofiilit tuottavat pienid antibakteerisia
peptideja ja defensiinejd, jotka pystyvat tappamaan useita mastiittipato-

geeneja. Mastiittimaidon soluista suurin osa on neutrofiileja. [2; 5; 13.]

Lymfosyytit tunnistavat antigeenejd antigeenispesifisten kalvoreseptorien
avulla. Lymfosyyteista erotetaan T- ja B-lymfosyytit, jotka eroavat toisistaan
toiminnaltaan ja tuottamiltaan proteiineilta. T- solut tuhoavat elimiston omia
infektoituneita, vanhoja tai vaurioituneita soluja ja kontrolloivat immuunivas-
tetta bakteeri-infektion aikana seka tuottavat sytokiineja. B-lymfosyyttien tar-
kein tehtdva on tuottaa vasta-aineita tunkeutunutta patogeenia vastaan. NK-
solut (natural killer cells) ovat suuria, rakeisia lymfosyytteja, joilla on sytotok-
sisia ominaisuuksia. NK-solut pystyvat tuhoamaan sekd gram-negatiivisia et-
téd gram-positiivisia bakteereja. NK-solut pystyvéat tuhoamaan erityisen hyvin
solun sisaisid patogeeneja, kun makrofagit ja neutrofiilit tuhoavat lahinna so-
lun ulkopuolisia patogeeneja. Terveessa utarekudoksessa on hyvin vahan

lymfosyytteja. Naista suurin osa on T-soluja. [2; 5; 13.]

2.2.3 Liukoiset tekijat

Maito siséltda useita liukoisia tekijoita, jotka suojaavat elimistda patogeeneil-
td. Samoja liukoisia tekijoita esiintyy myos veressa ja kudosnesteissi seka
limakalvoilla. Laktoferriini on proteiini, joka sitoo bakteerien tarvitsemaa rau-
taa ja siten estaa bakteerien kasvun. Normaalisti lehman maidossa ei ole

merkittavia maaria laktoferriinia, mutta mastiitissa sen maara nousee huo-
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mattavasti. [5; 6, s. 38; 13; 14, s. 15.] Transferriini on elimiston tarkein rautaa
sitova proteiini. Transferriinid esiintyy paaosin seerumissa, mutta utareen tu-
lehdusreaktiossa sitd siirtyy veresta maitoon. [5; 6, s. 39.] Laktoperoksidaasi
on entsyymi, joka vaatii substraatikseen tiosyanaatin ja vetyperoksidin. Nai-
den lasné ollessa se estaa tai tappaa monia bakteereja varsin tehokkaasti.
[5; 6, s. 40; 13.] Komplementtijarjestelma esiintyy veren lisaksi muissa ku-
dosnesteissad ja maidossa. Se koostuu useista erilaisista proteiineista, jotka
aktivoituessaan muodostavat kaskadimaisesti etenevan reaktiosarjan.
Komplementtijarjestelma tunnistaa ja tuhoaa mikrobeja seké ohjaa fagosyyt-
teja. Terveesta utareesta erittyvassa maidossa komplementtitekijoita esiintyy
matalina pitoisuuksina, jotka kohoavat nopeasti tulehdusreaktiossa. [5; 6, s.
41; 13.] Vasta-aineiden eli immunoglobuliinien tehtdva on tunnistaa elimis-
t6on tunkeutunut antigeeni seké ohjata puolustusjarjestelman soluja tuhoa-
maan se. Immunoglobuliinien maaré ja eri alaluokkien suhde maidossa vaih-

telee laktaatiovaiheen mukaan. [5; 6, s. 41 - 42]

2.3 Sytokiinit

Solujen erittdméat sytokiinit ovat yksi puolustusjarjestelman liukoisista teki-
joista. Sytokiinit saatelevat tulehdusta ja puolustusjarjestelmaa. Taman li-
saksi sytokiinit vaikuttavat hematopoieesiin, stressireaktioon sekd kudosvau-
rioiden korjaamiseen. [6, s. 66; 7, s.108; 15.] Useat erilaiset solut voivat tuot-
taa samoja sytokiineja. Elimiston tarkeimmat sytokiineja tuottavat solutyypit
ovat monosyytit/makrofagit ja T-lymfosyytit, etenkin auttaja-T-solut sek& en-
doteeli- ja epiteelisolut. Sytokiineja tuotetaan pienia maaria, mutta niilla on
silti merkittdva biologinen vaikutus, koska ne sitoutuvat voimakkaasti resep-
toreihinsa. [7, s.108; 8, s. 10 - 11; 16.]

Sytokiinit sitoutuvat solujen pinnalla oleviin reseptoreihin ja valittavat siten
viestinsa solujen sisépuolelle. Yksi sytokiinien merkittavimmista viestintarei-
teistd on niiden kyky aktivoida solunsiséisia signalointireitteja. Sytokiinien va-
litthmat viestit riippuvat sytokiinistd, kohdesolusta, solujen ymparistosta ja
muista soluja ympardgivista liukoisista tekijoista. Osa sytokiineista voi toimia
eri tavoilla kohdesolusta riippuen, jolloin niitd kutsutaan pleiotrooppisiksi.
Useilla sytokiineilla voi my6s olla samanlaisia vaikutuksia. Liséksi sytokiinit
voivat edistaa tai estaa toistensa toimintaa. Usein yhden sytokiinin toiminta
vaikuttaakin toisten sytokiinien toimintaan. Vaikka sytokiineilla on elintarkea

merkitys elimiston puolustusjarjestelman toiminnalle, niilla on myés elimistdl-
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le haitallisia vaikutuksia etenkin korkeina pitoisuuksina tai mikali niitd erittyy
elimistoon pidemmaén aikaa. [6, s. 66; 7, s. 108; 8 s.11 - 12; 15; 16.]

2.3.1 Interleukiini-18

Interleukiini-1 (IL-1) ryhm&an kuuluu kaksi erilaista proteiinia, interleukiini-1a
(IL-10) ja interleukiini-1p3 (IL-1pB), joista IL-1p on vallitseva muoto. IL-1( erit-
tyy paédosin solun ulkopuolelle, kun taas IL-1a ja& paaosin solun sisédpuolel-
le. N&itd koodaavat eri geenit. Aminohappojarjestykseltaan IL-1a ja IL-1B
ovat 25 % homologisia. Naudan IL-13 syntetisoidaan 266 aminohapon ko-
koisena esiasteproteiinina, jonka molekyylimassa on 30,76 kDa. IL-1(3 spesi-
finen proteaasi (interleukin-1p-converting-enzyme) pilkkoo esiasteen val-
miiksi proteiiniksi, joka on kooltaan 17,73 kDa ja koostuu 153 aminohaposta.
[7, s. 108; 15; 16.]

IL-1B tuotetaan pédasiassa monosyyteissa ja makrofageissa, mutta myos
muut solutyypit, kuten osteoblastit, keratinosyytit, hepatosyytit, hermosolut
seka jotkin endoteelisolut voivat tuottaa IL-1B3:aa. Molemmat IL-1-muodot si-
toutuvat samoihin reseptoreihin. N&ita reseptoreja on kahta tyyppia, IL-1RI ja
IL-1RII. IL-1RI-reseptoreita on ldhes kaikissa soluissa. Eniten niitd on endo-
teelisoluissa, hepatosyyteissa, keratinosyyteissa, T-lymfosyyteissa seka fib-
roblasteissa. IL-1RI sitoo suuremmalla affiniteetilla IL-1a:ta kuin IL-1B:aa ja
IL-1RIlI puolestaan IL-1B:aa. IL-1RIl-reseptoreita on eniten lymfosyyteissa,

monosyyteissa ja neutrofiileissa. [2; 7, s. 108 - 109; 16.]

IL-1B:lla on useita eri vaikutuksia eri soluille ja elimille. IL-1f vaikuttaa paikal-
lisesti stimuloiden monosyytteja ja makrofageja tuottamaan enemman IL-1f3
ja muita sytokiinejd. Se myo6s vaikuttaa B-solujen erilaistumiseen ja lisaa
vasta-ainetuotantoa seka stimuloi T-soluja tuottamaan sytokiineja. IL-1 tuo-
tetaan usein korkeita pitoisuuksia ja se vaikuttaa verenkierron mukana kul-
keutuessaan koko elimistoon. IL-13 nostaa kuumeen, vaikuttaa hermostoon
ja endokriiniseen jarjestelmaan seka kaynnistda akuutin faasin proteiinien
tuoton maksassa. IL-1B:lla on myds elimistblle haitallisia vaikutuksia, joita
ovat septinen shokki, verisuonten seindmien vuotaminen seka monielinvau-
rio. [7,s. 108 - 109, 16.]

IL-1B:n on osoitettu olevan tarked osa immuunivastetta Escherichia colin ja
Staphylococcus aureuksen aiheuttaman mastiitin alkuvaiheessa. IL-13:n on

todettu olevan yhteydesséa tulehduksen alkuvaiheessa tapahtuvaan neutrofii-
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lien maaran nopeaan kasvuun E. colin aiheuttamassa mastiitissa. IL-1a ja
IL-1B tai niiden lahetti-RNA:ta on todettu olevan myds terveen lehman mai-
dosta. [2; 15.]

2.3.2 Interleukiini-6

Naudan interleukiini-6 (IL-6) koostuu 208 aminohaposta. Se on 53 %:sesti
homologinen ihmisen IL-6:n kanssa. IL-6 muodostuu lymfosyyteissd, mono-
syyteissa, makrofageissa, neutrofiileissa, fibroblasteissa, hepatosyyteissa,
endoteeli- ja epiteelisoluissa sekd hermosoluissa. IL-6:n erittymisen voivat
kaynnistaa bakteerien tai virusten lisdksi muut sytokiinit, kuten IL-1( tai TNF-
a. IL-6:lla on seka tulehdusta edistavia ettd estavia vaikutuksia. Se aktivoi
hematopoieettisia kantasoluja, indusoi megakaryosyyttien kypsymista, hepa-
tosyyttien, keratinosyyttien, hermosolujen seka T- ja B-solujen lisdantymista
ja erilaistumista ja stimuloi akuutin faasin proteiinien tuottoa maksassa seka
aiheuttaa kuumetta. IL-6:n tulehdusta estavista vaikutuksista yksi on sen ky-
ky estaa IL-1B:n ja TNF-a:n muodostumista. [2; 7, s. 116; 15; 16.]

IL-6 on havaittu olevan osallisena akuuttiin septiseen shokkiin, joka voi syn-
tya koliformisten bakteerien tai S. aureuksen aiheuttamassa mastiitissa. IL-6
on osoitettu mastiitin yhteydessa seké maidosta etta seerumista. Maidossa
sen konsentraatiot ovat olleet korkeampia kuin veressa paitsi vakavassa ko-
liformisessa mastiitissa. Kun utare on infektoitu E. colilla, on havaittu IL-6-
pitoisuuden nousu jo 14 tunnin kuluessa tartutuksesta. IL-6-osuutta tuleh-
duksen patofysiologiaan ei voitu kuitenkaan osoittaa, koska IL-1-pitoisuus
nousi samaan aikaan. Nayttaa kuitenkin silta, etta IL-6:lla ja IL-1:11& on erilai-

nen merkitys tulehdusprosessissa. [2; 15.]

2.3.3 Interleukiini-8

Interleukiini-8 (IL-8 tai CXCL8) kuuluu kemokiineihin. Kemokiinit ovat pienia,
8 - 10 kDa:n kokoisia sytokiineja, jotka ovat rakenteellisesti keskenaan sa-
mankaltaisia. Naudan IL-8 on 7,8 kDa:n kokoinen ja 76 %:sesti homologinen
ihmisen IL-8:n kanssa. IL-8 on kemotaktinen neutrofiileille eli se houkuttelee
neutrofiileja tulehduspaikalle. IL-8:n vaikutukset elimistdssa ovat muihin ke-
moatraktantteihin verrattuna pitkid, silla IL-8 on resistentti proteolyyttiselle
hajoamiselle ja siten h&vidd kudoksista verraten hitaasti. Monosyytit, T-

lymfosyytit, makrofagit, epiteelisolut ja endoteelisolut tuottavat IL-8:aa joko
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ulkoisten tekijoiden, kuten bakteerien, viruksien tai sienen, tai sisaisten teki-
joiden, kuten TNF-a:n tai IL-1B:n, vaikutuksesta. [2; 7, s. 113; 15; 16.]

Mastiitissa IL-8 houkuttelee neutrofiileja utarekudokseen. Kokeellisessa koli-
formisessa mastiitissa IL-8-pitoisuuksien on todettu nousevan jo varhaisessa
vaiheessa tulehdusta, 14 - 24 tunnin kuluessa. Staphylococcus aureus
-mastiitissa sen sijaan ei merkittavaa IL-8-pitoisuuden nousua ole havaittu.

IL-8:n lahetti-RNA:ta on todettu olevan myos terveessa maidossa. [2; 15.]

2.3.4 Tuumorinekroositekija-alfa

Tuumorinekroositekija (TNF) kasittaa kaksi sytokiinia, TNF-a ja TNF-B. Yh-
desséa IL-1B:n kanssa TNF:t ovat tarkedssa osassa tulehdusreaktion kayn-
nistymista ja puolustusjarjestelméan aktivoimista. Sama geeni koodaa seka
TNF-a:aa ettd TNF-B:aa. Naudan TNF-a on 233 aminohaposta koostuva
19,1 kDa kokoinen proteiini. Biologisesti aktiivinen TNF-a:n muoto on homot-

rimeeri eli se muodostuu kolmesta samanlaisesta yksikosta. [7, s. 112; 15.]

TNF-a:a erittavat monosyytit ja makrofagit, neutrofiilit, T- ja B-lymfosyytit,
NK-solut, epiteelisolut sek& osa leukosyyteistd. TNF-a:n erittymisen voi
kaynnistaa, joko elimistén ulkopuolinen tekija, kuten virus tai bakteeri, tai
elimiston siséiset tekijat, kuten muut sytokiinit tai komplementin osat. TNF-
reseptoreja on kahta tyyppia, TNFRI ja TNFRIl. Molemmat TNF-muodot si-
toutuvat samoihin reseptoreihin, joten ne saavat aikaan samanlaiset vasteet.
Kaikissa TNF:ien kohdesoluissa on joko toinen tai molemmat reseptorityypit.
TNF:n aktiivisen muodon sitoutuminen reseptoriin saa aikaan solun tyypista
riippuvan vasteen. TNF:t aiheuttavat suoraan joidenkin kasvainsolujen kuo-
leman. Ne aktivoivat monosyytteja/makrofageja sekd endoteelisoluja tuotta-
maan IL-1B:aa ja muita sytokiineja sekd houkuttelevat leukosyytteja tuleh-
duspaikalle. Korkeampien TNF-pitoisuuksien erittymisella on endokriinisia
vaikutuksia. Se aiheuttaa kuumeen seka lisaa proteiinin tuottoa maksassa
(muun muassa komplementin osat ja akuutin faasin proteiinit). Korkeat tai
pitkdan koholla olevat TNF-pitoisuudet voivat aiheuttaa laihtumista, ve-
risuonten seindmien vuotamista, kudosvaurioita ja shokin. TNF-a on pienina
pitoisuuksina elintarked elimistén puolustusjarjestelmalle, mutta korkeina pi-
toisuuksina elimistdlle haitallinen. [6, s. 66; 7, s. 112; 8, s. 126; 16.]

TNF-a on tarkein infektion alkuvaiheessa erittyvista sytokiineistéd. My6s TNF-

a on pystytty osoittamaan terveenkin utareen maidosta, etenkin laktaation
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loppuvaiheessa. Tama selittyy silla, etta TNF-a on valttdmaton osa im-
muunijarjestelmén toiminnassa. Kokeellisessa koliformisessa mastiitissa
TNF-a-pitoisuuden on osoitettu nousevan utareen imunesteessa jo 2 tunnin
kuluttua infektoinnista ja maidossa 4 tunnin kuluessa infektoinnista. Pitoi-
suudet pysyvat korkealla koko infektion ajan. Koliformisessa mastiitissa
TNF-a:n on osoitettu lisdavan haptoglobiinipitoisuutta veressa, aktivoivan ja
houkuttelevan neutrofiileja tulehduspaikalle sekd nostavan utareen ja elimis-
ton nitraatti- ja nitriittipitoisuutta. Kokeellisessa S. aureus -mastiitissa TNF-a-
pitoisuuden on todettu nousevan vasta 24 tunnin kuluttua infektoinnista ja

laskevan nopeasti 32 tunnin kuluttua infektoinnista. [2; 13; 15.]

2.3.5 Sytokiinien kayttomahdollisuudet mastiitin diagnosoinnissa ja hoidon seurannassa

Viimeaikainen laaja sytokiinitutkimus on antanut paljon uutta tietoa naudan
immuunijarjestelman toiminnasta. Samalla on I6ydetty uusia mahdollisuuksia
mastiitin diagnosointiin ja hoidon seurantaan. Talla hetkella mastiitin hoidos-
sa kaytetaan paljon antibiootteja. Kuitenkaan antibiootit eivat tehoa kaikkiin
bakteereihin niiden antibioottiresistenttiyden vuoksi. Liséksi antibioottihoidon
aikana pois heitettavad maito aiheuttaa tulojen menetyksid maitotilallisille. Sy-
tokiinien toivotaankin tulevaisuudessa tarjoavan uuden tavan diagnosoida

mastiittia sek& seurata hoidon onnistumista. [2; 15.]

Sytokiinit ovat yksi tarkeimmista elimiston immuunijarjestelmaa séatelevista
tekijoista. Jo pienet muutokset sytokiinipitoisuuksissa voivat kertoa elimiston
puolustusjarjestelmé&n mekanismien k&ynnistymisestd. TAman tiedon avulla
voidaan sairauksia tunnistaa jo hyvin varhain ennen Kliinisten oireiden ilme-
nemista. Sytokiinipitoisuuksia seuraamalla voidaan myds tarkkailla mahdolli-
sen hoidon vaikutusta. Kuitenkin tama vaatii viela parempaa tietdmystéa nau-
dan immuunijarjestelmasta seka tietoa siita, miten sen toiminta muuttuu uta-
reen eri laktaatiovaiheissa. Myds sytokiinien maaritysmenetelmia tulisi saada
kehitettyd kayttajaystavallisemmiksi. Nykyiset menetelmat, rt-PCR ja ELISA,
eivat ole kaytanntssa toteutettavissa jokapdaivaisena diagnostisena mene-

telmana. [15.]

Naudan sytokiiniverkoston tutkimisen seurauksena on jo nyt saatavilla useita
eri rekombinanttisytokiineja. Nama taas luovat lisamahdollisuuden tutkimuk-
selle sytokiinien vaikutuksista utareessa sek& sytokiinien kaytostd mastiitin
hoidon seurannassa. Rekombinanttisytokiinien on jo todettu pystyvan vaikut-

tamaan mastiitin etenemiseen houkuttelemalla puolustusjarjestelméan soluja
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utarekudokseen, lisddmalla fagosytoivien solujen méaraa ja fagosyyttista ak-
tiivisuutta sekd saatelemalla akuuttia tulehdusreaktiota. Edelleen tarvitaan li-
saa tietoa bakteerien patogeenisyyden ja naudan immuunijarjestelméan vuo-
rovaikutuksesta seka siitd mika osa sytokiineilla on patogeenin ja im-
muunijarjestelméan vuorovaikutukseen. Lisédhaasteen tdhan antaa mastiittia
aiheuttavien bakteerien laaja kirjo seka niiden vaihtelevat ominaisuudet. [2;
13; 15]]

2.4 Sytokiini-ELISA

ELISA eli entsyymi-immunologinen menetelm& (enzyme-linked immunosor-
bent assay tai enzyme immunoassay) perustuu vasta-aineen ja antigeenin
valiseen sitoutumiseen. ELISAsta on olemassa monia eri muunnoksia, joilla
mitataan joko naytteen vasta-aine- tai antigeenipitoisuutta. Sytokiini-ELISA
perustuu ns. sandwich-tekniikkaan, jossa naytteen sisaltama antigeeni jaa

kahden vasta-ainekerroksen valiin. [17, s. 555; 18; 19.]

ELISAn herkkyyteen vaikuttaa levyyn sitoutuneiden ensimmaisten vasta-
aineiden maara, antigeenin kyky sitoutua sekd ensimmaiseen ettad toiseen
vasta-aineeseen, leimatun vasta-aineen aktiivisuus ja pesujen tehokkuus.
Myds vasta-aineiden valinnalla on merkitystd menetelman herkkyydelle ja
luotettavuudelle. Anti-sytokiinivasta-aineet saattavat olla niin spesifisia, etta
kaikki epitoopit eivat tunnista niitd, esimerkiksi voi olla ettei humaanivasta-
aine tunnista naudan sytokiinid. Vasta-aineet valitaan yleensa siten, etta en-
simmainen vasta-aine on monoklonaalinen, mik& varmistaa mahdollisimman
spesifisen sitoutumisen. Toinen vasta-aine taas usein on polyklonaalinen,
jotta se tunnistaa mahdollisimman monenlaiset epitoopit. Vasta-aineita valit-
taessa on myds huomioitava, missd eldimessa vasta-aine on tuotettu, jotta
vasta-aineet eivat sitoudu toisiinsa. Liséksi molempien proteiinien eli vasta-
aineen ja antigeenin on oltava laskostunut siten, ettéd ne kykenevét sitoutu-
maan toisiinsa. Naytematriisi saattaa myos aiheuttaa hairi6td menetelmaan
naytteiden ollessa biologisia nesteita. Sytokiini-ELISA-menetelmalla voidaan
mitata ainoastaan sytokiinien maaraa naytteessa, ei sitd, mista soluista sy-

tokiinit ovat peraisin tai ovatko ne biologisesti aktiivisia. [17, s. 579; 18.]
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3 ANALYSOITAVAT NAYTTEET

Analysoitavat ndytteet olivat peraisin Elainlaaketieteellisen tiedekunnan klii-
nisen tuotantoelainlddketieteen laitoksella tehdyistd kokeellisista KNS-
tartutuksista, jotka ovat osa professori Satu Pyodralan johtamaa utaretuleh-
dustutkimusta. KNS-tutkimuksen tavoitteena on selvittad koagulaasinegatii-

visten stafylokokkien patogeneesia kokeellisen infektiomallin avulla.

Naytteet olivat sekd maito- ettd seeruminaytteitd. Maitonaytteitd oli infek-
toidun utareneljnneksen (koeneljannes) liséksi otettu myds terveesta nel-
jdnneksesta (kontrollineljinnes). Maitonaytteet oli otettu aseptisesti 7(5), 2 ja
1 paivaéa ennen infektointia seka juuri ennen infektointia (O h) ja infektoinnin
jalkeen 14 vuorokauden ajan. Seerumindytteitd oli otettu hieman harvemmin
kuin maitonéaytteitd. Seerumindytteet oli otettu kaulasuonesta kanyylin kautta
1 vrk ennen tartutusta — 5 vrk tartutuksen jalkeen ja muulloin neulan avulla.
[20.]

Tartutuksissa kaytettiin kahdeksaa nautaa, jotka olivat kerran poikineita.
Naudat olivat rodultaan ayshireita paitsi Ulrika, joka oli holstein-friisilainen.
Naudat oli infektoitu joko S. simulans tai S. epidermidis -bakteereilla. Kunkin
naudan saama bakteeri ndkyy taulukosta 1. Jokainen lehmé& oli infektoitu
kerran kummallakin bakteerilla. Infektoitu neljannes oli aina sellainen, jota ei
ollut aiemmin infektoitu kummallakaan bakteerilla. Kontrollina kaytettya nel-
jdnnesta ei ollut missdan vaiheessa infektoitu, tosin joillakin naudoilla kont-
rollineljanneksessa todettiin jonkin muun bakteerin kasvua. Tartutusannos oli
5,7 miljoonaa CFU:ta suspensoituna 7 ml:aan 0,9 % NaCl-liuosta. Kontrol-

lineljannekseen ruiskutettiin 7 ml 0,9 % NaCl-liuosta. [20.]

Taulukko 1. Tartutuskokeessa kéaytetyt naudat ja bakteerit, joilla naudat infektoitiin
[20]

01/08
Ulpukka | S. epidermidis
Tipsa S. epidermidis
Unamon | S. simulans

Tove S. simulans
03/08
unssi S. epidermidis

Umbra | S. epidermidis
Untuva | S. simulans
Ulrika S. simulans




4 TYON TOTEUTUS

4.1 Menetelman pystytys

4.1.1 Kaytettavien vasta-ainepitoisuuksien ja sopivan levytyypin etsiminen
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IL-6 ja IL-8 -mé&arityksiin oli paatetty kayttdd valmiita kaupallisia kitteja (R&D
Systems Human IL-6 DuoSet, DY206 ja R&D Systems Human IL-8 DuoSet,
DY208). Kittien vasta-aineet olivat humaanivasta-aineita. Kiteisséa ei mainit-
tu, olivatko vasta-aineet mono- vai polyklonaalisia. Kittien sisaltdmat IL-6 ja
IL-8 -standardit olivat rekombinanttiproteiineja. Kaytetyt IL-18 ja TNF-a -
vasta-aineet olivat naudan vasta-aineita. IL-1B "capturing”-vasta-aine (AbD
Serotec Mouse Anti Sheep Interleukin-1 Beta, MCA1658) oli monoklonaali-
nen ja detektiovasta-aine (AbD Serotec Rabbit Anti Bovine Interleukin-1 Be-
ta: Biotin, AHP851B) oli polyklonaalinen. Seka TNF-a “capturing”-vasta-aine
(AbD Serotec Mouse Anti Bovine TNF Alpha, MCA2334), ettd detektiovasta-
aine (AbD Serotec Mouse Anti Bovine TNF Alpha: Biotin, MCA2335B) olivat
monoklonaalisia. IL-18 standardi (AbD Serotec, Recombinant Bovine Inter-
leukin-1 Beta, PBP008) ja TNF-a-standardi (AbD Serotec, Recombinant Bo-
vine TNF Alpha, PBP005) olivat rekombinanttiproteiineja.

IL-6 ja IL-8 -kiteissd oli suositeltu tiettyjd vasta-ainepitoisuuksia, joten paa-
dyttiin kayttdmaan niitd. TNF-a:lle ja IL-1B:lle oli suositeltu kaytettavaksi pi-
toisuuksia 1-10 pg/ml. Tarkemmat kayttopitoisuudet jouduttiin itse maaritta-

maan.

IL-1B:lla "capturing”-vasta-aineella kokeiltiin pitoisuuksia 1 pg/ml, 2,5 pg/mi
ja 5 pg/ml. Naitd vasten kokeiltiin detektiovasta-aineen pitoisuuksia 1 pg/ml,

5 pg/ml ja 10 pg/ml.

TNF-a "capturing”-vasta-aineella kokeiltiin pitoisuuksia 1 pg/ml ja 2 pg/ml,

joita vasten titrattiin detektiovasta-aineen pitoisuuksia 1 pg/ml, 2,5 pg/ml ja 5

pg/ml.

Naytteind kaytettiin aiempien mastiittitartutusten yhteydessa otettua seeru-
mia laimennoksina 1:10, 1:100 ja 1:1000 ja heraa laimennoksina 1:10, 1:25

ja 1:50 seka IL-6 ja IL-8 standardeja erilaisina laimennoksina.



18

Samalla haluttiin verrata kahta erilaista polystyreeni-96-kuoppalevytyyppid,
high binding (Greiner Bio One, Microplate, 96-well, PS, Elisa, Microlon 600,
High Binding, F-bottom, Crystal Clear, 655061) ja medium binding (Greiner
Bio One, Microplate 96 well PS, Elisa, Microlon 200, Medium Binding, F-
bottom, crystal clear, 655001) keskenaan, joten kaikki naméa tydvaiheet teh-

tiin kahdelle erilaiselle levylle.

4.1.2 Vasta-aineiden kyky tunnistaa eri lajien sytokiineja

Jo ensimmaisia testauksia tehtdessa havaittiin, etta IL-6:ta mitattaessa stan-
dardit nakyivat hyvin, mutta naytteend kaytetystd seerumista ei pystytty
osoittamaan IL-6:ta. Seuraavassa vaiheessa naytteiksi valittiin heroja sellai-
sista ajankohdista tartutuksen jalkeen, joissa kirjallisuuden perusteella olisi
voinut [0ytyd korkeita IL-6-pitoisuuksia. Koska naistakdan naytteista ei pys-
tytty detektoimaan IL-6:ta, herasi epaily humaanivasta-aineiden kyvysta tun-
nistaa naudan sytokiinejd. Muut vasta-aineet nayttivat tunnistavan naudan

sytokiineja, mutta sekin haluttiin viela varmistaa.

Vasta-aineiden kykya tunnistaa eri lajien sytokiineja testattiin eri solulinjoista
keratyilla naytteilld. Naudan verestd eristettyjA monosyytteja, hiiren mo-
nosyytteja (RAW 264.7) ja makrofageja (J774A.1) sekd ihmisen monosyytte-
j& (THP-1 ja U-937) kasvatettiin 96-kuoppalevylla 100 000 solua/ 300 pl kas-
vatusmediaa/ kuoppa. RAW- ja J774-solujen kasvatusmedia oli DMEM
(BioWhittaker DMEM, Cat N° BE12-614F), johon oli lisatty 10 % FBS (Euro
Lone, Foetal Bovine Serum EC Approved, Cat N° ECS0180L), 1 % Gluta-
max (GIBCO, GlutaMAX™-] 100x, REF 35050-038 100 ml) ja 1 % PS (Hy-
Clone, HyQ® Penicillin-Streptomycin Solution, Cat No SV30010). THP-1
kasvatettin RPMI-mediassa (BioWhittaker RPMI 1640, Cat N° BE12-167F),
johon oli lisatty 10 % FBS, 1 % Glutamax, 1 % PS ja 0,05mM f-
merkaptoetanolia. U937-solujen ja naudan monosyyttien kasvatusmedia oli

muuten sama kuin THP-1 paitsi siin& ei ollut B-merkaptoetanolia.

Monosyyttien erilaistuminen makrofageiksi kaynnistettiin pipetoimalla kuop-
piin PMA:ta (Sigma, Phorbol 12-myristate 13-acetate, approx 99 % (TLC),
P1585-1MG), joka oli laimennettu 1:100 dimetyylisulfoksidilla (DMSO) niin,
ettd kuopan PMA-pitoisuudeksi tuli 100 nM. Soluja kasvatettiin normaaleissa
olosuhteissa (+37 °C, 5 % CO,) 48 h. Tamaén jalkeen solut stimuloitiin Es-
cherichia coli -bakteerin lipopolysakkaroideilla (LPS) (Sigma, Lipopolysac-
charides from Escherichia coli 0111:B4, L4931-1MG) siten, ettd kuoppien
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LPS-pitoisuudeksi tuli 1pg/ml. Soluviljelmista kerattiin naytteita 48 tunnin
ajan. Ensimmainen nayte otettiin juuri ennen stimulointia. Jokainen nayte
otettiin eri kuopasta. Naist& soluviljelmista keratyistd naytteista mitattiin syto-
kiinipitoisuuksia ELISA-menetelmalla. IL-1B- ja TNF-a-mittaukset tehtiin ai-
noastaan naudan monosyyteistd sekad hiiren monosyyteista ja makrofageis-
ta, sillda ndméa vasta-aineet olivat naudan. IL-6- ja IL-8-mittaukset tehtiin

my6s humaanisolulinjojen soluille, koska ndmé vasta-aineet olivat ihmisen.

4.1.3 Standardina kaytetyt rekombinanttiproteiinit

IL-8-rekombinanttiproteiinien laimennossarja valittiin aluksi kitin ohjeen mu-
kaan, mutta my6hemmin sitd muutettiin pitoisuudeltaan matalammaksi. Ta-
ma tehtiin, koska oli oletettavaa, ettd naytteiden pitoisuudet eivat ole kovin
korkeita. Kaytetyn standardisuoran pitoisuudet olivat 1 ng/ml; 0,5 ng/ml,
0,250 ng/ml; 0,125 ng/ml; 0,0625 ng/ml; 0,0313 ng/ml; 0,0156 ng/ml ja O

ng/ml.

IL-1B-laimennossarjan kaytetyt pitoisuudet olivat 5 ng/ml; 2,5 ng/ml; 1,25
ng/ml; 0,625 ng/ml; 0,313 ng/ml; 0,156 ng/ml; 0,078 ng/ml ja O ng/ml.

TNF-a-laimennossarja valittin sek& kirjallisuuden [16], ettd menetelm&n
herkkyyden perusteella. Kaytetyn suoran pitoisuudet olivat 200 ng/ml; 50
ng/ml; 25 ng/ml; 12,5 ng/ml; 6,25 ng/ml; 3,125 ng/ml ja O ng/ml.

Liséksi kokeiltiin, miten rekombinanttiproteiinilaimennossarjojen OD(450
nm)-arvot vaihtelevat erilaisissa biologisissa nesteissé. Laimennokset val-
mistettiin 1 % BSA-PBS-liuokseen, terveen utareen heraan ja FBS:in (Euro
Lone, Foetal Bovine Serum EC Approved, Cat N° ECS0180L).

4.2 Naytteiden analysointi

Naytteet sulatettiin ja maitonaytteista erotettiin hera ennen analysointia. He-
ra erotettiin sentrifugoimalla naytteitd + 4 °C:n lampdtilassa poytafuugilla
16100 g:n voimalla 30 minuuttia. Taméan jalkeen maidon pinnalta kuorittiin

rasva pois ja hera pipetoitiin erilleen putken pohjalle jaéneisté soluista.

Kukin sytokiini detektoitin omalta levyltdan. Jokaisella 96-kuoppalevylla mi-
tattiin kolmena rinnakkaisena tunnettu rekombinanttiproteiinilaimennossarija,
positiiviset kontrollindytteet, negatiiviset kontrollindytteet sekd varsinaiset

analysoitavat naytteet. Lisaksi kullakin levyilla oli kuopat, joissa oli naytteena
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PBS. Naiden avulla véhennettiin tausta. Maitonaytteista analysoitiin seka
koe- ettd kontrollineljanneksen naytteet. Positiivisena kontrollina toimi ter-
veen lehman maidosta erotettu hera, johon oli lisétty tunnettu maara rekom-
binanttisytokiinia (IL-18 5 ng/ml; IL-8 0,41 ng/ml). Negatiivisena kontrollina
toimi sama hera ilman sytokiinilisdystd. Seeruminytteiden positiiviset kont-
rollindytteet laimennettin FBS-liuokseen. Negatiivisena kontrollindytteena

seerumeja analysoitaessa toimi pelkka FBS.

Analysoitaviksi naytteiksi valittiin aluksi kaikki naytteet alkaen ajankohdasta
0 h (eli juuri ennen infektointia). Maitondytteet analysoitiin 102 tuntiin (5 vrk)

asti ja seeruminaytteet 117 tuntiin asti.

4.3 ELISA

ELISA-mittaukset suoritettiin seuraavasti:

1. 96-kuoppalevy pohjustettiin “capturing”-vasta-aineella 100 pl/kuoppa. Vas-
ta-aineet laimennettiin kayttopitoisuuteen PBS-liuoksella. Levyja inkuboitiin

yon yli jaadkaapissa.

2. Levy pestiin 96-kuoppalevyille sopivalla pesurilla. Pesuri tyhjensi kuopat ja
pesi ne kolme kertaa 300 pl:lla pesuliuosta. Levy kopautettiin kuivaksi kasi-

paperiin.

3. Epéspesifinen sitoutuminen estettiin pipetoimalla levylle 250 pl/kuoppa 1
% BSA:ta (Sigma, Albumin bovine, A2153-100G) —PBS-liuoksessa. Tata in-

kuboitiin huoneenlammadssa tunnin ajan.
4. Levyt tyhjennettiin ja pestiin edella kuvaillusti.

5. Naytteet ja standardit pipetoitiin levylle 100 pl/kuoppa liitteessa 1 esitetyn
pipetointitaulukon mukaisesti. Levyja inkuboitiin huoneenlammossd kaksi

tuntia.
6. Levyt tyhjennettiin ja pestiin edella kuvaillusti.

7. Levyille pipetoitiin detektiovasta-ainetta 100 pl/kuoppa. Detektiovasta-aine
oli laimennettu kayttopitoisuuteen 1 % BSA-PBS-liuoksella. Inkuboitiin kaksi

tuntia huoneenlammaossa.

8. Levyt tyhjennettiin ja pestiin edella kuvaillusti.
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9. Kuoppiin pipetoitiin 100 pl 1:200-laimennettua Streptavidiini-HRP-liuosta
(R&D Systems, Streptavidin-HRP, Catalog No. DY998). Liuos laimennettiin
1 % BSA-PBS-liuoksella. Inkuboitiin pimedssa 20 minuuttia huoneenlampaoti-

lassa.
10. Levyt tyhjennettiin ja pestiin edella kuvaillusti.

11. Levyille pipetoitiin 100 pl/kuoppa substraattiliuosta. Inkuboitiin 20 min

pimeé&ssa huoneenlammossa.
12. Kuoppiin pipetoitiin 50 pl stop-liuosta.

13. Véarireaktion voimakkuus mitattiin 96-kuoppalevyille sopivalla lukulaitteel-

la (Thermo Electron Corpoation Multiskan EX) aallonpituudella 450 nm.

Koska laitteella ei voinut mitata taustan vahentamiseksi tarkoitetulla 540/570
nm:n aallonpituudella, vdhennettiin muovilevyn seké kuopissa olevien liuos-
ten aiheuttama tausta erityisten tausta-kuoppien avulla. Naytteiden pitoisuu-
det laskettiin standardisuorien avulla tietokoneohjelmalla (Thermo Electron

Corporation Ascent Software version 2.6).

Tybssé kaytetyt liuokset seka vasta-ainepitoisuudet on koottu liitteeseen 2.

5 TULOKSET

5.1 Menetelman pystytystulokset

Maaritettdessa kaytettavia vasta-ainepitoisuuksia parhaat tulokset IL-1(:lla
saatiin pitoisuuksilla 5 pg/ml ("capturing’-vasta-aine) ja 5 pg/ml (detektiovas-
ta-aine). Mybhemmin kuitenkin havaittiin néita pitoisuuksia kaytettiessa, etta
tausta oli jatkuvasti yli sallitun OD(450 nm) 0,2. Tall6in pitoisuuksia titrattiin
uudelleen siten, etta detektiovasta-aineen pitoisuus on matalampi kuin "cap-
turing”-vasta-aineen pitoisuus. Uusiksi kaytettaviksi pitoisuuksiksi valittiin 4
pg/ml ja 2 pg/ml. TNF-a-vasta-ainepitoisuuksista valittiin kaytettaviksi 1

pg/ml ja 2,5 pg/ml.

Vasta-ainepitoisuuksien kanssa samaan aikaan testatuista kahdesta levy-
tyypista valittiin k&yttoon "High binding”, koska silla saatiin pienemmille pitoi-

suuksille mitattavia OD-arvoja. TAman arvioitiin olevan tarpeen, koska ol
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oletettavaa, etta varsinaisten mitattavien naytteiden sytokiinipitoisuudet tule-

vat olemaan melko matalia.

Vasta-aineiden kykya tunnistaa naudan sytokiineja testattiin soluviljelmista

keratyilla naytteilld. Kuvassa 2 on esitetty IL-6-maaritysten tulokset.

1200
1000 /'
800

600 //
400

200

IL-6-pitoisuus (pg/ml)

aika (h)

—=&— Monos. J774 RAW —%— THP1 —e— U937

Kuva 2. IL-6-pitoisuudet (pg/ml) ajan funktiona eri solulinjoilla LPS stimulaation jal-
keen

Kuten kuvasta 2 né&kyy, IL-6-vasta-aineet tunnistivat ainoastaan hu-
maanisolulinjojen tuottamat sytokiinit. Muista solulinjoista kerdtyt néaytteet
antoivat IL-6-pitoisuuksiksi O pg/ml. Taman perusteella paatettiin IL-6-
maaritys siirtdd mydhempaan ajankohtaan, koska kaytetyt vasta-aineet oli-
vat ainoat kayttovalmiit kaupallisesti saatavilla olevat vasta-aineparit. Muut

kaytdssa olleet vasta-aineet tunnistivat naudan sytokiinit.

Rekombinattiproteiineja laimennettaessa erilaisiin biologisiin nesteisiin ha-
vaittiin, ettd samoista pitoisuuksista mitattiin erilaiset OD(450 nm)-arvot siitéa
riippuen, mihin mediaan laimennokset oli tehty. Kuitenkin IL-8:n ja IL-1B:n
laimennossarjojen OD(450 nm)-arvot olivat mediasta rijppumatta yhtenevia
laimennossarjan pienemmilla pitoisuuksilla, kuten kuvat 3 ja 4 osoittavat.
Tartutuskokeen naytteiden pitoisuuksien arveltiin olevan talla yhtenevalla
alueella, joten valittiin kaytettavaksi laimennossarja, joka oli valmistettu 1 %
BSA-PBS-liuokseen.
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Kuva 3. IL-18 rekombinanttiproteiinilaimennossarjat eri biologisissa nesteissa
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Kuva 4. IL-8 rekombinanttiproteiinilaimennossarjat eri biologisissa nesteissa

TNF-a:n kohdalla OD(450 nm)-arvot erosivat toisistaan laimennoksessa kay-
tetystd nesteesta riippuen jo matalammissa pitoisuuksissa. Herassa ja
FBS:sséa havaittiin lisdksi se ongelma, ettei matalampia pitoisuuksia saatu
erottumaan toisistaan, kuten kuvasta 5 voidaan n&dhda. Taman perusteella
valittin myos TNF-a-laimennokset tehtavaksi 1 % BSA-PBS-liuokseen. Mi-
kali naytteiden pitoisuudet nousevat yli 25 ng/ml, on huomioitava, ettéd mita-
tut pitoisuudet ovat aliarvioituja, eivéat tarkkoja tuloksia. Namé& mahdolliset
korkeampia pitoisuuksia siséltavat naytteet tulee mitata uudelleen siten, etta

rekombinanttilaimennossarja on tehty joko heraan tai FBS:in.
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Kuva 5. TNF-a rekombinanttiproteiinilaimennossarjat eri biologisissa nesteissa

5.2 Naytteiden mittaustulokset

Mittaustulokset kasiteltiin aluksi Ascent Software -tietokoneohjelmalla. En-
simmaiseksi mitatuista tuloksista vahennettiin tausta. Taustan vahentamisen
jalkeen ohjelman avulla piirrettiin standardisuora. Suora oli muotoa "Four pa-
rameter logistics” eli y=b+(a-b)/(1+xc)*d. TAman suoran avulla ohjelmalla

laskettiin naytteille pitoisuudet.

Tulosten kasittelyohjelmasta saatu data siirrettin @ Microsoft Excel
-ohjelmaan. Tulokset késiteltiin soveltaen WHO:n IgG:n maaritykseen kayte-
tyn ELISA-menetelm&n ohjetta [21]. Tassa vaiheessa laskettiin levykohtai-
sesti alin mittausraja. Tama tehtiin laskemalla mitatuille taustakuopille keski-
hajonta (SD), joka kerrottiin kahdella. Alimman mittausrajan ylittdneille rin-
nakkaisille naytteille laskettiin variaatiovaihtelukerroin (CV %), jonka tuli olla
< 15 % vahintdan kahden rinnakkaisen kuopan osalta. Rinnakkaisten nayt-
teiden pitoisuuksista laskettiin keskiarvo. TAman jalkeen tuloksista piirrettiin
kuvaajat, jotta voitiin verrata sytokiinipitoisuutta tartutuksesta kulunutta aikaa
vasten. Kuvien 6 - 8 tarkat tulokset on esitetty liitteessa 3. Standardisuorien
korrelaatiokertoimen tuli olla joka levylla = 0,994. Samalla levylla olevien rin-
nakkaisten standardisuorien CV % tuli olla my6s < 15 %. OD(450 nm) blank-

arvon tuli olla < 0,2.

Kuvassa 6 on esitetty naytteiden IL-13-pitoisuuden muutokset eri naudoilla.
Eri bakteereilla tartutetut naudat on esitetty omissa kuvaajissaan, samoin

maitonaytteet erillaan seeruminaytteista.
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Kuva 6. IL-18-pitoisuudet maito- ja seeruminaytteissa. Kaytetyt lyhenteet: koe = koe-

neljannes, kontr. = kontrollineljannes.

Kuvaajista voidaan havaita, ettd seeruminaytteisséd pitoisuudet olivat huo-

mattavasti matalampia kuin maitonaytteissa. Seeruminaytteissa eri yksildi-

den vdliset erot olivat suurempia kuin maitonaytteissa. Maitonaytteiden koh-

dalla voidaan havaita joitakin yhtenevaisyyksia eri yksildiden valilla, kuten IL-

1B-pitoisuuksien nousun alkaminen 6:n ja 12 tunnin valilla.

Kuvassa 7 on esitetty IL-8-pitoisuuksien muutokset ajan funktiona eri nau-

doilla. Tassékin sarjassa on eri bakteereilla tartutetut naudat erotettu eri ku-

vaajiin samoin kuin maito- ja seeruminaytteet.
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IL-8-pitoisuudet maitonaytteissa
(S. epidermidis)

IL-8-pitoisuudet maitonéaytteissa
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Kuva 7. IL-8-pitoisuudet maito- ja seerumindytteissa. Kaytetyt lyhenteet: koe = koe-

neljannes, kontr. = kontrollineljannes.

Myds IL-8 pitoisuuksissa voidaan maitondytteissa nahda tiettyja yhtenevyyk-

sid, kuten pitoisuuksien kohoaminen 6 - 12 ja 30 tunnin kuluttua tartutukses-

ta. Seerumindytteissé yhtenevyyksia ei juuri ole.

Kuvassa 8 on esitetty TNF-a-pitoisuuksien vaihtelu eri naudoilla tartutukses-

ta kuluneen ajan suhteen.
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TNF-a-pitoisuudet maitonaytteissa TNF-a-pitoisuudet maitonéytteissa
(S. epidermidis) (S. simulans)
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Kuva 8. TNF- pitoisuudet maito- ja seerumindytteissa. Kaytetyt lyhenteet: koe =
koeneljannes, kontr. = kontrollineljannes.

TNF-a-pitoisuudet eivat eroa maito- ja seeruminaytteiden valilla yhta paljon

kuin muiden sytokiinien kohdalla. Naytteistd ei voida TNF-alfan kohdalla

nahda selkeitd yhtenevyyksia eri nautojen valilla. Kuitenkin tadssékin tapauk-

sessa maitonaytteissa yhtenevaisyyksid on enemman kuin seeruminaytteis-

sa. TNF-a-pitoisuudet maitonaytteissé lahtevat S. epidermidis -tartutetuilla

naudoilla nousemaan 12 - 21 tunnin kuluttua tartutuksesta ja S. simulans

-tartutetuilla naudoilla 4 - 6 tunnin kuluttua tartutuksesta.

6 YHTEENVETO

Taman opinnaytetytn tavoitteena oli pystyttdd ELISA-menetelmd, jolla saa-

taisiin luotettavasti mitattua sytokiinipitoisuuksia mastiittinaytteista. Opti-

moidulla menetelmalld oli tarkoitus maarittda KNS-tartutusnaytteiden syto-

kiinipitoisuudet.
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Menetelm&a pystytettaessa valittiin kaytettavaksi levytyypiksi "high binding”
-levy, jolla naytteista saatiin esille matalampia pitoisuuksia kuin "medium
binding” -levyilld. Samalla maaritettin  kaytettaviksi "capturing’-vasta-
ainepitoisuuksiksi IL-18 4 pg/ml ja TNF-a 1 pg/ml sekad detektiovasta-
ainepitoisuuksiksi IL-13 2 pg/ml ja TNF-a 2,5 pg/ml. IL-8:lle kaytettiin valmis-
tajan suosittelemia pitoisuuksia, jotka olivat "capturing’-vasta-aineelle 4
pg/ml ja detektiovasta-aineelle 20 ng/ml. Rekombinanttiproteiinilaimennos-
sarjat valittiin seuraavasti: IL-13 5 ng/ml; 2,5 ng/ml; 1,25 ng/ml; 0,625 ng/ml;
0,313 ng/ml; 0,156 ng/ml; 0,078 ng/ml ja O ng/ml, IL-8 1 ng/ml; 0,5 ng/ml,
0,250 ng/ml; 0,125 ng/ml; 0,0625 ng/ml; 0,0313 ng/ml; 0,0156 ng/ml ja O
ng/ml ja TNF-a 200 ng/ml; 50 ng/ml; 25 ng/ml; 12,5 ng/ml; 6,25 ng/ml; 3,125
ng/ml ja O ng/ml.

Tassa vaiheessa varmistettiin mygs vasta-aineiden soveltuvuus naudan sy-
tokiinien madarittdmiselle ja havaittiin, ettad kaytdssa olleet IL-1B-, IL-8- ja
TNF-a-vasta-aineet soveltuivat tarkoitukseen. IL-6-vasta-aineet sen sijaan
eivat kyenneet tunnistamaan naudan sytokiineja, joten IL-6-mittaukset siirret-

tiin my6hempé&én ajankohtaan.

IL-1B-pitoisuudet KNS-tartutettujen lehmien maitonaytteissa alkoivat nousta
keskim&arin 6 tunnin kuluttua tartutuksesta ja nousivat korkeimmillaan 3,55
ng/ml. Seerumindytteiden pitoisuudet jaivat huomattavasti maitonaytteita
matalammiksi (alle 0,1 ng/ml). IL-8-pitoisuudet maitondytteissa nousivat
keskimaarin 6 - 12 tunnin kuluessa tartutuksesta seka 30 tunnin kuluttua.
Korkeimmillaan pitoisuudet maitonaytteissd nousivat 0,11 ng/ml. Seerumi-
naytteissa pitoisuudet jaivat alle 0,02 ng/ml. TNF-a-pitoisuudet maitonayt-
teissa alkoivat nousta S. epidermidis -tartutetuilla lehmilla keskim&arin 12
tunnin ja S. simulans -tartutetuilla 4 tunnin kuluttua tartutuksesta. Korkeim-
millaan TNF-a-pitoisuudet nousivat maitonaytteissa 51,56 ng/ml ja seerumi-
naytteissa 60 ng/ml. TNF-a tuloksia tarkasteltaessa tulee huomioida se, etta
naytteiden antamia OD(450 nm)-arvoja on verrattu standardisuoriin, jotka on
valmistettu 1 % BSA-PBS-liuokseen. Talléin pitoisuudet, jotka ovat > 25
ng/ml, ovat aliarvioituja, eivat tarkkoja pitoisuuksia. Seeruminaytteissa ei ha-
vaittu yhtenevyyksia eri lehmien valilla minkd&an sytokiinin suhteen. Sen si-
jaan maitonaytteista havaittiin samoilla lehmilla olleen usein kaikkien sytokii-
nien pitoisuudet koholla. Osalla naistd lehmistéa oli myds seerumindytteissa

korkeampia sytokiinipitoisuuksia.
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Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu kokeellisessa E. coli -mastiitissa IL-13-
pitoisuuksien maidossa nousevan 0,3 - 8 ng/ml. Gram-positiivisen S. uberis
-bakteerin on taas todettu nostavan maidon IL-1@-pitoisuuden 2 - 3 ng/ml.
IL-8-pitoisuuksien on todettu nousevan kokeellisessa E. coli -mastiitissa 0,2 -
1,0 ng/ml. S. uberis -mastiitissa maidon IL-8-pitoisuuksien on havaittu nou-
sevan 0,035 - 0,060 ng/ml. E. coli -bakteerin aiheuttamassa kokeellisessa
mastiitissa on todettu TNF-a-pitoisuuksien maidossa nousevan 100 - 200
ng/ml ja veressd 0,1 - 10 ng/ml. Gram-positiivisten bakteerien on todettu

nostavan TNF-a-pitoisuuksia huomattavasti vahemman. [16.]

Tassad opinndytetydossa saadut tulokset asettuvat aiempien Gram-
positiivisista bakteereista saatujen tutkimustulosten kanssa samaan linjaan,
jos otetaan huomioon mitattujen naytteiden keskiarvot eikd huomioida yksit-
taisia poikkeamia. Kirjallisuudesta jai osittain epaselvaksi tartutuksissa kay-
tetyt bakteerimaarét, mitka saattavat vaihdella ja osin aiheuttaa eroa. Niissa
KNS-tartutuksissa, joista analysoidut naytteet olivat peréisin, oli kaytetty
huomattavan suurta bakteeriannosta. Luonnollisissa KNS-mastiiteissa eli-
miston reaktiot eivat siis liene nadin vahvoja. Suuri bakteeriannos oli kuitenkin
perusteltu, jotta saataisiin esille edes jonkinasteinen tulehdusreaktio. Pysty-
tettya ja naytteiden mittaamiseen kaytettya menetelmaa voidaan pitdéa naille

naytteille kayttdkelpoisena.
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LITE 2

Kaytetyt liuokset ja vasta-aine pitoisuudet

1 % BSA laimennettu PBS-liuoksella pH 7,2-7,4. Suodatettu 0,2 um suodattimella.
Pesuliuos:

0,05 % Tween20 PBS-liuoksessa pH 7,2-7,4

Substraattiliuos:

0,11 M Natriumasetaatti, pH 5,5

0,01 % TMB (Sigma, 3,3",5,5-Tetramethylbenzidine, T2885-1G)

0,006 % H,0,

Valmistetaan steriiliin veteen juuri ennen kayttoa

Stop-liuos:

2 M H,SO,

"Capturing”-vasta-ainepitoisuudet: IL-18 4 pg/ml, IL-8 4 pg/ml, TNF-a 1 pg/ml.

Detektiovasta-ainepitoisuudet: IL-1p 2 pg/ml, IL-8 20 ng/ml, TNF-a 2,5 pg/ml



Mittaustulokset taulukoituna

Tammikuun tartutus

LITE 3 1(3)

Lehm& | Ai- | IL-1B | IL-1B | IL-8 | IL-8 | TNF-a | TNF-a | IL-1PB IL-8 TNF-a
ka | koe- | kontr | koe- | kontr | koe- kontr seeru- | seeru- | seeru-
(h) | nelj. |nelj. | neli. | nelj. |[nel. nelj. mi mi mi

(ng/ | (ng/ | (ng/ | (ng/ | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml)

ml) ml) ml) ml)
Ulpukka 0 0,06 | 0,123 0 0 0 0 0,025 0| 23,332
Ulpukka 41 0,479 | 0,088 | 0,019 0 4,325 0 0,021 0| 21,891
Ulpukka 6| 1,657 | 0,161 | 0,026 0 5,407 0 .
Ulpukka 12 | 1,381 | 0,064 | 0,049 0| 43,307 0 0,003 0| 12,233
Ulpukka 21 | 1,244 0,16 | 0,042 0| 43,291 0 0,027 0| 29,512
Ulpukka 27 | 0,573 | 0,115 | 0,034 0| 35,865 0 0,013 0| 17,003
Ulpukka 30| 0,181 | 0,001 | 0,032 0| 14,449 2,239 0,021 0| 21,394
Ulpukka 36 | 0,065 0] 0,012 0| 10,448 0,301 0,022 0| 20,985
Ulpukka 45| 0,158 | 0,016 0,01 0| 10,771 1,884 0 0 5,18
Ulpukka 54 0,04 | 0,006 | 0,003 0 6,336 1,264
Ulpukka 69 | 0,075 | 0,024 0 0 6,061 2,255 0 0 4,601
Ulpukka 78 | 0,029 | 0,001 0 0 5,301 0
Ulpukka 93 | 0,117 | 0,072 0 0 4,364 0,849 0 0 3,995
Ulpukka | 102 | 0,089 | 0,037 | 0,005 0 3,848 0
Ulpukka | 117 0 0 5,483
Tipsa 0 0 0 0 0 0 0 0 0,003 0
Tipsa 4 0 0| 0,005 0 0 0 0 0,004 0
Tipsa 6| 1,031 0] 0,032 0 0 0 0 0,01 0
Tipsa 12 1,44 0 0,02 0 1,742 0 0 0,002 0
Tipsa 21 | 0,229 0] 0,003 0 0 0 0 0,003 0
Tipsa 27 | 0,129 0] 0,002 0 0 0 0 0 0
Tipsa 30 | 0,095 0] 0,003 0 0 0 0 0,011 0
Tipsa 36 | 0,049 0] 0,001 0 0 0 0 0 0
Tipsa 45 | 0,003 0 0 0 0 0 0 0,008 0
Tipsa 54 | 0,007 0 0 0 0 0
Tipsa 69 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tipsa 78 0 0 0 0 0 0
Tipsa 93 0 0 0 0 0 0 0 0,005 0
Tipsa 102 0 0 0 0 0 0
Tipsa 117 0 0 0
Unamon 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5,211
Unamon 4| 0,011 0] 0,023 0 1,647 0 0 0 5,429
Unamon 6 | 0,245 0] 0,051 0| 12,029 0 0 0 5,21
Unamon 12 | 0,157 0] 0,043 0 4,205 0 0 0 1,565
Unamon 21 | 0,635 0] 0,047 0 7,36 0 0 0 4,397
Unamon 27 | 0,473 0] 0,039 0 5,699 0 0 0 0
Unamon 30 | 0,611 0] 0,036 0 7,283 0 0 0 5,716
Unamon 36 | 0,648 0] 0,032 0 6,561 0 0 0 3,936
Unamon 45 | 0,677 0] 0,024 0 3,988 0 0 0 5,857
Unamon 54 | 0,276 0] 0,019 0 4,423 0




LITE 3 2(3)

Unamon 69 | 0,062 0 0,01 0 7,849 0 0 0 6,779
Unamon 78 | 0,077 0| 0,007 0 9,207 0
Unamon 93 | 0,096 0| 0,005 0 9,195 0 0 0 4,794
Unamon | 102 | 0,085 0| 0,005 0 7,482 0
Unamon | 117 0 0 3,791
Tove 0 0 0 0 0 0 0 0,022 0| 22,835
Tove 4 0 0 0 0 0 0 0 0 7,017
Tove 6 | 3,554 0] 0,108 0| 12,367 0 0,019 0| 27,839
Tove 12 | 1,842 0] 0,074 0 7,809 0 0 0| 14,137
Tove 21 | 1,225 0 0,04 0 7,48 0 0,024 0| 20,282
Tove 27 | 0,628 0] 0,049 0 5,616 0 0,02 0| 19,902
Tove 30 | 0,741 0 0,06 0 6,384 0 0,04 0| 19,523
Tove 36 | 0,313 0] 0,042 0 3,629 0 0 0 0
Tove 45 | 0,366 0] 0,032 0 7,194 0 0 0 9,105
Tove 54 | 0,191 0] 0,011 0 7,296 0
Tove 69 | 0,034 0] 0,002 0| 13,305 0 0 0 7,017
Tove 78 | 0,016 0] 0,002 0| 10,547 0 .
Tove 93 | 0,013 0 0 0 9,951 0 0,007 0| 13,343
Tove 102 0 0 0 0 9,018 0
Tove 117 0,062 0 0
Maaliskuun tartutus:
Lehm& | Aika | IL-18 | IL-18 | IL-8 | IL-8 | TNF-a | TNF-a | IL-1PB IL-8 TNF-a
(h) | koe- | kontr | koe- | kontr | koe- kontr. | seeru- | seeru- | seeru-
neli. | nelj. | nelj. | nelj. | nelj. nelj. mi mi mi
(ng/ | (ng/ | (ng/ | (ng/ | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml)
ml) ml) ml) ml)
unssi 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 12,076
unssi 4 0 0 0 0 0 0 0 0 10,97
unssi 6 0 0 0 0 0 0 0 0,003 6,947
unssi 12 0 0 0 0 1,764 0 0 0 9,69
unssi 21 0 0| 0,005 0 5,597 0 0 0| 11,756
unssi 27 0 0| 0,007 0 7,708 0 0 0| 12,426
unssi 30 | 0,102 0] 0,015 0 9,715 0 0 0,003 3,652
unssi 36 | 0,052 0] 0,002 5,982 0 0 0 10,33
unssi 45 0 0 0 0 6,652 0 0 0| 10,475
unssi 54 0 0 0 0 3,231 0
unssi 69 0 0 0 0| 10,067 2,694 0 0 8,235
unssi 78 0 0 0 0 10,66 0 .
unssi 93 0 0 0 0 9,423 3,384 0 0| 10,155
unssi 102 0 0 0 0| 10,713 2,389 .
unssi 117 0 0| 12,135
Umbra 0 0 0 0 0 0 0 0,057 0,003 | 62,375
Umbra 4 0 0 0 0 0 0 0,035 0| 38,136
Umbra 6 0 0 0 0 0 0 0,049 0,002 | 48,862
Umbra 12| 0,071 0 0 0 0 0 0,011 0| 21,159
Umbra 21 | 0,063 0] 0,004 0 0 0 0,053 0| 49,253
Umbra 27 | 0,049 0| 0,006 0 0 0 0,038 0,004 | 41,011
Umbra 30 | 0,057 0] 0,011 0 0 0 0,03 0,002 | 43,359
Umbra 36 | 0,006 0] 0,002 0 0 0 0,002 0| 26,073
Umbra 45 | 0,008 0 0 0 0 0 0,065 0| 18,014
Umbra 54 0 0 0 0 0 0




LITE 3 3(3)

Umbra 69 0 0 0 0 0 0 0,051 0| 18,396
Umbra 78 0 0 0 0 0 0 .

Umbra 93 0| 0,008 0 0 0 0 0,057 0| 14,577
Umbra 102 0 0 0 0 0 0 .

Umbra 117 0,051 0,005 | 14,665
Untuva 0 0 0 0 0 0 0 0 0,003 0
Untuva 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Untuva 6 0 0 0 0 0 0 0 0,002 0
Untuva 12 | 0,208 0 0 0 0 0 0 0,002 0
Untuva 21 | 0,247 0| 0,005 0 2,862 0 0 0,001 0
Untuva 27| 0,21 0| 0,008 0 0 0 0 0
Untuva 30 | 0,247 0| 0,016 0 2,973 0 0 0 0
Untuva 36 | 0,148 0| 0,009 0 0,191 0 0 0 0
Untuva 45 | 0,042 0| 0,007 0 1,334 0 0 0 0
Untuva 54 | 0,033 0| 0,002 0 0 0

Untuva 69 | 0,008 0 0 0 3,418 0 0 0 0
Untuva 78 | 0,029 0 0 0 0 0

Untuva 93 | 0,024 0 0 0 6,286 0 0 0 0
Untuva 102 | 0,018 0 0 0 1,017 0

Untuva 117 . . 0 0 0
Ulrika 0 0 0 0 0| 13,444 | 12,947 0 0,014 7,976
Ulrika 4 0 0 0 0| 11,412 | 11,313 0 0,002 6,66
Ulrika 6 0 0 0 0] 26,576 25,76 0 0,016 | 18,485
Ulrika 12 | 0,081 0| 0,001 0 32,25 | 23,035 0 0,001 | 28,822
Ulrika 211 0,189 0| 0,005 0| 45,738 16,26 0 0| 16,445
Ulrika 271 0,091 0| 0,006 0] 36,933 19,24 0 0,014 6,49
Ulrika 30 | 0,292 0| 0,02 0| 51,563 | 24,445 0 0,011 6,787
Ulrika 36| 0,08 0| 0,002 0| 40,142 | 19,926 0 0] 30,086
Ulrika 45| 0,028 0 0 0| 40,194 25,08 0 0| 17,798
Ulrika 54 | 0,017 0 0 0] 36,053 22,08

Ulrika 69 | 0,004 0 0 0| 46,217 | 26,576 0 0 6,444
Ulrika 78 | 0,002 0 0 0| 34,584 | 24,536

Ulrika 93 0 0 0 0| 40,532 25,61 0 0 6,19
Ulrika 102 0 0 0 0] 30,391 23,73 .

Ulrika 117 0 0,004 | 25,059

0 = alle maaritysrajan

. = ei mitattu
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