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Utaretulehdus on yleisin ja taloudellisesti merkittavin sairaus lypsylehmilla. On tarkeaa, etta
lypsylehmien utaretulehdus ja sen aiheuttaja tunnistetaan nopeasti, jotta sairastuneet yksilot
saavat nopeasti kohdennettua hoitoa.

Str. agalactiae on utaretulehdusta aiheuttava bakteeri, joka tarttuu todella herkasti
lypsykarjassa. Bakteeri aiheuttaa yleensa kroonista ja pitkakestoista tulehdusta. Str.
agalactiae on ainut utaretulehduksen aiheuttaja, jonka piilevan muodon hoidon on todettu
olevan taloudellisesti kannattavaa lypsykauden aikana. Str. agalactiae -tartunnan toteaminen
on hyvin tarkeaa, jotta uudet tartunnat voidaan ennaltaehkaistd mahdollisimman tehokkaasti.

Str. agalactiae -bakteerin havittdaminen karjasta perustuu karjan yhtaaikaiseen tutkimukseen
PCR-analyysilla. Menetelma on kaytéssa Valio Oy:n utaretulehduslaboratoriossa, jonne
tutkimus tehdaan. Kartoituksissa karjan lehmien naytteet yhdistetaan kymmenen naytteen
koonneiksi, jotka tutkitaan. Jos koonnista l0ytyy kyseista bakteeria, jokainen nayte tutkitaan
yksittain.

Tyon tarkoituksena oli selvittaa, tunnistetaanko jokainen Str. agalactiae -tapaus kaytdssa
olevalla kymmenen koonnin menettelylla vai jaako osa tapauksista tunnistamatta. Samalla
suoritettiin kayttoonottotestaus Major-4.2 kitille, jota voidaan mahdollisesti tulevaisuudessa
kayttaa Str. agalactiae kartoitusten analysoinnissa.

Tutkimuksessa selvisi, ettd koontinaytteet jattivat Str. agalactiae -bakteeria sisaltamia
naytteita tunnistamatta. Naytteiden yksittain analysointi parantaa heikkojen positiivisten
naytteiden tunnistamista. Major-4.2 kitista todettiin olevan hyotya, se on ajankaytollisesti
tehokkaampi ratkaisu, kun halutaan selvittda ainoastaan Str. agalactiae -bakteerin
esiintyvyytta naytteissa.

Opinnaytetyossa ei mainita tutkimusaineistoon kerattyjen maitonaytteiden tuottaja- tai
lehmakohtaisia tietoja.

1 Asiasanat: PCR, utaretulehdus
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Mastitis is the most common and economically significant disease in dairy cows. It is
important that mastitis in dairy cows and its cause can be quickly identified so that infected
individuals can receive targeted treatment quickly. In Finland, the identification of the
cause of mastitis is based on PCR analysis.

Str. agalactiae is a highly susceptible bacterium, especially during milking, which generally
causes chronic and long-lasting infection. The bacterium is the only cause of latent
mastitis where the treatment has shown to be economically viable during the lactation
period.

The detection of Str. agalactiae infection is very important in order to prevent new
infections as effectively as possible. The eradication of Str. agalactiae from the herd is
based on a simultaneous examination of the herd by PCR analysis. The method is used by
Valio Oy dairy, for whom the research was performed.

The purpose of the study was to determine whether each case of Str. agalactiae is
identified by Valio’s 10 pooling method or whether some cases remain unidentified. At the
same time, commissioning testing of the Major 4.2 kit was performed, which may be used
in the analysis of Str. agalactiae surveys in the future.

The study revealed that the pooled samples did not identify samples contaminated with
Str. agalactiae. According to the study, samples should be examined individually to
ensure that all samples would be identified. The Major 4.2 kit was found to be beneficial as
it is less expensive than the Complete-16 kit currently in use. In addition, the Major 4.2 kit
is a more time-efficient solution when it is only necessary to determine the presence of Str.
agalactiae in the samples.

The thesis does not mention the producer- or cow- specific data of the milk samples
collected in the research material.

' Keywords: PCR, mastitis
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Kaytetyt termit ja lyhenteet

Blokki

Ct-arvo

DNA

PCR

Str. agalactiae

Alusta, jolle mikrobin DNA eristetaan.

Ct-arvo kertoo PCR-syklien monistuskertojen maaran, joka on
tarvittu ylittamaan kynnyssykliarvo. Korkea Ct-arvo tarkoittaa, etta

naytteessa on vahaisia maaria mikrobin DNA:ta.

DNA eli deoksiribonukleiinihappo sisaltaa elididen geneettisen ainek-

sen.
Polymeraasiketjureaktio

Streptococcus -bakteerisukuun kuuluva bakteeri.



1 JOHDANTO

1.1 Tyodn tausta

Opinnaytetyon toimeksiantajana toimii Valio Oy, joka on suomalaisten maidontuottajien omis-
tama elintarvikealan yritys. Valion Seingjoen yksikon yhteydessa toimii Valion utaretuleh-

duslaboratorio, jossa kaikki Valion tuottajien Iahettamat utaretulehdusnaytteet analysoidaan.

Streptococcus agalactiae on herkasti tarttuva utaretulehdusta aiheuttava bakteeri, jonka
esiintyminen maitotiloilla voi aiheuttaa laajoja ja kalliita toimenpiteita. Str. agalactiae -bakteeri
pyritdan saamaan karjasta pois karjan utaremaitonaytteiden yhtaaikaisella PCR-analysoin-
nilla. Suurten naytemaarien vuoksi kartoituksen naytteita on Valion protokollan mukaan yh-
distetty kymmenen naytteen koonneiksi, joista tutkitaan Str. agalactiae -bakteerin esiintyvyys.
Koonnit ovat maitotiloille edullisempi vaihtoehto ja ne vahentavat huomattavasti utaretuleh-
duslaboratorion tydmaaraa, kun vaihtoehtona on karjan jokaisen lehman maitonaytteen yksit-

tain analysointi.

PCR-analyysi on tarkka menetelma, silla menetelma perustuu DNA:n monistamiseen (Ulma-
nen ym., 2014, s. 45). Koontimenettelyn herkkyytta ei kuitenkaan ole tutkittu. On epavarmaa,
kuinka monta naytetta voidaan yhdistaa, jotta kaikki utaretulehdusta aiheuttavaa Str. agalac-
tiae -bakteeria sisaltavat naytteet pystytaan havaitsemaan koonneista. Nykyiseen PCR-tutki-
musmenetelmaan kuuluu PathoProof™ Mastitis Complete-16 kit (Thermo Scientific), jonka
sijaan opinnaytetydn kokeellinen osuus suoritetaan PathoProof™ Major-4.2 kitilla (Thermo

Scientific).

Seka Valiota etta tuottajia ajatellen olisi taloudellisesti kannattavaa selvittaa, mika on opti-
maalinen maara naytteitd koontinaytteeseen. Optimaalisen naytemaaran I6ytaminen on tar-

keaa uusien tartuntojen ennaltaehkaisyn ja elainten hyvinvoinnin kannalta.

1.2 Tyon tavoite

TyoOssa pyrittiin tarkastelemaan, onko nykyinen Streptococcus agalactiae -kartoitusten kym-
menen naytteen koontimenettely tarpeeksi herkka vai jaakd menettelylla osa utaretulehdusta-
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pauksista tunnistamatta. Menettelyn tarkoituksena on l0ytaa Str. agalactiae -bakteeria sisal-
tavat utaretulehdustapaukset karjasta. Tavoitteena on saada koontinaytteista mahdollisim-
man suuret kustannusten minimoimiseksi kuitenkin niin, etta jokainen Str. agalactiae -tapaus
saadaan tunnistettua. Kartoitusten koontinaytemenettelya kaytetaan siina tilanteessa, jossa

utaretulehdustapauksia epailldan karjassa olevan ainoastaan yksittaistapauksina.

Tarkoituksena oli tutkia nykyisen menetelman herkkyys ja optimoida Streptococcus agalac-
tiae -bakteerin kartoitusmenetelma sellaiseksi, etta sen avulla tunnistetaan kaikki tartunnan
saaneet yksilot. Opinnaytetyon tuloksena voi olla myds se, etta kaikki yksittaiset naytteet kan-
nattaa analysoida erikseen. Tallainen tilanne voisi olla esimerkiksi sellainen, jossa pienia
maaria Str. agalactiae -bakteeria sisaltavia naytteita ei saadaan havaittua koonneista lain-

kaan tai niiden |0ytyminen on epavarmaa.

Opinnaytetyossa suoritetaan PathoProof ™ Major-4.2 kitin kayttdonottotestaus. Kyseista kittia
ei ole kaytetty aikaisemmin Valion utaretulehduslaboratoriossa. Tarkoituksena oli selvittaa,
onko kitista hyotya jatkossa Str. agalactiae -bakteerin kartoitusnaytteiden tutkimisessa. Ole-
tettavasti kitista olisi hyotya kartoituksissa etenkin siina tapauksessa, jos koontinaytteista luo-
vuttaisiin ja kaikki naytteet analysoitaisiin erikseen tai tapauksissa, joissa oletetaan, etta kar-

toitusnaytteissa on runsaasti Str. agalactiae -bakteerildydoksia.
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2 UTARETULEHDUS

2.1 Yleista

Hiitio (2018) toteaa utaretulehduksen olevan yleisin ja myos kallein lypsylehmien sairaus. Ha-
nen mukaansa on tarkea, etta utaretulehdusmikrobit tunnistetaan mahdollisimman nopeasti
luotettavalla menetelmalla, jotta tulehduksen hoito tai muut tarvittavat toimenpiteet saadaan
aloitettua mahdollisimman nopeasti. Hiitid (2018) painottaa, etta nopealla toiminnalla tuleh-
duksen eteneminen saadaan pysaytettya ja turha laakehoito valtettya. Aiempia tulehduksia ja
niiden tuloksia voidaan taas hyddyntaa tilakohtaisesti hallinta- ja ennaltaehkaisysuunnitel-

massa.

Heikkilan ym. (2010) mukaan lehmien utaretulehduksen hoitamisen on tutkittu olevan talou-
dellisesti kannattavampaa kuin nautojen korvaaminen uusilla yksiloilla. Utaretulehdukset ai-
heuttavat huomattavia kustannuksia maitotiloille enneaikaisten poistojen, seka hoitoon liitty-
vien kustannusten vuoksi. Myds maidosta saatavia tuottoja menetetdan maidon laadun heik-
kenemisen seka tulehduksen aiheuttaman maidontuotosmenetysten vuoksi. Utaretulehduk-
sen tyypit voidaan jakaa seka kliiniseen etta piilevaan utaretulehdustyyppeihin (Bloweyn ja
Edmondson, 2010, s. 34). Kliininen tulehdustyyppi voidaan havaita esimerkiksi kuumeena tai
maidon koostumuksen muutoksina, kun taas piileva utaretulehdus ei aiheuta ulkoisesti ha-
vaittavia muutoksia. Piilevan utaretulehdus huomataan usein maidon kohonneesta solupitoi-
suudesta (Movet, 2022).

Hakala (2004, s. 29) toteaa lehmalla olevan nelja utareneljannesta, joiden toiminta on useilta
osin toisistaan riippumatonta. Tasta syysta voi olla usein tilanne, jossa lehman kaikki neljan-
nekset eivat tulehdu yhtaaikaisesti ja maidon tuottamista muilla neljanneksilla pystytaan jat-
kamaan normaalia maidon tuotantoa. Utaretulehdusta aiheuttavat erilaiset mikrobit, jotka
paasevat lehman utareen vedinkanavaan (Blowey & Edmondson, 2010, s. 34). Useimmiten
utaretulehduksen aiheuttajana ovat bakteerit. Taudinaiheuttajamikrobit jaetaan tarttuviin seka
ymparistdperaisiin mikrobeihin niiden tartuntatavan mukaisesti (Pasma, 2016). Raja jaloitte-
lussa on kuitenkin hailyva, silla monilla bakteereilla erilaisia bakteerikantoja, joista toiset voi-

daan katsoa kuuluvaksi tarttuviin ja toiset ymparistdperaisiin.
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Torpan (2014) mukaan lehman hoidontarpeen arvioinnissa noudatetaan kaytantoa, jonka
mukaan Kliiniset tulehdukset hoidetaan lypsykauden aikana, kun taas piilevat tulehdukset hoi-
detaan lehman umpeenpanon yhteydessa. Hokkasen (2017) mukaan myds lieva tulehdus voi
aiheuttaa lehmalle kipua ja siitd seuraavaa oireilua. Sen vuoksi myds lievissa tulehduksissa
kivun hoito kannattaa aloittaa pikimmiten. Utaretulehduksen hoitotoimenpiteet riippuvat siita,

mika taudinaiheuttaja on kyseessa ja missa vaiheessa lypsykautta lehma on.

2.2 Streptococcus agalactiae -bakteerin aiheuttama utaretulehdus

Streptococcus agalactiae on utaretulehdusta aiheuttava bakteeri, jota hoidetaan hyvin her-
kalla kynnyksellad (Kulkas, 2016). Se aiheuttaa paasaantoisesti pinnallista tulehdusta utareen
vedinkanavassa ja siksi se pystytaan hoitamaan hyvalla todennakoisyydella antibioottihoi-
dolla (Hakala, 2004, s. 36). Str. agalactiaen aikaansaama tulehdus on usein krooninen ja pii-

leva. Bakteeri ei valttamatta siis aiheuta selkeaa oireilua lenmalle.

Str. agalactiae -bakteerin esiintyminen karjassa aiheuttaa lypsytiloille tuntuvia taloudellisia
tappioita (Torppa, 2014, s.15). Sen on havaittu piilevan tulehduksen myoéta nostavan huomat-
tavasti solumaaria, heikentavan maidon laatua seka lehmien maidon tuottoa. Bakteeri onkin
ainoa utaretulehduksen aiheuttaja, jonka aiheuttaman piilevan tulehduksen hoitamisen on tut-
kitusti todettu olevan taloudellisesti kannattavaa myds lypsykauden aikana (mts. 16). Siksi
sen saamiseksi pois karjasta tehdaan huomattavia toimenpiteita verrattuna muihin utaretu-
lehdusta aiheuttaviin bakteereihin. Koska Str. agalactiae -bakteerin aiheuttaman tulehduksen
paranemisennuste on useimmissa tapauksissa hyva, bakteeri on mahdollista havittaa kar-

jasta kokonaisuudessaan (mts. 15-16).

2.2.1 Streptococcus agalactiae -bakteerin leviaminen karjassa

Streptococcus agalactiae oli viela 1950-luvulla yleisin utaretulehduksen aiheuttaja suomalai-
silla maitotiloilla (Kulkas, 2016). Sen esiintyvyys on sittemmin saatu kuriin seka lakisaateisten
tartuntatautivastustusohjelman etta antibioottihoitojen, tarkemmin sanottuna penisilliinihoito-
jen avulla. Kulkkaan (2016) mukaan nyKkyisin Valion aluelaboratorion utaretulehdusnaytteista
noin 0,9 %:sta tehdaan Str. agalactiae -I6ydds. Tama koskettaa vuositasolla 3—4 % Valion
maitotiloista. Str. agalactiae -bakteeri kulkeutuu tiloille useimmiten uuden bakteeria kantavan

yksilon saapuessa karjaan (Kulkas, 2016).
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Mustosen ym. (2010, s. 16—17) mukaan Str. agalactiae on tartunnallinen bakteeri ja se onkin
utaretulehduksen aiheuttajista tarttuvin. Sen hoitoon riittda usein paikallishoito antibiootein ja
tarvittaessa neljanneksen umpeuttaminen. Umpeuttaminen suoritetaan, jotta yksilo ei enaa
levittaisi bakteeria maidon valityksella. Torppa (2010, s. 14) toteaakin, etta yleisin Str. agalac-
tiaen tartuntatapa on lypsyn yhteydessa. Bakteerin on havaittu tarttuvan lypsyn lisaksi ympa-
ristosta kuten likaiselta parrelta seka vasikoihin ternimaidosta (Kulkas, 2016). On ollut myos
tutkimusdataa siita, etta bakteeri voi tarttua jopa suu- tai ulosteperaisesti (Jargensen ym.,
2016). Kuitenkin myo6s ihminen voi kantaa bakteeria oireettomana ja levittaa sita nain karjaan
esimerkiksi huonon kasihygienian seurauksena. Kertakayttoisten hansikkaiden kaytto onkin
suositeltavaa, kun ollaan tekemisissa Str. agalactiae -bakteeria kantavaien yksildiden kanssa
(Blowey & Edmondson, 2010, s. 97).

Kulkkaan (2016) mukaan Str. agalactiae -bakteeri havitetaan karjasta erottelemalla yksil6t,
joiden on PCR-analytiikan avulla todettu kantavan bakteeria. Positiiviset lehmat erotellaan ta-
man jalkeen poistettaviin ja penisilliinihoidettaviin tapauksiin. Prosessi joudutaan uusimaan
usein 3—4 kertaa ja lisatoimenpiteena vastapoikineet testataan vuoden ajan bakteerin havitta-
miseksi aloitettujen toimenpiteiden aloittamisesta. Jos Str. agalactiae -bakteeria on nayt-
teessa vahainen maara, se ei valttamatta aiheuta suuria toimenpiteita, vaan lehma siirtyy

tarkkailuun ja silté otetaan uusi nayte tartunnan varmistamiseksi (Hiitid ym., 2013, s. 41).

2.2.2 Streptococcus agalactiae -kartoitusnaytteet

Koska Str. agalactiae -bakteerin on katsottu olevan ainoita utaretulehduksen taudinaiheutta-
jia, jonka myos piilevat muodot kannattaa hoitaa, Str. agalactiae -bakteeri pyritdan saamaan
koko karjasta pois kartoittamalla koko karjan tartuntatilanne. Valiolla on suunniteltu kaytanto

kyseisen bakteerin kartoitusnaytteiden analysointiin.

Talla hetkella Valiolla on kaytantona yhdistaa kartoituskaytteet kymmenen naytteen koon-
neiksi (sisainen tiedonlahde, 31.12.2018). Tatd menetelmaa kaytetaan resurssien ja koko-
naiskustannusten pienentamiseksi. Eldinlaakari johtaa Str. agalactiae -kartoituksia tiloilla ja
voi antaa my0s perusohjeistuksesta poikkeavia ohjeistuksia tapauskohtaisesti. PCR-analyysi
on hyvin herkka tunnistamaan pieniakin maaria tutkittavaa bakteeria (Pasma, 2016, s.12). On
ollut epaselvaa, tunnistetaanko koontimenetelman avulla myos ne naytteet, jotka sisaltavat

pienia maaria Str. agalactiae -bakteeria.
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Tutkimus suoritetaan Valio Oy:n tamanhetkisella menetelmalla niin, ettd noin kymmenen kap-
paletta erillisia naytteita yhdistetaan koontinaytteeksi. Koontiin yhdistetdan 1000 pl jokaista

yksittaisen lehman naytetta. Kuvassa 1. on esimerkki koonnista, johon on yhdistetty 10 yksit-

taisen lehman naytteet.

Kuva 1. Koontinayte 21 (vas.) ja koontiin yhdistettyjen kymmenen lehman yksittaiset naytteet.

Koontinayte analysoidaan PCR-menetelman avulla (sisdinen tiedonlahde, 31.12.2018).
Koontinaytteesta tutkitaan, esiintyyko siina Streptococcus agalactiae -bakteeria. Jos nayt-
teesta loytyy kyseista bakteeria, jokaisen yksittaisen lehman nayte analysoidaan erikseen.
Nain bakteeria kantavat yksilot pystytaan I6ytamaan karjasta ilman etta kaikkia naytteita tar-
vitsee analysoida erikseen. Koontimenettelya kannattaa kayttaa tapauksissa, jossa bakteeria
kantavia lehmia on ainoastaan yksittaistapauksina karjassa. Vaihtoehtona on myos koko kar-
jan yksittain analysointi. Koontien voidaan katsoa olevan jarkeva vaihtoehto, jotta PCR-ana-
lyysista aiheutuvat kustannukset eivat nousisi turhan korkeiksi.
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3 PCRUTARETULEHDUSDIAGNOSTIIKASSA

3.1 PCR

PCR eli polymeraasiketjureaktio perustuu DNA:n monistamiseen entsyymien avulla (Ulma-
nen ym., 2014, s. 45-48). Menetelmaa kaytetaan monipuolisesti bio- ja geenitekniikassa
muun muassa mikrobien tunnistukseen. PCR-menetelmalla saadaan tunnistettua ennalta
maaritettya DNA-jaksoa hyvin pienesta maarasta DNA:ta. Menetelma onkin hyvin herkka ja

varma tunnistustapa.

Parssisen ym. (2012, s.179) mukaan PCR-tekniikka perustuu ennalta maaritellyn DNA-jak-
son monistamiseen. Ennen monistamista DNA:sta on puhdistettava proteiinit seka lipidit el
DNA on eristettava ennen PCR-reaktion aloittamista (Happonen ym., 2012, s. 91-92). Ta-
man jalkeen eristettya DNA-jaksoa voidaan alkaa monistamaan. Koeputkessa olevaa DNA:n
monistamiseen tarvitaan korkeaa lampdétilaa kestavia DNA-polymeraasientsyymeja, alukkeita

seka suuri maara neljaa eri nukleotidia, joita tarvitaan DNA-juosteiden rakentamiseen.

Happosen ym. (2012, s. 92) mukaan polymeraasiketjureaktio alkaa, kun nayteputkessa oleva
DNA avautuu lampdtilan noustessa 95 °C:seen. Taman jalkeen lampdtila lasketaan noin

55 °C:seen, jolloin alukkeet kiinnittyvat avautuneeseen juosteeseen. Alukkeet ovat tiettyyn
DNA-jaksoon suunniteltuja nukleotidiketjuja, jotka eivat voi kiinnittya muihin kuin maaritellyn
DNA-jakson monistuskohtaan (Parssisen ym., 2012, s.179). Happonen ym. (2012, s. 92) ker-
tovat, ettd alukkeiden kiinnittymisen jalkeen lampdtilaa nostetaan noin 72 °C:seen, jolloin
DNA-polymeraasientsyymi alkaa rankentaa uutta juostetta kayttaen nukleotideja. Aiemmin
kuvattua tapahtumasarjaa kutsutaan yhdeksi sykliksi, jota toistetaan tarvittava maara, jolloin

DNA-juosteet monistuvat koeputkessa eksponentiaalisesti.

3.2 PCR utaretulehdustutkimuksessa

Hiition (2018) mukaan PCR on ollut Suomessa rutiinimenetelma utaretulehdustutkimuksessa
vuodesta 2010. Tata ennen analysointi suoritettiin bakteeriviljelylla, joka korvautui PCR-tutki-
muksella sen nopeuden seka erittdin tarkan lajitunnistuksen vuoksi. PCR perustuu kullekin

mikrobille ominaisen DNA-jakson eli geenin puhdistukseen maitonaytteesta seka jakson mo-

nistamiseen. Utaretulehdusnaytteet ovat maitonaytteita, jotka analysoidaan reaaliaikaisella
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PCR:lla (Hiitid, 2018). Kun maitonaytteessa on kohdemikrobin DNA:ta, tatd monistamalla voi-
daan tietylla aallonpituudella havaita reaaliaikaisesti mikrobin DNA-jaksojen monistuminen
fluoresenssin ansiosta. DNA:n monistamiseen tarvittavat liuokset ovat PCR-analyysiin kuulu-
villa testipaneeleilla, joilla pystytdan havaitsemaan kohdennettuja mikrobeja (Pasma, 2016,
s.17). Testipaneeleja utaretulehdustutkimukseen |0ytyy markkinoilta useampi eri kappale ja
niité voidaan hyodyntaa tapauskohtaisesti utaretulehdusbakteerien tunnistamiseen maito-
naytteesta. Eri testipaneelit sisaltavat eri PCR-liuokset, joissa on kullekin mikrobille yksil6lli-

set alukkeet, joiden avulla voidaan kopioida vain tiettya kohdemikrobia.

PCR on herkk& menetelma ja siksi aseptiseen naytteenottoon on panostettava (Hiitio, 2018).
Hiition ym. (2013, s. 41) mukaan etenkin hyvin pienia maaria kohdebakteeria sisaltavien
naytteiden arvioinnissa tulee ottaa huomioon kontaminaation mahdollisuus. Tama on otettava
erityisesti huomioon, mikali lehman oireet eivat vastaa PCR-analyysin tuloksia. Utaretuleh-
dusta aiheuttaa useimmiten ainoastaan yksi mikrobi. Mikali naytteessa havaitaan useampaa
bakteeria, voi kyseessa olla naytteenoton aikana syntynyt kontaminaatio. Elainlaakari kayttaa

analyysissa saatuja tuloksia oman hoitoarvionsa perustana (Pasma, 2016, s.21).

Koska PCR perustuu DNA:n monistamiseen, menetelmalld saadaan havaittua seka kuolleet
etta elavat mikrobit (Hiitid ym., 2013, s. 40). Taman seurauksena PCR-tuloksien on havaittu
olevan positiivisia myos silloin kun perinteisella viljelymenetelmalla tulehduksen on todettu

parantuneen.
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4 MATERIAALIT

4.1 PathoProof™Mastitis Assay PCR

4.1.1 Testin kulku

PathoProof™Mastitis Assay (Thermo Scientific) on Valio Oy:lla kaytdssa oleva kaupallinen
tunnistusmenetelma, jolla pystytaan tunnistamaan useita utaretulehdusta aiheuttavia mikro-
beja samanaikaisesti (Pasma, 2016, s. 18). Menetelma perustu reaaliaikaiseen PCR-analyy-

siin (mts. 10).

PathoProof™Mastitis Assay:n ensimmainen tyovaihe alkaa maidon somaattisten solujen har-
joittamisella maitonaytteesta (Pasma, 2016, s. 18). Valion (sisainen tiedonlahde, 29.05.2020)
utaretulehduslaboratoriossa kaytetaan DNA:n eristamiseen puoliautomaattista King Fisher
Flex -laitetta (kuva 2). Yhteen eristykseen mahtuu yhteensa 96 naytetta. Eristykseen tulee

aina sisallyttaa vahintaan yksi negatiivinen kontrollinayte.

Kuvassa 2 nakyvaan King Fisher Flex -laiteeseen asetetaan erilaisia puhdistusliuoksia. King
Fisher Flex -laite puhdistaa magneettipartikkeleja sisaltavien puhdistusliuosten seka mag-
neettisauvojen avulla mikrobien DNA:n maitonaytteen muista partikkeleista. Naytteista eris-

tetty mikrobien DNA siirtyy eristyksen lopuksi Elution-liuokselle blokille (kuva 3).
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Kuva 3. Naytteista eristetty DNA blokilla.

4.1.2 Testipaneelit

Valiolla (sisdinen tiedonldhde, 29.5.2020) on utaretulehduksen tunnistukseen kaytossa talla
hetkellda PathoProof™ Complete-16 Kitti, jolla pystytdan tunnistamaan 15 taudinaiheuttajaa
seka stafylokokkien beetalaktamaasi penisiliiniresistenssigeeni (taulukko 1). Tassa tydssa
kaytdssa oleva PathoProof™ Major-4.2 kitti tunnistaa nelja utaretulehdusta aiheuttavaa bak-

teeria, joista yksi on opinnaytetydn tutkimuksen kohteena oleva Str. agalactiae (taulukko 1).
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Taulukko 1. Thermo Scientific PathoProof kittin tunnistuskohteet (Thermo Scientific, 2015a,
s. 1; 2015b, s. 1).

Major- | Complete-
Mikrobi 4.2 kit 16 kit
Streptococcus uberis X X
Mycoplasma bovis X X
Staphylococcus aureus X X
Streptococcus agalactiae X X
Corynebacterium bovis X
Enterococcus spp. X
Escherichia coli X
Klebsiella oxytoca ja/tai pneumoniae X
Mycoplasma spp. X
Prototheca spp. X
Serratia marcescens X
Stafylokokkien B-laktamaasigeeni X
Staphylococcus spp. X
Streptococcus dysgalactiae X
Trueperella pyogenes ja/tai Peptoniphilus indolicus X
Hiiva X

Kumpaankin PCR-tutkimuskitin naytteena kaytetaan PathoProof™Mastitis Assay -menetel-
malla eristettyd DNA:ta (Thermo Scientific, 2015a, 2015b). Complete-16 kitti sisaltaa nelja eri
PCR-liuosta, joissa kaikissa on eri kohdemikrobille tarkoitetut DNA:n monistukseen tarvittavat
alukkeet. Major-4.2 kitissa on vain yksi PCR-liuos. Taman vuoksi Major-4.2 kitilla tehtyyn
analyysiin mahtuu enemman naytteita. Kutakin PCR-liuosta lisatadan yhteen kuoppalevyn
kuoppaan. Kuten kuva 4 havainnollistaa Complete-16 kitilla tehtavaan PCR-analyysiin eristet-
tya DNA:ta pipetoidaan neljaan kuoppaan yhtd PCR-liuosta kohden. Kuvassa 5 havainnollis-
tetaan Major-4.2 kitin analyysiin yhdesta maitonaytteesta DNA:ta pipetoidaan vain yhteen
kuoppaan. Yhden Complete-16 kitilla naytteen analysointi vie kuoppalevylta nelja paikkaa el

levylle mahtuu yhteensa 24 naytetta (kuva 4). Major-4.2 kitilla tehty nayte tarvitsee yhden
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kuopan. eli levylle mahtuu 96 naytta (kuva 5). Koska yksi PCR-laitteella tehty analyysi kestaa
noin 1,5 tuntia, suuren naytemaaran analysointi on nopeampaa Major-4.2 kittia kayttaen. Ma-
jor-4.2 kitilla pystytaan kuitenkin analysoimaan ainoastaan neljan eri bakteerin esiintyvyytta

naytteessa (taulukko 1), siksi sitd kannattaa kayttaa Valion utaretulehduslaboratoriossa aino-

astaan kartoitusnaytteiden analysoinnissa.
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Kuva 5. Complete-16 kitin kuoppalevy, jossa Kuva 4. Major-4.2 kitin kuoppalevy, jossa
yksi nayte tarvitsee nelja kuoppaa. Naytetta pi- yksi nayte tarvitsee vain yhden kuopan (so-
petoidaan jokaisen PCR-liuoksen joukkoon (so- veltaen Thermo Scientific, 2015b, s. 16).
veltaen Thermo Scientific, 2015a, s. 16).

4.1.1 Tulosten tulkinta

PCR-tuloksia analysoidaan PathoProof Norden Lab Studio -tietokoneohjelmalla. PathoProof
Norden Lab Studio on ohjelma, joka on kehitetty PathoProof™ Mastitis Assay -menetelman
tulosten tulkintaan (Thermo Scientific, 2016, s. 2). Kalibrointi PathoProof Norden Lab Studio -
ohjelmistolle on suoritettava aina, kun uutta kittia kaytetaan ensimmaista kertaa (Thermo
Scientific, 2015b, s. 9). Reaaliaikainen PCR-analyysi tehdaan PCR-laitteella ja opinnaytetyo-

hon analyysi suoritettiin Applied Biosystems™ QuantStudio™ 5 -laitteella (kuva 6).
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Kuva 6. Applied Biosystems™ QuantStudio™.

PathoProof PCR -maarityksen tulokset perustuvat kynnyssykliarvoihin (Cycle theshold, Ct)
(Thermo Scientific, 2016, s. 8-9). Ct-arvo kertoo monistusjaksojen maaran, joka vaaditaan
kynnysfluoresenssisignaalitason saavuttamiseksi. Kun bakteerin DNA-jakso alkaa monistu-
maan nayteputkessa sen maara havaitaan reaaliaikaisen PCR-reaktion aikana fluoresenssi-
signaalin avulla. Kun mikrobin monistetun DNA:n maara ylittda kynnyssykliarvon saadaan Ct-
arvo, joka kertoo mikrobin DNA:n maaran naytteessa (kuvio 1). Mita suurempi maara DNA:ta
on maitonaytteessa ollut, sita vahemman sykleja tarvitaan kynnyssykliarvon ylittamiseksi.

Pieni Ct-arvo kertoo siis suuresta maarasta havaittua mikrobia.
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Kynnysarvon ylitys = Ct-
arvo

Fluorenssisignaalin maara

0 10 20 30 40

PCR-syklien maara

— Bakteerin DNA-jaksojen maara
nayteputkessa

Kynnysarvo

Kuvio 1. PCR-kayra ja Ct-arvon maaraytyminen (soveltaen Pasma, 2016).

Tulokset PathoProof Norden Lab Studio -ohjelmasta tulokset saadaan Ct-arvoina. Pasma
(2016) kuitenkin toteaa Ct-arvojen tulkinnan olevan kaikille bakteereille yksildllisia, joten niita
ei voi suoraan vertailla toisiinsa. LOoydetyn DNA:n maara 16ydoksessa ilmoitetaan +/-, +, ++
tai +++ tuloksina. Tulos +++ kertoo havaitun bakteerin DNA:n suuresta maarasta naytteessa,
kun taas +/- tulkitaan raja-arvot ylittavaksi, mutta naytteessa on niin vahan bakteerin DNA:ta,
etta usein tulos tulkitaan negatiiviseksi. Pasma (2016) kertoo, etta nain vahainen mikrobin
maara naytteessa voi viitata mahdolliseen kontaminaatioon. Kuitenkin viime kadessa elain-
laakari arvioi tulosten seka elaimen hyvinvoinnin perusteella hoidon tarpeen (Pasma, 2016).
Tulos voi olla myds negatiivinen, jolloin kuviossa 1 havainnollistettua kynnysarvoa ei ole yli-

tetty.

Vaikka bakteerin vahainen maara naytteessa voi viitata kontaminaatioon esimerkiksi nayt-
teenoton aikana, Streptococcus agalactiae on poikkeus, jonka positiivinen tulos bakteerin
maarasta riippumatta pitaa ottaa huomioon (Movet, 2022). Taulukossa 2 havainnollistetaan

Str. agalactiae -bakteerin Ct-arvoja ja niiden tulkintaa.
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Taulukko 2. Ct-arvojen tulkinta (Movet, 2022; Thermo Scientific, 2016).

Bakteerimaarien tulkinta: Str. agalactiae

+4++ ++ + +/- negatiivinen
Ct-arvo

<24 24-32 32,1-37 37,140 -
Bakteerin . . . s

D keskitasoinen s havainto ylittaa e e s
DNA:ta ha- suuri maara . pieni maara ei loydosta
vaittu: maara kynnysarvon

Valion laboratoriossa on kaytanténa kehottaa naytteen lahettajaa ottamaan Streptococcus
agalactiae -bakteerin tuloksen Ct-arvoltaan 37,1-40 (+/-) saaneelta lehmalta uusi utaretuleh-
dusnayte. Nain voidaan varmistua, ettei karjaan jaa bakteeria kantavia yksil6ita ja uudet tar-
tunnat voidaan nain estaa. Helsingin yliopiston kliinisen tuotantoelainladketieteen professori
P. Rajala-Schultz (henkilokohtainen tiedonanto, 14.4.2022) suosittelee myos Str. agalactiae -

kartoituksissa +/- lehmien tutkimista uudelleen.



24

5 TYON KULKU

Aineistoa tyohon analysoitiin PCR-analyysin avulla. Yksittaisia naytteita kerattiin 441 kappa-
letta, jotka kaikki ovat olleet kaytdssa olevan menetelman mukaisessa Str. agalactiae -bak-

teerin kartoituksessa. Naista naytteista on tehty protokollan mukaan 47 koontinaytetta, joista
15:sta koonnissa esiintyi Str. agalactiae -bakteeria. Naiden 15:sta koontinaytteen yksittaiset
naytteet on aikaisemmin analysoitu erikseen nykyisen menetelman mukaisesti Complete-16
kittia kayttaen. Kaikkia naytteita ei koettu tarpeelliseksi analysoida tutkimusta varten ja tasta

syysta keratyista naytteista valittiin vain osa eri tutkimuksen eri vaiheisiin.

Str. agalactiae -bakteerin tunnistus naytteista suoritetaan polymeraasiketjureaktioon perustu-
van PathoProof™ Mastitis PCR Assay -menetelman avulla. Menetelma tunnistaa seka elavat
etta kuolleet bakteerit maitonaytteista, silla se perustuu bakteerin DNA:n hajottamiseen ja
sen monistamiseen. Naytteet on mahdollista pakastaa (Thermo Scientific, 2015b, s. 1). Pa-
kastamisen lisaksi naytteiden sailyvyytta edistavat sailontaainetabletit. Sailontaainetabletit ei-
vat hairitse utaretulendusnaytteiden tutkimista ja niita voidaankin hyodyntaa esimerkiksi sil-

loin, kun naytetta ei voida sailyttaa kylmassa esimerkiksi kuljetuksen aikana.

5.1 Major-4.2 kitin kayttoonotto

Tutkimuksessa suoritettiin aluksi PathoProof Major-4.2 kitin kayttdonottotestaus Valion labo-
ratoriossa. Tutkimuksen jokainen PCR-analyysi suoritettiin kyseista kittia kayttaen. Kitin
avulla voidaan tunnistaa nelja eri utaretulehdusta aiheuttavaa mikrobia, joista yksi on tutki-
muksen kohteena oleva Streptococcus agalactiae. Kayttoonotto sisalsi kalibroinnin seka
kayttoonottotestauksen. Kalibrointi suoritettiin Major-4.2 kitin mukana tulleella kalibrointiliuok-
sella. Kalibroinnissa kaytettiin PCR-laitteen omaa kalibrointiin tarkoitettua ajo-ohjelma. Kayt-
toonottotestauksen tuloksissa tarkasteltiin ainoastaan Str. agalactiae -bakteeria, silla kyseista

kittia on suunniteltu kaytettavaksi ainoastaan Str. agalactiae -bakteerin tunnistuksessa.

Kayttoonottotutkimus suoritettiin satunnaisesti valituista kartoitusnaytteista. Kayttdonotossa

hyddynnettiin kaytéssa olevan Complete-16 kitilla saatuja tuloksia ja niité vertailtiin Major-4.2
kitilla saatuihin tuloksiin. Kayttoonotossa hyodynnettiin seka koontinaytteiden etta yksittaisten
naytteiden tuloksia ja kittien vertailussa kaytettiin samaa eristettya DNA:ta. Osa Major-4.2 ki-
tin kayttoonottotestaukseen analysoiduista naytteista oli pakastettuja paremman sailyvyyden

takia. Naytteita ei eristetty uudelleen.
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5.2 Yksittaisten naytteiden analysointi

Tutkimuksen toisessa vaiheessa tutkittiin koonteja, josta ei ollut Valiolla kaytdssa olevalla
kymmenen koonnin menetelmalla 16ytynyt Str. agalactiae -bakteeria. Tutkimuksen kohteena
oli yhteensa 27 koontia eli 255 yksittaista naytetta. Koontinaytteista 24:aan oli yhdistetty kym-
menen naytetta ja yhdet kappaleet koonteja, joihin oli yhdistetty 9, 4 ja 2 naytetta. Jokainen
naista koonteihin yhdistetyista naytteista analysoitiin PCR-menetelmalla yksittain. Kartoitus-
ten yksittaisia naytteita, joissa ei esiintynyt Str. agalactiae -bakteeria, kaytettiin tutkimuksen

seuraavassa vaiheessa laimennossarjojen valmistukseen.

5.3 Laimennossarjat

Laimennoksissa vahaisia maaria Str. agalactiae -bakteeria sisaltavaa naytetta yhdistettiin
koonniksi sellaisten naytteen kanssa, joka ei sisaltanyt tutkittavaa Str. agalactiae -bakteeria.
Laimennosten avulla tutkittiin, kuinka monta naytetta voidaan koontinaytteeseen yhdistaa,

jotta bakteeri viela havaitaan PathoProof ™ Mastitis PCR Assay -menetelmaa kayttaen.

Laimennossarjoja varten tutkimukseen valmistettiin kaksi kontaminoitua naytetta. Kontami-
noituihin naytteisiin yhdistettiin viisi vahaisia maaria sisaltavaa Str. agalactiae -bakteeria si-
saltavaa naytetta, jotka oli aikaisemmassa tutkimusvaiheessa tutkittu ja bakteerin maara
naytteessa varmistettu. Molemmat kontaminoidut naytteet N1 (kuva 8) ja N2 analysoitiin en-
nen laimennossarjojen valmistamista. Analyysissa selvisi, ettd kummatkin kontaminoidut,
naytteet sisalsivat verrattain vahaisia maaria Str. agalactiae -bakteeria (taulukko 3). My0s lai-
mennosnaytteisiin kaytettiin kartoitusnaytteita, jotka oli aikaisemmassa tutkimusvaiheessa to-
dettu Str. agalactiae -negatiivisiksi. Myos naiden naytteiden Ct-arvot varmistettiin Str. agalac-
tiae -bakteerin osalta ennen yhdistamista seka yhdistamisen jalkeen ja naista naytteista ei

I0ytynyt Str. agalactiae -bakteeria.
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Kuva 7. Kontaminoitu Nayte 1.

Taulukko 3. Laimennossarjoihin valmistettujen kontaminoitujen naytteiden Ct-arvot Str. aga-
lactiae -bakteerin osalta.

N1 Kontaminoitu Nayte 1 N2 Kontaminoitu Nayte 2

34,1 38,4

35,7

ka. 34,1 37,1

Laimennossarjat valmistettiin Valion nykyista koontindytemenetelmaa vastaavalla tavalla. En-
simmainen nayte laimennossarjassa oli kontaminoitu nayte, joka pipetoitiin nayteputkeen.
Sarjan toiseen naytteeseen pipetoitiin 1000 pl kontaminoitua ja 1000 ul laimennosnaytetta ja
sarjan kolmas nayte valmistettiin niin, ettd 1000 pl kontaminoitua ja 2000 ul laimennosnay-
tetta yhdistettiin. Laimennossarjaa jatkettiin, kunnes 1000 pl:aan kontaminoitua naytetta oli

yhdistetty 9 x 1000pl:aan laimennosta (kuva 2.).
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Kuva 8. Laimennossarja naytteelle 1N.

Laimennossarjalla havainnollistettiin, kuinka monta naytetta voidaan yhdistaa, jotta Str. aga-
lactiae -bakteeria sisaltava nayte havaitaan koonneissa. Taman jalkeen laimennokset tutkit-
tiin PathoProof™ Mastitis PCR Assay -menetelmaa kayttaen. PCR-analyysi toteutettiin Ma-

jor-4.2 kitilla.

5.4 Raportointi

Kaikkien tutkimusvaiheiden PCR-tulokset tulkittiin Pathoproof Norden Lab Studio ohjelmis-
tolla. Studio-ohjelmiston avulla saatiin tuloksista tarkat Ct-arvot. Kaikkien osioiden eli kayt-
toonoton, aineiston keruun ja kartoitusten tutkimisen seka laimennossarjojen tulokset kerattiin

Excel-taulukoihin.
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6 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

6.1 Major 4.2 kitin kayttoonotto

Kayttoonoton ensimmaisessa vaiheessa suoritettiin kalibrointi. Kalibrointi suoritettiin Pat-

hoProof Norden Lab Studio -ohjelmistolle ja se sujui onnistuneesti.

Taulukossa 4 havainnollistetaan kayttdonoton tuloksia. Samojen naytteiden tuloksia vertailtiin
Complete-16 kitilla ja Major-4.2 kitilla saatuihin tuloksiin. Naytteita tutkittiin ynteensa 170
joista 90 %:ssa analyysit antoivat saman eli positiivisen tai negatiivisen tuloksen samalle

naytteelle (taulukko 4). Eriavia tuloksia oli 10 % kaikista tuloksista.

Taulukko 4. Kayttoonoton tulokset.

Str. agalactiae -tulokset

Complete-16 kit pos

Major-4.2 kit pos

Complete-16 kit neg

Major-4.2 kit neg

Complete-16 kit pos

Major-4.2 kit neg

Complete-16 kit neg

Major-4.2 kit pos

32 121 10
Yht. 170
Sama tulos % 90,0 %
Eri tulos % 10,0 %

Tuloksista 10 % erosivat toisistaan. Kuitenkin kun otetaan huomioon heikosti positiiviset tu-
lokset, ero kaventuu. Thermo Scientificin (2018, s. 8) mukaan suositellaan, etta yli 37 Ct-ar-
vot katsotaan negatiivisiksi maitonaytteita analysoidessa. Tulosten erot voivat johtua esimer-
kiksi laitekohtaisista eroista (Mikkola, 2006). Laitteiden valiset monistustehokkuuden erot na-
kyvat voimakkaammin, mitd enemman monistuskertoja on. Pienia maaria mikrobin DNA:ta
sisaltavilla naytteilla voi mahdollisesti olla suurempia eroja Ct-arvoissa. Kayttddnottotestauk-
sessa epavarmaksi tulokseksi luokitellut yli 37,0 Ct-arvon tuloksia oli yhteensa 14 (taulukko
5).
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Taulukko 5. Eriavat tulokset jaettuna epavarmoihin ja varmoihin tuloksiin.

Ct-arvo 2 37,0 Ct-arvo < 37,0
Complete-16 kit pos Complete-16 kit neg
Major-4.2 kit neg Major-4.2 kit pos
4 10 3 0

Talléin voidaan todeta, etta varmasti eridvia tuloksia on ainoastaan 3. Jos PathoProof-maari-
tyksia kuitenkin kaytetaan seulontatarkoituksiin, joihin Str. agalactiae -kartoituksetkin kuulu-

vat, on suositeltavaa kayttaa koko 40 (1—40) syklin aluetta (Thermo Scientific, 2018, s. 7-8).
Koska kayttoonotto onnistui, voidaan Major-4.2 kittia kayttaa Valion utaretulehduslaboratori-

0ssa, kun analysoidaan Str. agalactiae -bakteeria maitonaytteista.

6.2 Koontinaytteet analysoituna yksittain

Str. agalactiae -kartoitusnaytteet, joiden koontinaytteista ei I6ytynyt kyseista bakteeria analy-
soitiin yksittain. Yksittaisia naytteita tutkittiin yhteensa 255, joista 30 naytteessa havaittiin Str.
agalactiae -bakteeria. 15:sta koonnissa ei havaittu yksittain tutkittunakaan kyseista bakteeria,
mutta 12:sta koonnissa havaittiin yksittaisia 10ydoksia. Taulukkoon 6 on kirjattu ainoastaan ne
koonnit, joista yksittain tutkittuna 10ytyi Str. agalactiae -bakteeria. Koonneista oli jaanyt tun-

nistamatta viisi + ja 25 +/- tapausta.

Taulukko 6. Koontinaytteet, joista I0ytyi yksittain tutkittuna Str. agalactiae -bakteeria.
Koonnissa yhdistettyjen | Naytteet, joissa | Naytteet, joissa

naytteiden maara Ct-arvo + Ct-arvo +/-

Koonti 2 | 10
Koonti 3 | 10 1
koonti 11 | 10 -
koonti 13 | 10 -
koonti 15 | 10
koonti 21 | 10
koonti 22 | 10
koonti 23 | 10
koonti 24 | 10
koonti 25 | 10
koonti 26 | 10
koonti 27 | 10 -

Yht. | |

= =
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Kuten taulukosta 6 huomaa, osassa koonneista oli jaanyt tunnistamatta useampi kappale Str.
agalactiae -bakteeria sisaltavaa naytetta. Esimerkiksi koonnissa 21 saatiin havainto kysei-
sesta bakteerista jopa seitsemassa naytteessa. Koontimenettelyn avulla ei siis ole saatu ha-
vainnoitua kaikkia naytteita, jotka sisalsivat tutkittavaa bakteeria pienia (+) ja Ct-arvot ylittavia

(+/-) maaria. Tutkimuksen perusteella yhtaan ++ ja +++ -tulosta ei jaanyt tunnistamatta.

6.3 Laimennossarjat

Ensimmaisen laimennossarjan Nayte 1 eli N1 oli Ct-arvon keskiarvolta 33,0, mika tarkoittaa
taman naytteen olevan Ct-arvon tulkinnaltaan + (taulukko 7). Tuloksista huomaa, kuinka Ct-
arvon keskiarvo paasaantoisesti nousee, mita enemman koontiin lisda naytteita, joissa ei ole
Str. agalactiae -bakteeria. Ensimmaisessa laimennossarjasta nahdaan, vaikka Ct-arvoltaan
(keskiarvo) 33,0 yhdistetadn kymmenen naytteen koontiin, Str. agalactiae pystyttiin havain-

noimaan jokaisesta koonnista.

Taulukko 7. Laimennossarja Nayte 1 Ct-arvot.

Laimen-

nossarja N1 N1+1 N1+2 N1+3 N1+4 N1+5 N1+6 N1+7 N1+8 N1+9 N1+10
1 33,3 35 36,8 35,5 35,3 35,7 35,9 36,6 36,2 39,1 -
2 32,9 36,4 34,7 36,7 35,8 35,2 34,5 37,5 36,7 35,1 36,6

3 331 341 369 367 357 373 369 388 368 367 -
4 34 344 354 355 361 362 378 391 361 383 -
5 31,7 332 342 36 354 374 376 373 372 372 -

6 32,7 34,8 35,2 35,4 36,4 37,3 37,6 37,1 37,1 35,1

ka. 33,0 34,7 355 36,0, 358| 365 36,7 37,7 36,7 36,9 36,6

Toisen laimennossarjan kontaminoitu nayte eli N2 oli Ct-arvoltaan keskiarvolta 36,5, mika tar-
koittaa taman naytteen olevan Ct-arvon tulkinnaltaan + (taulukko 8). Tuloksista nakee, etta
Str. agalactiae nakyy vaan osassa koonneista. Bakteeri ei erotu koonneissa saannodllisesti.
Taman perusteella kyseisen Ct-arvon omaavaa naytetta ei voi yhdistaa koonneiksi niin, etta
Str. agalactiae nakyisi varmasti koonnissa.



Taulukko 8. Laimennossarja Nayte 2 Ct-arvot.

:l:;::rr;; N2 N2+1 |N2+2 |N2+3 |N2+4 |N2+5 |N2+6 |N2+7 |N2+8 |N2+9 |N2+10

1 36,1 - 38,2 - - - - - 37,6 -

2 36,8 = = = = = = = 38,8 39

3 34| 379| 36,1 37| 391 39 - 37,8 37,5

4 37,4 - = 38| 386| 393 38 = = 38,9

5 37,6 379| 36,6| 37,3 - - - - - -

6 373| 36,6| 384| 372| 378 = = = = = =
ka.. 36,5 375 373 374 385 392 38,0 s 38,1 38,5 z

31
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7 TULOSTEN TARKASTELU

PathoProof Major-4.2 -kitin kalibroinnin ja kayttoonottotestauksen voidaan katsoa onnistu-
neen ja se on valmis kaytettavaksi Valion laboratoriossa Str. agalactiae -bakteerin analysoin-

tia varten.

Seka yksittaisten naytteiden tutkimuksessa etta koontinaytteissa voitiin huomata, etta nykyi-
sella kartoitusmenetelmalla ei varmuudella pystyta seulomaan karjasta kaikkia Str. agalactiae
-bakteeria sisaltavia naytteita. Mita pienempi maara bakteeria naytteissa on, sita huonom-
malla todennakdisyydella ne koonneista 16ytyvat. Tutkimuksissa huomatiin, ettd kymmenen
naytteen koonneilla pystyttiin havaitsemaan kuitenkin kaikki Ct-arvoltaan +++ ja ++ -tapauk-
set. Ainoastaan +/- ja + -naytteiden I6ytymisen havaittiin olevan epavarmaa koontimenette-

Iyll&.

Laimennossarjat osoittivat, etta koontinaytteet eivat ole taysin varma tapa, kun halutaan 16y-
taa karjasta kaikki Str. agalactiae -bakteeria sisaltavat naytteet. Koontiin yhdistettavien nayt-
teiden maaraa ei myoskaan voida vahentaa, kun halutaan varmuudella |0ytaa kyseinen bak-
teeri. Tama osoitettiin kontaminoidun naytteen N2 laimennossarjassa, jossa Ct-arvon kes-

kiarvoltaan 36,5 naytetta ei pystytty havainnoimaan aina, kun naytetta laimennettiin. Vaikka

koontinaytteeseen yhdistettaisiin ainoastaan kaksi naytetta, koonnista voi silti jadda huomaa
matta osa Str. agalactiae -bakteeria sisaltavat naytteet niissa tapauksissa, jossa bakteerin
maara naytteessa on ollut +/- tai + -tapaus. Toisaalta raja on hyvin hailyva, silla N1-naytteen

laimennossarjassa jokaisessa koonnissa havaittiin Str. agalactiae -bakteeria.

7.1 Kartoitusnaytteiden optimointi

Tuloksissa havaittiin, ettei kaikkia +/- ja + -maaria Str. agalactiae -bakteeria sisaltavat nayt-
teita pystytty havaitsemaan koontimenettelyn avulla. Jos katsotaan tarpeelliseksi, etta kartoi-
tuksissa l0ydetaan myos pienia maaria bakteeria sisaltavat naytteet, siina tapauksessa kaik-
kien naytteiden analysointi yksittain olisi jarkeva vaihtoehto. Naytteiden yksittain tutkiminen
parantaa mahdollisuutta 16ytaa karjasta myos pienia maaria Str. agalactiae -bakteeria sisalta-
vat naytteet. Kaikkien tulosten lI6ytaminen voisi olla avuksi bakteerin leviamisen estamisen

kannalta.
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Str. agalactiae -kartoitukset kannattaa laboratorion toiminnan kannalta analysoida Major-4.2
kitilla, silla kitti saastaa aikaa, kun analysoitavana on runsaasti naytteita. Lisaksi Major-4.2
kitti sisaltdad vahemman PCR-liuoksia Complete-16 kittiin verrattuna. Major-4.2 kitilla suoritet-
tuun PCR-ajoon mahtuu yhteensa 96 naytetta sisaltaen kontrollinaytteen, kun taas Complete-
16 kitilld suoritettuun PCR-analyysiin mahtuu 24 sisaltéden kontrollinaytteen. Koska Major-4.2
kittiin kuuluu vahemman PCR-liuoksia, voidaan olettaa, etta kitti olisi mahdollisesti halvempi
kustannuksiltaan. Kitin kustannuksien eroja yksittain tehtavissa kartoituksissa ei tassa opin-
naytetyossa laskettu. Major-4.2 kitilla voidaan saastaa aikaa ja sen avulla valtetaan turhia
analysointituloksia, mikali halutaan ainoastaan havainnoida Str. agalactiae -tapaukset kar-
jasta. Yksittain tehtaviin naytteisiin kuluu enemman aikaa, mita voitaisiin kompensoida Major-
4.2 kitin kayttoonotolla. Jos kartoitusten tutkimuksessa siirrytaan yksittain analysoituihin nayt-
teisiin koontien sijasta, voidaan olettaa, etta sen kaytosta Str. agalactiae -kartoituksissa olisi

hyotya.

7.2 Tulosten hydédyntaminen

Valio voi kayttaa opinnaytetydn tuloksia Streptococcus agalactiae -kartoitusnaytteiden analy-
soinnin pohjana. Opinnaytetydn perusteella voidaan optimoida kartoitukset niin, etta Str. aga-
lactiae -bakteeri havaitaan suuremmalla todennakoisyydella karjasta, eika yksittaiset naytteet
jaa huomaamatta. Tuloksia voidaan myds mahdollisesti hyddyntaa suuntaa antavana, mikali

halutaan kartoittaa karjasta jokin muu utaretulehdusta aiheuttava bakteeri.
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8 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Opinnaytetyon tavoitteet saavutettiin kolmen eri tutkimusvaiheen osalta. Ensimmaisessa
osassa eli Major-4.2 kitin kayttoonotossa onnistuttiin saamaan samanlaisia tuloksia kuin
Complete-16 kitilla. Eroavaisuudet kittien valilla voivat selittya esimerkiksi laitekohtaisten ero-
jen ja naytteissa olevien vahaisten DNA-pitoisuuksien aiheuttaman epavarmuuden avulla.
Major-4.2 kittia voidaan kayttaa Valion utaretulehduslaboratoriossa Str. agalactiae -kartoitus-
naytteiden analysoinnissa. Havainnoitiin, etta Major-4.2 kitti on jarkevaa ottaa osaksi kartoi-
tusnaytteiden analysointia etenkin siina tapauksessa, jossa kartoitusnaytteet mahdollisesti

tulevaisuudessa analysoidaan yksittaisina naytteina.

Uudet kartoitukset suositellaan tehtavan uudella Major-4.2 kitilla ja etenkin silloin, jos ne paa-
dytaan analysoimaan yksittain. Kitin kaytosta aiheutuvien kokonaiskustannusten voidaan
olettaa olevan matalammat kuin nykyisen menetelman Complete-16 kitin. Kittien valisia kus-
tannuseroja ei laskettu tarkemmin tassa opinnaytetydssa. Laboratoriossa voitaisiin mahdolli-
sesti arvioida jatkotutkimuksena kittien menekin maara seka kustannusten erot Complete-16
seka Major-4.2 kittien valilla. Major-4.2 kitilla tehtyyn PCR-ajoon mahtuu 96 naytetta (sisal-
taen kontrollindytteen), kun taas Complete-16 kitilla suoritettuun ajoon mahtuu 24 naytetta
(sisaltaen kontrollinaytteen). Yksi PCR-ajo kestaa noin 1,5 tuntia ja tama tarkoittaa sita, etta
Major-4.2 kitilla analysoitavat kartoitusnaytteet olisivat nopeammin analysoitavissa varsinkin

tapauksessa, jossa kartoitusnaytteita on suuri maara.

Tutkimuksen toisessa osassa selvitettiin, jaakd normaalin protokollan mukaisissa kartoitus-
naytteissa Str. agalactiae -bakteeria sisaltavat naytteet tunnistamatta. Tutkimuksessa havait-
tiin, etta osa naytteista jai tunnistamatta. Nama kaikki naytteet sisalsivat kyseista bakteeria
+/- tai + -maaria, mutta yhtaan +++ tai ++ -maaria sisaltavia naytteita ei havaittu jaaneen huo-
maamatta kartoitusmenettelylla. Toisessa vaiheessa kerattiin myos naytteita laimennossar-
joja varten. Tutkimuksen kolmannessa osassa analysoitiin laimennossarjojen avulla, kuinka
monta naytetta voitaisiin koontiin yhdistaa, jotta myds suuren Ct-arvon omaavat Str. agalac-
tiae -tapaukset saadaan tunnistettua koonnista. Alkuoletuksena oli, etta kymmenen naytteen
koonneista ei valttamatta tunnisteta jokaista suuren Ct-arvon omaavaa naytetta. Tuloksista
kavi ilmi, etta koontien avulla ei saada taysin varmasti tunnistettua + tai +/- Ct-arvon naytteita,
kun tallaista naytetta laimentaa. Suuren Ct-arvon omaavat naytteet on analysoitava erikseen,

jos ne halutaan tunnistaa suuremmalla varmuudella.
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Koska Ct-arvon kasvaessa PCR-analyysin tuloksesta tulee epavarmempi, nayte, jolla on
suuri Ct-arvo, voi olla myos kontaminaatio. Tama tarkoittaa, ettei lehma kanna Str. agalactiae
-bakteeria vaan bakteeri on voinut paatya naytteeseen esimerkiksi naytteenoton yhteydessa
tapahtuneen kontaminaation seurauksena. Koska kyseinen bakteeri on niin sanotusti erityis-
tapaus sen tarttuvuuden vuoksi, voidaan katsoa, etta on silti jarkevaa 16ytaa myos vahaisia
maaria Str. agalactiae -bakteeria sisaltavat eli Ct-arvoltaan 37—40 tuloksen naytteet. Tallai-
sen tuloksen saaneet yksilot voidaan ottaa tarkkailuun ja testata uudelleen Str. agalactiae -
bakteerin positiivisen tuloksen varmistamiseksi. Talloin saadaan varmistettua kantaako kysei-
nen yksilo bakteeria ja estaa taudin leviaminen karjassa tai vastaavasti voidaan valttaa turhat

ladkehoidot.

Tuloksien tarkastelussa on otettava myds huomioon virheldhteet. PCR-analyysi on hyvin
herkka menetelma ja sen vuoksi kontaminaation vaikutus tuloksiin on huomioitava. Analyysin
aikana on voinut sattua inhimillisia tai laitteiden aiheuttamia virheita. Naista virheista on voi-
nut syntya kontaminaatioita. Kontaminaatiot ovat voineet sattua esimerkiksi naytteen kasitte-
lyn kuten naytteenoton yhteydessa tai laboratoriossa DNA:ta eristettdessa. Eroja tuloksiin on
voinut tulla myos esimerkiksi maitonaytteen liilan vahaisesta sekoittamisesta ennen erista-

mista.

Vaikka Str. agalactiae -bakteerin I6ytamisen on todettu olevan taloudellisesti kannattavaa
maitotiloille, tutkimus ei kuitenkaan sisaltanyt taloudellisen kannattavuuden laskelmia koonti-
naytemenettelylle tai yksittaisten naytteiden analysoinnille. Kartoituksissa karja tutkitaan
useimmiten moneen kertaan, jolloin esimerkiksi tulehduksen alkuvaiheessa bakteeria ei ole
erittynyt maitoon merkittavia maaria, mutta seuraavassa kartoituksessa bakteerin maara mai-
tonaytteessa voi olla suurempi tulehduksen edettya. Jatkotutkimuksissa voitaisiin esimerkiksi
selvittaad, onko tuottajalla kuitenkin taloudellisesti kannattavaa loytaa kaikki +/- tai + -tulokset
vai ovatko vahaiset maarat useimmissa tapauksissa merkkina esimerkiksi kontaminaatiosta.
Tutkimus antaa hyvan pohjan sille, kuinka hyvin tallaisten suuren Ct-arvon omaavien nayttei-
den tulokset pystytdan havaitsemaan koontinaytteista. Tutkimus antaa myos pohjaa sille,
kuinka kartoitusmenettelya voidaan tulevaisuudessa ja myos tilakohtaisesti muokata, mikali
myo0s heikosti positiivisten tulosten |0ytamisen katsotaan olevan tarpeellista.

Koska Str. agalactiae -bakteeri on todella tarttuva, tarvitaan tehokkaita toimenpiteita, jotta

bakteeri saadaan koko karjasta poistettua. Koontinaytteet ovat kustannuksiltaan halvemmat
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kuin yksittain analysoidut naytteet. Voidaan kuitenkin ajatella, etta pitkalla aikavalilla katsot-
tuna my0s tuottajalle olisi edullisempaa, etta naytteet analysoidaan erikseen, mikali heikosti
positiivisten -tulosten 16ytymisen katsotaan olevan hyodyksi. Yksittaisten naytteiden erikseen
tutkimista on kuitenkin tutkittava lisaa, jotta saadaan parempi kuva kokonaiskustannuksista ja
taman menettelyn tehokkuudesta. Naytteiden yksittain tutkiminen kuitenkin kasvattaisi toden-
nakoisyytta sille, etta kaikki Str. agalactiae -bakteeria kantavat yksilot saadaan tunnistettua
karjasta. Kun kaikki bakteeria kantavat yksilot saadaan tunnistettua, uudet tartunnat saadaan

estettya ja maitotilat voivat olla askeleen |ahempana Str. agalactiae -vapaata karjaa.
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