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Tama opinnaytetyo tehtiin osana kansainvalista HoloRuminant-projektia. Projek-
tissa tutkitaan marehtijoihin liittyvia mikrobiomeja ja niiden vaikutusta eldinten hy-
vinvointiin elinkaaren eri vaiheissa. Projektissa on 25 toimijaa 17:sta eri maasta.
Yhteistyotoimijat ovat tutkimusorganisaatioita, voittoa tavoittelemattomia yhdis-
tyksia ja viljelija- seka rotujarjestdja. Suomesta projektissa on mukana Luonnon-
varakeskus. Optimoitua eristysmenetelmaa tullaan kayttamaan bakteeri-DNA:n
eristykseen maitonaytteista, jotka on keratty poikineilta lehmilta, tasaisin valiajon.
Eristetyn DNA:n avulla maidon bakteerit pyritdan tunnistamaan ja niiden mahdol-
lista muutosta maidossa seurataan testiajanjakson aikana.

Opinnaytetyo tehtiin yhdessa Luonnonvarakeskuksen kanssa, Jokioisten toimi-
pisteessa, Genomiikka ja jalostus -ryhmassa. Tyon tavoitteena on optimoida bak-
teeri-DNA:n eristysmenetelma lehman maitonaytteille. Tyon tarkoituksena on ha-
vainnoida ja kokeellisesti osoittaa eristysmenetelmassa olevat tyovaiheet, joiden
tehostaminen tai muuttaminen voisi parantaa eristetyn DNA:n saantoa ja mene-
telman toistettavuutta. Maitonaytteissa esiintyvien kaseiinien esikasittelymenetel-
mien testaus oli oleellisin osa menetelman optimointia. Lisaksi menetelmassa
testattiin sentrifugoinnin ja homogenoinnin sekd automaation vaikutusta eristetyn
DNA:n saantoon. Menetelman toimivuutta varmistettin maitohappobakteerin
avulla ja eristettyja maitonaytteita verrattiin utaretulehdusdiagnoosin saaneen
lehman maitoon.

Tehtyjen koe eristysten perusteella paadyttiin kayttamaan EDTA:ta kaseiinien sa-
ostumisen estamiseksi. Eristysta hairitsevien kaseiinien onnistunut poistaminen
mahdollisti suurempien DNA-pitoisuuksien mittaamisen maitonaytteista. Naytteet
soveltuivat myds automaattieristykseen Qiagenin Qiacube Connect -laitteella ja
niista onnistuttiin eristdmaan maitohappobakteerin DNA:ta onnistuneesti. Sentri-
fugin kayttd optimoitiin Luonnonvarakeskuksen tutkijoille valmiiksi menetelmaa
varten, mutta tehtyjen testien perusteella menetelman muita tyovaiheita ei muu-
tettu optimoinnin tuloksena. Tulosten ja toistettavuuden varmistamiseksi tehdyt
koe-eristykset tulisi toistaa useammin.

Asiasanat: HoloRuminant, bakteeri, patogeeni, DNA-eristys, mastiitti
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This thesis was done as a part of the HoloRuminant project funded by European
Union's Horizon 2020 research and innovation program (Grant Agreement No
101000213). Project examines ruminant-related microbiomes and their effect on
the animal's well-being at different stages of the life cycle. The project has 25
actors from 17 different countries. Collaborators are research organizations, non-
profit associations and farmer and breed organizations. From Finland, the Natural
Resources Institute Finland is participating the project. The optimized isolation
method will be used to isolate bacterial DNA from milk samples collected from
calving cows at regular intervals. With the help of the isolated DNA, the aim is to
identify the bacteria composition (i.e. microbiome) in the milk, and to monitor
changes in microbiome during mastitis and/or different lactation phases.

The thesis was done in the Natural Resources Institute Finland, at Jokioinen, in
the Genomics and breeding group. The aim of the work was to optimize the bac-
terial DNA isolation method for cow's milk samples. The purpose of the work was
to observe and experimentally demonstrate the working steps in the isolation
method, the enhancement or modification of which could improve the yield of the
isolated DNA and the reproducibility of the method. The testing of pretreatment
methods for caseins present in milk samples was the most important part of the
optimization of the method. In addition, the method tested the effect of centrifu-
gation and homogenization as well as automation on the yield of isolated DNA.
The functionality of the method was verified with the help of lactic acid bacteria
and the isolated milk samples were compared to the milk of a cow diagnosed with
mastitis.

Based on the test isolations, it was decided to use EDTA to prevent precipitation
of caseins. The successful removal of caseins interfering with the isolation made
it possible to measure higher DNA concentrations in the milk samples. The sam-
ples were also suitable for automatic isolation with Qiagen's Qiacube Connect
device, and the DNA of lactic acid bacteria was successfully isolated from them.
The use of the centrifuge was optimized for the Natural Resources Institute’'s
researchers. Based on the tests performed, the other working steps of the method
were not changed because of the optimization. To ensure results and reproduci-
bility, the test isolations made should be repeated more often.

Key words: HoloRuminant, bacteria, pathogen, DNA isolation, mastitis
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyo tehtiin yhteistydssa Luonnonvarakeskuksen kanssa, osana kan-
sainvalistd HoloRuminant-projektia. Luonnonvarakeskus on asiantuntija- ja tutki-
musorganisaatio, joka maa- ja metsatalousministerion alaisena tuottaa tutkimus-
tietoon perustuvia ratkaisumalleja yhteiskunnalliseen paatdéksentekoon Suo-
messa. (Luonnonvarakeskus n.d.) HoloRuminant on kansainvalinen 25 eri toimi-
jan yhteinen projekti, jonka yhteistydtoimijoiden joukossa on mukana tutkimusor-
ganisaatioita, viljelija- ja rotujarjestoja seka voittoa tavoittelemattomia yhdistyksia
17:sta eri maasta. Projektissa pyritaan maarittamaan marehtijoiden eri kehon
osista peraisin olevien mikrobien yhteytta toisiinsa, periytyvyytta seka niiden vai-
kutusta eldinten terveyteen. HoloRuminant- projektin avulla saadaan myds lisa-
tietoa marehtijoiden elinolojen ja ravinnon vaikutuksesta elainten elimiston mik-

robiomeista. (HoloRuminant n.d.)

Taman opinnaytetydn tavoitteena oli optimoida HoloRuminant-projektia varten
kehitetty menetelma toimivaksi lehmanmaidon bakteeri-DNA:n eristykseen. Me-
netelman toimivuus maitonaytteille oli kyseenalaistettu epaonnistuneiden DNA-
eristysten vuoksi. Tarkoituksena oli havainnoida olemassa olevaa eristysmene-
telmaa maitonaytteille ja kokeellisesti osoittaa eristysmenetelmassa olevat tyo-
vaiheet, joiden tehostaminen tai muuttaminen voisi parantaa eristetyn DNA:n
saantoa ja menetelman toistettavuutta. Maitonaytteiden tutkiminen luotettavalla

tarkkuudella vaatii toimivan menetelman.

HoloRuminant-projektissa on tarkeaa pystya tunnistamaan maidon sisaltamat
mikrobit ja niiden muodostamat mikrobiomit, koska niita voitaisiin mahdollisesti
kayttda indikaattoreina alkavalle utaretulehdukselle. Utaretulehdusten varhai-
sella tunnistamisella tai estamisella on merkittavia taloudellisia vaikutuksia tuot-
tajille ja koko maidontuotantoketjulle. Lisaksi antibioottilaakinnan pienempi tarve
vahentaa riskia antibioottiresistenssien mikrobien kehittymiselle, jolla on edista-

via vaikutuksia koko eliokunnan elinmahdollisuuksiin.



2 LEHMANMAITO

2.1 Maidon tuotanto Suomessa

Lapi 2010-luvun maitoa on tuotettu suomalaisilta maitotiloilta meijereihin vuosit-
tain yli 2000 miljoonaa litraa. Koko vuosikymmenen ajan maitotilojen maara on
laskenut tasaisesti. (Mattio 2020.) Vuonna 2021 maitotiloja oli Suomessa 4960,
joista luomumaidon tuottajia 137. Luomumaitoa tuotettiin vuonna 2021 81 miljoo-
naa litraa. Lypsavia lehmia suomessa oli vuoden 2021 lopussa 248 500 yksiloa,

joka on laskua edelliseen vuoteen kolme prosenttia. (Luonnonvarakeskus 2022.)

Maa- ja metsatalousministerio maarasi viela 1990- luvun alussa maidon hinnoit-
telussa kaytetyt laatuluokat ja luokituksen perusteella maksettavat hyvitykset
seka vahennykset tuotetusta maidosta tuottajille. Talla hetkella maidon luokittelu-
ja hinnoittelu perustuu Suomessa meijerien omaan paatoksentekoon. Vaikka
meijerin laatuluokitus onkin hyvin samankaltainen lapi maan, esiintyy silti hinnoit-
telussa alueellista vaihtelua. (Alasuutari ym. 2007, 132.). Maidontuottajille meije-
rit maksoivat vuoden 2021 lopussa keskimaarin 42,30 senttia litralta. Tuottaja-
hinta on ollut pienoisessa nousussa 2020- luvun alusta alkaen. (Luonnonvara-
keskus 2022.) Tuottajille maksettava tilityshinta maidosta maaraytyy sovitun pe-
rusosan ja laadusta riippuvan osan mukaan. Laatuluokituksiin vaikuttaa tiloilta
otettujen maitonaytteiden bakteeri- ja solumaarat. (Alasuutari ym. 2007, 133.) Li-
saksi tuotetulle maidolle tehdaan rasva- ja valkuaisainemaaritys laboratorio-olo-
suhteissa vahintaan kahdesti kuukaudessa. Naiden tekijdiden mukaan maaray-
tyy tuottajahinnan laadusta riippuvainen osa. (Kuusamon osuusmeijeri n.d.) Mai-
don hinnoittelu voi poiketa hieman eri meijereilla ja jotkin meijerit maksavat tuot-
tajilleen myos omia lisia, kuten vastuullisuuslisaa, jonka tarkoituksena on kannus-

taa tuottajia elainten hyvinvointia tukeviin tekoihin. (Valio n.d.)

Maidon laatuun merkittavasti vaikuttava tekija on lypsylehmien terveys. Elainten
terveys ETT ry on seka valtakunnallisesti, ettd kansainvalisesti toimiva yhdistys,
joka yllapitavat nautatilojen terveydenhuollon seurantajarjestelmaa, NASEVA:a.
ETT perustettiin Suomen liittyessa Euroopan Unionin jaseneksi 1995. Yhdistysta

yllapitad suomalaiset meijerit, munapakkaamot ja eri liha-alan yritykset.
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Yhdistyksen tarkeimpia tehtavia ovat mm. tuotantoelainten terveydesta ja hyvin-
voinnista huolehtiminen, tautiriskin hallinta ja tarttuvien tautien ehkaisy seka re-
huhygienian edistaminen. (Elainten terveys ETT ry. 2021.) Lehmien hyvinvoinnin
tarkkailulla ja sen edistamisella tuottajat valttyvat tuotantotappiolta ja voivat vai-

kuttaa tuotetun maidon laatuun (Hulsen 2007, 6.).

2.2 Lehmanmaidon koostumus

Lehmanmaidosta 87 prosenttia on vetta. Loput maidon koostumuksesta on kuiva-
aineita, kuten laktoosia, proteiineja, kivennaisaineita ja rasvaa (Maitotieto n.d.).
Lypsylehmien maidon koostumus on tarked mittari maidontuottajille arvioitaessa
karjan ruokinnan onnistumista. Maidon urea-, proteiini- ja rasvapitoisuus kertovat
lehmien saamien ravintoaineiden riittavyydesta ja ruokinnan tasapainoisuudesta.
(Kyntaja, Nokka, Harmoinen 2010, 120.) Urea muodostuu lehman maksassa pot-
sista imeytyneesta ylimaaraisesta ammoniakista, joka muodostuu rehun proteii-
nien hajotessa. Maidossa oleva urea on peraisin lehman verenkierron ureasta.
(Nousiainen 2016.) Tuotetun raakamaidon koostumusmittaukset tehdaan vahin-
taan kaksi kertaa kuukaudessa. Naissa mittauksissa saadaan selville maidon
rasva-, proteiini- ja ureapitoisuudet. (Kuusamon osuusmeijeri n.d.) Koostumus-

mittauksia voidaan tehda esimerkiksi meijerien laboratorioissa.

2.2.1 Maidon rasvat

Lehmanmaidon maitorasvasta on pystytty eristamaan erilaisia rasvahappoja yli
400 ja erityista maidon rasvan koostumuksessa on joidenkin rasvahappojen har-
vinaisuus. Osaa rasvahapoista |0ytyy vain maidosta. (Maitotieto n.d.) Erilaisia
rasvahappoja on olemassa paljon, mutta yhteista niille on, ettd ne kaikki koostu-
vat hiiliatomeista ja niihin sitoutuneista happi- ja vetyatomeista. Rasvahappoket-
juja muodostuu hiiliatomien sitoutuessa toisiinsa. Sitoutuminen tapahtuu joko yk-
sinkertaisin- tai kaksoissidoksin. Rasvahappoketjun pituus ja ketjussa olevien
kaksoissidosten maara muokkaa erilaisten rasvahappoketjujen ominaisuuksia.
(Damodaran Parkin & Fennema 2007.) Ketjun pituus vaikuttaa rasvojen sula-
misominaisuuksiin siten, ettd lyhyempia rasvahappoketjuja sisaltavat rasvat
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sulavat alhaisemmissa lampdtiloissa (Saarela, Hyvonen, Maattala & Von Wright
2010).

Rasvat jaetaan tyydyttyneisiin, kertatyydyttymattomiin ja monityydyttymattémiin
sen mukaan, kuinka paljon niiden hiiliatomien valilla on kaksoissidoksia. Tyydyt-
tyneiden rasvojen rakenteessa ei ole lainkaan kaksoissidoksia. Kertatyydyttymat-
tomissa rasvoissa kaksoissidoksia on yksi ja monityydyttamattomissa useampia.
(Mattila, Piironen & Ollilainen 2001.) Suurin osa maidon rasvassa olevista rasva-
hapoista on lyhyita tai keskipitkia rasvahappoja, jotka voivat olla seka tyydytty-
neita, etta tyydyttymattéomia (Maitotieto n.d.). Lehmanmaidon rasvasta noin kaksi
kolmasosaa on tyydyttynytta (Colting 2012). Monityydyttamattémia rasvahappoja
maidossa on linolihappo ja alfalinoleenihappo, jotka molemmat ovat ihmiselle
valttamattomia monityydyttamattomia rasvahappoja, joita ihmisen elimisto ei
pysty itse tuottamaan. (maitotieto n.d.) Tyydyttymattdmien rasvahappojen kolmi-
ulotteinen avaruusrakenne voi esiintya, joko cis- tai trans-muodossa. Luonnon-
rasvat ovat paasaantoisesti cis-muotoisia, mutta maitorasvan tyydyttymattomissa
rasvahapoissa on myds hieman trans-muotoisia rakenteita, jotka muodostuvat
lehman potsikdymisen seurauksena. (Saarela, Hyvonen, Maattala, Von Wright

2010.) Rasvojen kokonaismaara maidossa on noin 4,5 prosenttia (Colting 2012).

Kuten koko lehmanmaidon koostumus, myds maidon rasvahappokoostumus on
riippuvainen useasta eri tekijasta. Tarkein naista tekijoista on lehmien syoman
ravinnon koostumus. Suomen vuodenaikavaihteluiden vuoksi myds vuodenajan-
kohdalla on merkitystéd maidon rasvahappokoostumukseen. (maitotieto n.d.) Lyp-
sylehman perusrehuannos sisaltaa vahan rasvaa. Yleisimmin kaytettyjen rehujen
rasvapitoisuus on noin 2,5—4 prosenttia. Rehuannoksen energiapitoisuutta voi-
daan kuitenkin nostaa erikseen annettavalla rasvalisalla, joka muuttaa myos lyp-
settdvan maidon rasvan koostumusta. Lehman pdtsi sulattaa ravinnossa olevan
rasvan kaksivaiheisesti. Potsimikrobien erittdamat lipaasit hydrolysoivat rasvan
vapaiksi rasvahapoiksi ja taman jalkeen ne biohydrogenoituvat. (Kyntaja ym.
2010, 33.) Tama tarkoittaa, etta potsin mikrobit pelkistavat tyydyttymattomat ras-
vahapot tyydyttyneiksi (Tuomisto 2008). Rasvahappojen pétsibiohydrogenaation
vuoksi maidon rasva sisaltaa runsaasti tyydyttynytta rasvaa. Vakirehun osuutta
kasvattamalla ruokinnassa voidaan lisata maitorasvan tyydyttymattomien rasva-

happojen maaraa. Kasvidljylisa ja puna-apilasailorehu seka laadukas
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laidunruokinta tahtda samaan tarkoitukseen. Nain ruokinnan avulla voidaan vai-
kuttaa maitorasvan koostumukseen. (Kyntgja ym. 2010, 33.) Kun lehman ravinto
sisaltaa runsaasti monityydyttymattomia rasvahappoja, siirtyy vaikutus lehman
tuottamaan maitoon. Lehman potsi kuitenkin sulattaa hyvin tehokkaasti monityy-
dyttymattomia rasvahappoja. Kasvioljyt rehuissa voidaan kuitenkin suojata poétsin
vaikutukselta ja nain esimerkiksi rypsia sisaltava rehuruokinta voi nostaa jopa

kolmanneksella maidon linoli- ja alfalinoleenihappojen maaraa. (Maitotieto n.d.)

2.2.2 Kivennaisaineet ja hiilihydraatit maidossa

Suurin osa maidossa olevista kivennaisaineista sijaitsee maidon vesiosassa.
Lehmanmaidon kivennaisaineet ovat fosfori, jodi, kalsium, magnesium, natrium,
seleeni ja sinkki. Monet kivennaisaineet paatyvat lehmanmaitoon lehmien syo-
masta rehusta. Kaytetyt lannoitteet vaikuttavat rehun kivennaisainepitoisuuteen
ja sita kautta lehmilta lypsettavaan maitoon. (maitotieto n.d.) Kuten muukin mai-
don koostumus, myods kivennaisainepitoisuus vaihtelee. Pitoisuutta muokkaavat

elaimen ravitsemustilan lisaksi, geenit ja elinymparisté. (Cashman 2006.)

Maidon hiilihydraatti on laktoosi eli maitosokeri. Laktoosi on disakkaridi, joka on
muodostunut glukoosista ja galaktoosista (Wilt ym. 2010.) Laktoosi muodostuu
lehmilla ja muilla nisakkailla maitorauhasissa. Laktoosin pitoisuudet eri nisakas-
lajien valilla kuitenkin vaihtelevat suuresti. Lehman maidossa laktoosia on noin
4.9 prosenttia. (Vesa, Korpela, Sahi 1993.)

2.2.3 Proteiinit maidossa

Maidon proteiinit syntetisoidaan lehman utareessa, maitorauhasen soluissa. Ve-
renkierrosta peraisin olevista aminohapoista rakentuu peptideja, joista koostuvat
maidon proteiinit. (Huhtanen 1997, 213.) Lehmanmaidon proteiinisynteesissa
kaytetyt aminohapot ovat peraisin seka mikrobiproteiineista, ettd rehuproteii-
neista. Proteiinisynteesi vaatii onnistuakseen runsaasti energiaa. Tarkein energi-

anlahde maidon proteiinien muodostuksen kannalta on etikkahappo, jota lehmilla
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muodostuu potsikaymisen tuotteena. Etikkahapon lisaksi potsikayminen tuottaa

propionihappoa ja voihappoa. (Aspila ym. 2001, 24.)

Proteiinipitoisuus maidossa on suurimmalta osalta lehmien periman saatelemaa.
Kuitenkin myds lypsylehmien ruokinnalla voidaan vaikuttaa maidon proteiinipitoi-
suuteen. (Enroth ym. 2003, 57.) Esimerkiksi propionihappo tuottaa glukoosia leh-
man maksassa ja mikali propionihapon tuotto potsikaymisessa on liilan vahaista
vaaranlaisen tai puutteellisen ruokinnan vuoksi, joutuu maksa kayttamaan ami-
nohappoja glukoosin synteesiin. Talldin ruokinnan vaikutuksesta aminohappoja
jaa vahemman kaytettavaksi maidon proteiinien synteesiin ja tuotetun maidon
proteiinipitoisuus jaa vahaisemmaksi. Lehmien ruokinnassa voidaan kuitupitois-
ten vakirehujen avulla vaikuttaa propionihapon maaraan potsissa. (Aspila ym.
2001, 23-24, 95, 109.) Luontaisesti raakamaidossa on proteiineja 3,3 g /100 g
(Kautiainen 2022). Maidon proteiineista noin 80 prosenttia on kaseiineja ja loput

20 prosenttia heraproteiineja (Huhtanen 1997, 213.).

Hera on maidon kirkas nesteosa, joka sisaltaa runsaasti proteiineja. Proteiinien
lisaksi herassa on myos kivennaisaineita, joita proteiinit sitovat, seka rasvaa, lak-
toosia ja vitamiineja. Heraproteiineja on useita ja ne ovat ominaisuuksiltaan eri-
laisia. Yhteinen tekija kaikille heraproteiineille on, etta ne sisaltavat runsaasti ih-
miselle valttamattomia aminohappoja, kuten haaraketjuista leusiinia, jota esiintyy
heraproteiineissa noin 26 prosenttia kaikista aminohapoista. Valttamattomia ami-
nohappoja on heraproteiineissa kaikista aminohapoista noin 56 prosenttia. (Kau-
tiainen 2022.)

Kaseiinit ovat suurimolekyylisia ja fosforipitoisia proteiineja, jotka sisaltavat myos
kalsiumia ja rikkia. Maidon proteiineista kaseiinit ovat tarkeimpia ja niita onkin
maidossa maarallisesti eniten. Lehman raakamaidossa on kaseiineja noin 26
grammaa litrassa. Maidon koostumuksen vaihdellessa voi kaseiinipitoisuuskin
vaihdella. (Hadmeen ammatti-instituutti 2013.) Heraproteiinien tavoin kaseiinit si-
saltavat runsaasti valttamattomia aminohappoja. Kaseiinissa valttamattomien
aminohappojen osuus on hieman pienempi kuin heraproteiinien, noin 49 prosent-
tia kaikista proteiinissa esiintyvistd aminohapoista. Haaraketjuisia aminohappoja
kaseiineissa on 23 prosenttia aminohapoista. (Kautiainen 2022.) Kaseiinit ovat
veteen liukenemattomia. Ne kuitenkin sitovat vettd tehokkaasti. Jokaista
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proteiinigrammaa kohden kaseiinit kykenevat sitomaan jopa nelja grammaa
vetta. (Broyard & Gaucheron 2015.) Veden sijaan kaseiinit liukenevat vahvoihin

happoihin seka emaksiin (Hameen ammatti-instituutti 2013).

Maidossa esiintyy neljaa eri kaseiinimolekyylia, as1, as2, B ja k- kaseiineja (Roy,
Ye, Moughan & Singh 2020). Naiden kaseiinimolekyylien aminohappokoostumus
ja fysikaaliskemialliset ominaisuudet tunnetaan hyvin. Molekyylit ovat fosforyloi-
tuja, jonka vuoksi niilla on hyva kyky sitoa kalsiumfosfaattia. (Broyard & Gauche-
ron 2015.) Yhteen kokoontuneita kaseiinimolekyyleja kutsutaan kaseiinimisel-
leiksi (Roy ym. 2020). Kaseiinimisellit muodostuvat kaseiinimolekyylien ja kal-
siumfosfaatin yhdistelmasta (Broyard & Gaucheron 2015). Yksittainen kaseiini-
miselli on kooltaan 0,4 - 10~®m. Kaseiinit muodostavat maidossa suuria, verkko-
maisia ryhmia. (Hameen ammatti-instituutti 2013.) Kaseiinimisellit sitoutuvat toi-
siinsa proteiinien valisen vuorovaikutuksen avulla. Ne sisaltavat kaikkia neljaa eri
maidossa esiintyvaa kaseiinimolekyylia. Molekyylit as1, as2, B ja k esiintyvat mi-
selleissa suhteessa 40, 10, 35, 15 % (w/w). (Broyard & Gaucheron 2015.) Kaseii-
nimisellien muodostamat ryhmat sitovat sisaansa maidon rasvaa ja antavat mai-

dolle sen valkoisen varin. (Hdmeen ammatti-instituutti 2013.)

Lehmanmaidon kaseiinimisellien ja maidon vesiosan valilla vallitsee dynaaminen
tasapaino. Misellit voivat vaihtaa vesiosan kanssa yksittaisia kaseiinimolekyyleja,
epaorgaanista fosfaattia ja kalsiumia seka vetta, riippuen fysikaaliskemiallisista
olosuhteista. (Broyard & Gaucheron 2015.) Vallitsevat fysikaaliskemialliset olo-
suhteet voivat myds muokata proteiinien rakennetta (Foegeding & Davis 2011).
Kaseiinimolekyyleilla ei ole tertidarirakennetta ja tasta syysta ne ovat lampdsta-
biileja. Kuitenkin lampdtilan muutoksella voi olla vaikutus proteiinien valisiin vuo-

rovaikutuksiin. (Broyard & Gaucheron 2015.)

2.3 Utaretulehdus lehmilla

Lehmien utaretulehdus, eli mastiitti, on utareen maitoa tuottavan parenkyymin el
peruskudoksen tulehdus (Radostits, Gay, Hinchcliff, & Constable 2007). Lypsy-
lehmilla esiintyvista infektiotaudeista utaretulehdus on yleisin (Halasa, Huijps,

Jsteras, & Hogeveen 2007.) Vuosittain Suomessa jopa kolmasosa lypsylehmista
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sairastuu utaretulehdukseen (Hiitio ym. 2017). Tulehdus syntyy patogeenien
paastya lehmien utareen vedinkanavan kautta utareeseen. Utaretulehdus johtuu
yleisimmin bakteeriperaisesta infektiosta, mutta myds levat, hiivat ja sienet ai-
heuttavat tulehdusta. (Ruegg 2012; Sandholm, Honkanen-Buzalski, Kaartinen &
Pyorala 1993, 45-89, 163—171.) Utaretulehdustapauksia pyritaan estamaan on-
nistuneiden torjuntaohjelmien avulla, jotka perustuvat riskitekijoiden tunnistami-
seen ja oikeaan diagnostiikkaan (Ruegg 2012). Onnistunut riskienhallinta edistaa
lehmien hyvinvointia, saastaa elainlaakari- ja laakintakustannuksia seka takaa

laadukkaan ja kannattavan liiketoiminnan harjoittamisen (Hulsen 2007).

Utaretulehdukset aiheuttavat infektiotaudeista eniten taloudellisia vahinkoja mai-
don tuottajille (Halasa ym. 2007). Utaretulehduksen kustannukset vaihtelevat lyp-
sykauden ajankohdasta, taudin hoidosta ja mahdollisesta ennenaikaisesta leh-
man poistosta riippuen reilusta sadasta eurosta aina tuhanteen euroon lehmaa
kohden (Heikkila, Nousiainen & Pyo6rala 2012). Tutkimusten mukaan tulehduksen
ennaltaehkaisy on edullisempaa kuin taudin jalkihoito. Mikali elaimella kuitenkin
todetaan utaretulehdus, on sen aiheuttaja tarkeaa tunnistaa, jotta valtytaan vaa-
ranlaiselta ladkehoidolta. Utaretulehdus hoidetaan aina bakteerikohtaisesti. Tar-
peettomien hoitojen valttaminen saastaa rahaa ja nopeuttaa elaimen parane-
mista. (Heikkild 2015.) Utaretulehduksen hoitoon kaytetaan antibiootteja, kuten
penisilliinia. aminopenisilliineja tai tetrasykliineja (ECDC, EFSA, EMA 2021). Li-
saksi sairaan elaimen hoitoon kaytetaan tulehduskipuladkkeita ja nesteytysta
(Pyorala & Tiihonen 2005).

Utaretulehdusta epailtdessa otetaan lehmaltd maitonayte, joka tutkitaan labora-
toriossa, jossa on toimiva laatujarjestelma ja luotettava bakteriologinen diagnos-
tiikkka (Pyorala & Tiihonen 2005). Viljely-, sekd PCR- menetelmien avulla voidaan
havaita useita maidon sisaltamia bakteerilajeja (Taponen ym. 2019). Utareiden
terveytta voidaan tarkkailla myos mittaamalla maidon somaattisten solujen maa-
raa. Terveen lehmanmaitonaytteessa somaattisten solujen maara on alle
200 000 solua/ml. Soluluvun kolmen kuukauden geometrinen keskiarvo ei saa
olla yli 400 000 solua millilitrassa. Suomalaisten tilojen soluluvut mitataan vahin-
taan kahdesti kuukaudessa. (Maitohygienialiittoa n.d.) Mikali lehmalla on nayt-
teenkeruu -vetimessa utaretulehdus, on maitonaytteen solujen maara kohonnut.

Solujen nousu ei silti yksin aina viittaa utaretulehdukseen, silla kuumana
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kesakautena lehmien maitonaytteiden solumaarat voivat myos nousta lammon
seurauksena. (Alasuutari ym. 2007.) Utaretulehdus voidaan havaita myds silma-
maaraisesti. Tama tarkoittaa utareen ja vetimen koon ja muodon, seka ulkoisten

vaurioiden, seka maidon ulkonaon ja hajun arvioimista. (Radostits 2007.)

Tulehdusta aiheuttavat bakteerit voivat olla ymparistoperaisia tai lehmalta toi-
seen, esimerkiksi lypsykoneen kautta, tarttuvia patogeeneja. Ymparistopatogee-
nit ovat taudinaiheuttajina usein lievempia kuin tarttuvat patogeenit. (Ruegg
2012.) Utaretulehdusdiagnoosin saaneiden lehmien maidosta on pystytty erista-
maan tavanomaisilla viljelymenetelmilla noin 140 eri bakteerilajia. Utarepatogee-
nit jaetaan kahteen ryhmaan, vakaviin ja ei vakaviin taudinaiheuttajiin, patogee-
nin vaarallisuuden mukaan. Yleisempia lehmien maitonaytteissa esiintyvia bak-
teereja ovat stafylokokit, enterobakteerit ja streptokokit. Nama patogeenit ovat
myo0s yleisempia lehmien utaretulehduksen aiheuttajia. (Taponen 2019.) Kliinisen
utaretulehduksen aiheuttajana Staphylococcus aureus on yleisin. Se on mahdol-
lista tunnistaa maitonaytteissa selvasti jo kaksi viikkoa ennen utaretulehdusdiag-
noosia. (Park ym. 2022.)

Utaretulehdukset luokitellaan Kliinisiin ja subkliinisiin tulehduksiin (Ruegg 2012).
Subkliinisella utaretulehduksella tarkoitetaan piilevaa utaretulehduksen muotoa.
Tata muotoa on vaikea havaita, silla se ei aiheuta muutoksia maidon koostumuk-
sessa, eika elaimen yleisvoinnissa. Subkliininen utaretulehdus todetaan solulu-
kujen nousuna. (Radostits ym. 2007.) Oireettomat tulehdukset leviavat helposti
lehmalta toiselle, silla niitd ei heti huomata ja siksi hoidon aloitus voi viivastya.
Utaretulehdus voi myds kroonistua, jos tulehduksen oireita ei saada hoidettua

vaan ne jaavat elaimelle pysyviksi. (Blowey & Edmonson 2010.)

Kliininen utaretulehdus on selkedammin havaittavissa yleisoireiden muutoksena,
kuten kuumeen nousuna, syomattomyytena ja juomattomuutena seka potsiliik-
keiden pysahtymisena. Tulehtunut utare voi olla kuuma ja turvonnut seka tuote-
tun maidon koostumus, maara ja vari voivat muuttua tulehdustilanteessa merkit-
tavasti. Maidon ulkonadn muutokset riippuvat utaretulehduksen vakavuudesta ja
aiheuttajasta. Esimerkiksi Escherichia colin aiheuttamassa utaretulehduksessa
maito on kokkareista ja variltaan keltaista. Trueperella pyogenes saa maidon
nayttamaan ja haisemaan madantyneelta. (Radostits 2007.) Utaretulehduksesta
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karsivan lehman maidon koostumus voi muuttua myds veriseksi. Myos maidon
proteiini- ja rasvakoostumus seka kivennais- ja hivenaineiden maarat voivat
muuttua. Koostumuksen lisaksi maidon fysikaalisiin ominaisuuksiin voi tulla muu-
toksia. Tulehduksen mydta maitoon paassyt kudosneste muuttaa maidon pH:ta
ja sahkonjohtavuutta. Kudosnesteen paasy maitoon lisda maidossa olevien solu-
jen maaraa. (Sandholm 1993, 89-97.) Vaikea utaretulehdus aiheuttaa vakavam-
pia oireita, jotka voivat pahimmassa tapauksessa tai hoitamattomana johtaa leh-

man kuolemaan (Radostits ym. 2007).

2.4 Bakteerit lehman maidossa

Lehmien kehossa kuten iholla, suolistossa ja limakalvoilla elda laaja valikoima
erilaisia mikrobeja (Sender, Fuchs & Milo 2016). Lehmien, kuten muidenkin ni-
sakkaiden, maitorauhasissa on ainutlaatuinen mikrobisto (Addis ym. 2016). Mai-
torauhasia pidettiin pitkdan steriileind ja vielakaan ei ole taytta varmuutta mita
kaikkia bakteereja ne pitavat sisallaan, kuinka paljon ja mista ne ovat peraisin
(Rainard 2017). Lehmanmaitoon mikrobeja paatyy suoran tai epasuoran koske-
tuksen kautta. Suora kosketus tarkoittaa lehman vetimen tai lypsetyn maidon
kosketusta lypsylaitteistoon, muuhun valineistdon tai henkildkuntaan. Epasuoria
kontaminaatiolahteitd ovat erilaiset ymparistotekijat, kuten pesuvedet, rehut,

lanta ja kuivikkeet seka elainten elinympariston ilmanlaatu (Montel ym. 2014.)

Suorien ja epasuorien kontaminaatiolahteiden lisaksi maidossa esiintyy myos
bakteereja, jotka ovat lahtbisin maitoa tuottavasta eldaimesta. Joidenkin mikrobien
on tutkittu kulkeutuvan maitorauhasiin esimerkiksi lehman suoliston luumenista.
(Addis ym. 2016, Young ym. 2015.) Maitorauhasen mikrobiomi, eli mikrobiyhtei-
son kollektiivinen geneettinen koostumus, ja lypsetyn maidon mikrobiomi ovat
hyvin samankaltaiset. Talldin voidaan paatella, ettd maidon mikrobit ovat peraisin
maitorauhasesta. Kuitenkin lypsetty maito ja avoimena oleva maitorauhanen ovat
alttiita ymparistosta peraisin oleville bakteereille. (Derakhshani ym. 2018.) Leh-
manmaidon mikrobiomi vaihtelee suuresti eri karjojen maantieteellisten sijaintien
mukaan (Espeche 2012). Koska ymparistd vaikuttaa maidon mikrobiomiin, voi-
daan maitoa tutkimalla myos tehda havaintoja lehmien asuinymparistosta ja siella

elavista mikrobisuvuista. Ympariston vaikutus maidon mikrobeihin on havaittu,
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vaikka maitonaytteet olisi keratty suoraan maitorauhasen sailiosta. (Taponen ym.
2019.) Poikiminen ja lehman rotu ovat myds tekijoita, jotka vaikuttavat maidossa

esiintyviin mikrobeihin (Cremonesi ym. 2018).

Utaremaitonaytteiden yleisimmat yksittaiset patogeenit ovat Escherichia coli,
Klebsiella spp., Streptococcus uberis ja Staphylococcus aureus. (Taponen ym.
2019). On yleista, ettd raakamaito koostuu yleensa monista erilaisista opportunis-
tisista kommensalistisista mikrobisuvuista. Opportunistisella mikrobilla tarkoite-
taan mikrobia, joka ei normaalisti aiheuta isantaelidéssa tautia, mutta muuttuu tau-
dinaiheuttajaksi isdnnan puolustuskyvyn heikkenemisen vuoksi. (Terveyskirjasto
2016.) Kommensalismi tarkoittaa mikrobin ja isdnnan valista suhdetta, josta toi-
nen hyotyy ja toiselle suhde on merkitykseton (Tieteen termipankki). Tallaisia
mikrobisukuja raakamaidosta on tunnistettu useita, kuten maitohappobakteerit,
(esim. lactobacillus) psykrotrofiset gramnegatiiviset ja -positiiviset bakteerit
(esim. Pseudomonas ja Bacillus) ihoon liittyvat bakteerit (esim. Staphylococcus
ja Corynebacterium) ja ymparistosta tulleet bakteerit, jotka aiheuttavat utaretu-

lehdusta (esim. Mycoplasma ja klebsiella) (Mtshali ym. 2022).

Tutkimusten mukaan on pystytty toteamaan, etta terveiden lehmien maitonayttei-
den mikrobistossa on enimmakseen Firmicutes, Bacteroidi, Proteobacteria ja Ac-
tinobakteerien -paajaksoon kuuluvia bakteereja (Mtshali ym. 2022). Tunnistettuja
bakteereja ovat esimerkiksi Faecalibacterium spp., Lachnospiraceae, Propio-
nibacterium spp., Aeribacillus spp., Nocardiodes ja Paenibacillus. Useat bakteerit
esiintyvat seka terveiden lehmien, ettd utaretulehdusdiagnoosin saaneiden leh-
mien maitonaytteissa. Yksi esimerkki tallaisesta bakteerista on Streptococcus
uberis ja tallaisten bakteerien on esitetty kuuluvan lehmanmaidon luonnolliseen
mikrobiomiin. Luonnollinen mikrobiomi on kuitenkin viela vailla runsaampaa tie-
teellista nayttéa ja teoriaa voidaan pitda vain hypoteettisena. (Taponen ym.
2019.)

Enterobakteerit ovat yleisimpia patogeeneja, joita esiintyy maitonaytteissa (Ta-
ponen ym. 2019). Enterobacteriaceae on gramnegatiivisten bakteerien heimo,
jossa suurin osa bakteereista on terveyden kannalta vaarattomia. Enterobaktee-
reihin kuuluu kuitenkin myos tauteja aiheuttavia bakteerilajeja, kuten Escherichia
coli tai Shigella-, Klebsiella-, Yersinia- ja salmonella -sukujen bakteerit.
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Escherichia coli on lamminverisilla eliGillda normaali suolistobakteeri. Nauta-
elaimilla ja muilla nisakkailla sita esiintyy paksusuolessa, jossa se muokkaa ra-
vintoaineita ja valmistaa vitamiineja. Paasaantoisesti Escherichia coli on hyodyl-
linen ja vaaraton, mutta patogeeniset Escherichia coli -kannat kykenevat heiken-
tamaan kohdesolujen puolustusta ja elimiston immuunijarjestelmaa edistaakseen
omaa selviytymistaan. Shigella -suvun bakteerit elavat vain ihmisen elimistdssa,
kun taas Yersinia -suvun edustajia tavataan usein myos tuotantoelaimissa. Lis-
teria -suvun bakteerit ovat sauvabakteereja, joita esiintyy maaperassa. Listeria
monocytogenes on vaarallinen ihmisen terveydelle ja Listeria ivanovii marehtijoi-
den. (Vuento 2021, 139-152.)

Enterobakteerien tavoin maitonaytteissa esiintyy myods streptokokkeja (Taponen
ym. 2019). Streptococcus-sukuun kuuluu monia tautia aiheuttavia lajeja. Strepto-
kokeille on tyypillista, etta eri bakteerit infektoi eri isantalajeja. Streptokokit tuot-
tavat toksiineja, joilla ne infektoivat eldinsoluja ja tuhoavat kudoksia. Toksiinien
tuoton tarkoitus on heikentaa isantaelion puolustusmekanismin toimintaa.
(Vuento 2021. 174-175.)

Stafylokokit on kolmas yleinen maitonaytteiden patogeenisuku. (Taponen ym.
2019). Stafylokokit tuottavat erilaisia toksiineja. Staphylococcus aureus kykenee
erittdmaan toksiinien lisdksi myds monenlaisia peptideja ja sellaisia proteiineja,
joiden avulla se pyrkii heikentamaan isantaelaimen immuunipuolustusta. (Vuento
2021, 161-164.) Staphylococcus aureus on yleisin tarttuva utaretulehduksen ai-
heuttaja lehmilla. Sita esiintyy lehmilla seka subkliinisessa, etta kliinisessa utare-
tulehduksessa. (Park ym. 2022.)

Maitonaytteita keratessa on hyvin tarkeaa noudattaa aseptisia tyotapoja. Monet
eri vaiheet naytteenotossa ovat alttiita naytteen kontaminoitumiselle. Tehdyt ja
julkaistut tutkimukset lehmien maidon mikrobiomista ovat tuottaneet ristiriitaisia
ja vaihtelevia lopputuloksia. Tutkimustulosten perusteella voidaan kuitenkin var-
maksi todeta, etta terveista vetimista keratyt maitonaytteet voidaan erottaa uta-
retulehdusnaytteista. (Taponen 2019.) Maidon mikrobien tutkimus on paljolti kes-
kittynyt maidon laadulliseen tutkimukseen elintarvikkeiden nakdkulmasta. On tut-
kittu miten mikrobit vaikuttavat maidon jalostusprosesseihin, tuotteiden kypsymi-
seen, makuun, koostumukseen ja sailyvyyteen. Lisaksi on tehty tutkimusta, miten
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erilaiset lypsylehmien ruokavaliot vaikuttavat maidon mikrobiomeihin. (Mtshali
ym. 2022.) Utaretulehduksen jalkeisista mikrobiomeista seka laakityksen ja hoito-
olosuhteiden vaikutuksista maidon mikrobeihin on myos olemassa tutkittua tie-
toa. Yleisin tapa tutkia lehmanmaidon mikrobiomia on 16S-rRNA-geenin sekven-
sointi. Tata tapaa on sovellettu lehmien utaretulenduksen tutkimiseen ja diagno-

sointiin. (Taponen 2019.)

2.5 HoloRuminant-projekti

HoloRuminant-projekti pyrkii maarittelemaan marehtijoiden eri kehon osista pe-
raisin olevien mikrobien valista yhteytta ja sen vaikutusta elainten suorituskykyin-
dekseihin. Suorituskykyindeksit mittaavat tuotannon tehokkuutta ja sen jattamaa
hiilijalanjalkea seka syntyneitd metaanipaastoja ja fenotyyppista sietokykya
muuttuvissa ymparistoolosuhteissa. Lisaksi elaimen kasvu ja terveys, erityisesti
tehokkaan vastustuskyvyn muodostuminen tai sen puuttuminen ovat suoritusky-

kyindeksein mitattavia asioita. (HoloRuminant n.d.)

Projektin tavoitteiksi on kirjattu marehtijoihin liittyvien mikrobiomien muodostumi-
sen maarittely, mikrobiomien karakterisointi ja niiden yllapito. Loydettyjen mikro-
biomien vaikutusta tutkitaan marehtijdiden terveyteen, hyvinvointiin ja tuotannon
tehokkuuteen liittyen. Tulosten perusteella tehdaan suosituksia, jotka esitetaan
siten, etta tahot, joita tutkimus koskee ja jotka siita hyotyvat, pystyvat mahdolli-
simman vaivattomasti ottamaan kayttdédn ehdotetut muutosehdotukset. (HoloRu-

minant n.d.)

Euroopan unionin Horisontti 2020-tutkimus- ja innovaatio-ohjelma on myontanyt
rahoitusta HoloRuminant-projektille. (HoloRuminant n.d.) HoloRuminant-projekti
on kaynnissa syyskuuhun 2026 asti ja sita koordinoi ranskalainen Institut national
de recherche pour I'agriculture, I'alimnetation et I'environnement. Suomesta pro-

jektiin osallistuu Luonnonvarakeskus. (European Comission 2022.)
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3 DNA:n eristaminen maitonaytteista

3.1 DNA-eristyksen vaiheet

Nykyaikaiset kaupalliset reagenssisarjat, eli kitit, ovat korvanneet perinteiset
DNA:n eristykseen ja puhdistukseen kaytettavat menetelmat. Valmiita reagens-
sisarjoja on erilaisia, riippuen siita millaisille naytteille ne on tarkoitettu. (Suomi-
nen, Parssinen, Haajanen & Pelkonen 2013, 105.) Sopivan eristysmenetelman
loytaminen tutkittaville naytteille on tarkeaa naytteiden jatkokasittelyn kuten kan-
nalta (Promega n.d.). Riippumatta millaisesta tutkimuksesta on kyse, tai millainen
menetelma valitaan, kuuluu DNA:n eristykseen aina nelja vaihetta. Jotta DNA
saadaan erotettua soluista, tulee DNA ensin vapauttaa. Vapautus tapahtuu solu-
jen tehokkaalla hajottamisella, joka voi perustua kemiallisiin tai fysikaalisiin me-
netelmiin. Seuraavaksi nukleoproteiinikompleksi denaturoidaan ja naytteesta
erotetaan muita solun rakennusaineita, kuten hiilihydraatteja, lipideja ja RNA:ta.
Solun hajotuksen yhteydessa vapautuu myos molekyyleja, jotka hajottavat
DNA:ta. Naita molekyyleja ovat esimerkiksi DNA:aasit, jotka pyritaan inaktivoi-
maan ennen neljatta vaihetta, joka on naytteen puhdistus. Nayte voidaan puhdis-
taa sentrifugoinnin jalkeen, joko uuttamalla tai pesuliuoksen avulla. (Tan & Yiap
2009.)

Valmiissa reagenssisarjoissa solujen rakenne rikotaan niita hajottavien yhdistei-
den avulla ja nukleiinihapot sidotaan silikamatriksiin. Silikamatriisiin perustuvassa
eristysmenetelmassa keraysputkeen sijoitetussa pylvaassa suoritetaan sentri-
fugointi, jolloin DNA tarttuu silikamatriksiin. Muu nayteliuos jaa keraysputkeen.
Taman jalkeen valmiit pesuliuokset sentrifugoidaan silikakalvon Iapi, jolloin eris-
tetty DNA- puhdistuu. Lopuksi puhdistettu DNA eluoidaan silikakalvosta. (Suomi-
nen ym. 2013, 105-106.) Eristys voidaan tehda kasin tai automatisoidusti laitteen
avulla (Tan & Yiap 2009).
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3.2 Eristetyn DNA:n pitoisuuden mittaaminen

Eristetyn DNA:n pitoisuus voidaan maarittaa monin eri menetelmin. Mittausme-
netelmat perustuvat joko naytteen absorbanssiin tai fluoresenssiin. Naytteen ab-
sorbanssin mittaaminen spektrofotometrisesti perustuu nukleotidien absorp-
tiomaksimiin aallonpituudella 260 nm. Absorbassiin perustuvia menetelmia tar-
kempia ovat kuitenkin fluoresenssiin perustuvat mittausmenetelmat. Tarkkuus
korostuu etenkin naytteissa, joiden DNA-pitoisuus on matala. Fluoresenssimene-
telmat mittaavat naytteen pitoisuutta vertaamalla sitd standardinaytteisiin, joiden
DNA-pitoisuus on tiedossa. (Suominen ym. 2013, 110-111.) Agaroosigee-
lielektroforeesin avulla on myés mahdollista arvioida DNA:n pitoisuutta, mutta
menetelma on pitoisuuden mittaamiseksi epatarkka seka hidas toteuttaa absor-
banssiin tai uudempiin fluoresenssiin perustuviin menetelmiin verrattuna. Aga-
roosigeelielektroforeesi menetelmassa naytteen laimennossarja ajetaan agaroo-
sigeelille. Naytteiden vydhykkeiden fluoresenssien voimakkuutta verrataan stan-
dardivyohykkeisiin. Agaroosigeelielektroforeesissa DNA:han sitoutetaan eti-
diumbromidia ja DNA-etidium-kompleksia eksitoidaan UV-valoa kayttaen. Mitattu
fluoresenssi on suoraan verrannollinen DNA:n massaan. (Suominen & Ollikka
1999.)

Mikrovolyymispektrofotometri NanoDrop mittaa naytteiden DNA:n pitoisuutta
absrobanssin avulla. Absorptioarvo 1 aallonpituudessa 260 nm vastaa naytteen
pitoisuutta 50 ug/ml. DNA absorboi 260 nm aallonpituuden lisaksi myds hieman
aallonpituudessa 280 nm. Naiden kahden aallonpituuden valinen suhde kuvaa
mitatun DNA:n puhtautta. Puhtaan DNA:n absorbanssisuhde 260 nm/280 nm on
1,8. Alempi abrobanssisuhdeluku kertoo mahdollisista proteiini- tai fenolijaa-
mista, kun taas korkeampi suhdeluku voi johtua RNA:n tai hiilihydraattien lasna-
olosta. (Suominen ym. 2013, 110-111.) NanoDrop One:nen kasikirja lupaa, etta
laite pystyy mittaamaan tarkasti naytteita, joiden DNA-pitoisuus vaihtelee valilla
2-27500 ng/pl:ssa (Mannion, Loughrey & Matlock 2016).
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3.3 Automatisoitu DNA-eristys Qiacube Connect- laitteella

Automatisoitujen DNA -eristyslaitteiden tarkoitus on tarjota vaihtoehto manuaali-
sille menetelmille. Teknologian kehityksen tarkoituksena on mahdollistaa korkea-
laatuinen lopputulos. Talla tarkoitetaan DNA:n maksimaalista saantoa nayt-
teesta, puhtautta, toistettavuutta ja luotettavuutta, nopeutta ja tarkkuutta, seka
riskikontaminaation minimointia. (Tan & Yiap 2009.) Qiacube Connect on Qiage-
nin laite, jonka avulla voidaan suorittaa nukleiininappojen seka proteiinien eristys

ja puhdistus naytteesta automatisoidusti (Qiagen 2021). QIAGEN Qiacube Con-

nect kuvassa 2.

KUVA 2. Automaattieristyksessa kaytetty QIAGEN Qiacube Connect. A: Laite ul-

koa. B: Laite sisalta.

Qiacube Connectilla voidaan eristaa kerralla 12 naytetta kolonnipohjaisella me-
netelmalla. Talloin laite suorittaa automaattisesti solujen hajotuksen, tutkittavien
nukleiinihappojen tai proteiinien sitomisen, pesun ja eluoinnin. Laitteessa on si-
sadanrakennettuna sentrifugi, ravistin, automaattinen pipetointijarjestelma ja esi-

asennettuja protokollia. (Qiagen n.d.)
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3.4 Inhibiittorit maitonaytteissa

Maitonaytteita kasiteltdessa naytteissa voi esiintya erilaisia inhibiittoreita (Cremo-
nesi ym. 2006). Inhibiittorien toiminta voi hairita solun hajoamista eristysvai-
heessa seka PCR-reaktiossa estda polymeraasiaktiivisuutta DNA:ta monistetta-
essa. (Wilson 1997.) Maitonaytteissa esiintyvien inhibiittorien arvellaan tutkimus-
ten perusteella vaikuttavan DNA-polymeraasiin tai alukkeiden sitoutumiseen
PCR:ssa. Tasta syysta DNA:n eristykseen kaytetyn menetelman tulee olla tehta-
valle tutkimukselle sopiva. Sopivan menetelman tarkoituksena on varmistua nayt-
teen riittdvasta pitoisuudesta ja puhtaudesta. (Cremonesi ym. 2006.) Raakamai-
don merkittavimmat inhibiittorit ovat maidon proteiineja. Myos rasvat, kalsium ja

proteaasit, seka urea ovat maidossa esiintyvia inhibiittoreita. (Wilson 1997.)

3.5 EDTA:n merkitys maidon bakteeri-DNA:n eristyksessa

Etyleenidiamiinitetraetikkahappo, eli EDTA on kalsiumia, raakamaidon merkitta-
vaa inhibiittoria, kelatoiva aine, jonka vaikutus johtaa kaseiinimisellien hajoami-
seen. Raakamaitoon lisattyna kaseiinimisellien hajottaminen parantaa bakteeri-
DNA:n saantoa ja PCR tehokkuutta. EDTA:n suora lisdaminen raakamaitoon es-
taa kaseiinimisellien hyytymisen proteiinipelletiksi sentrifugoinnin aikana. (Mur-
phy, Sharifou, & Moran 2002.)

EDTA, on synteettinen aminohappo, jonka kemiallinen kaava on C;oH;xN,Og.
EDTA:n molekyylimassa on 292,2 g/mol ja se hajoaa 220-245 °C:ssa muodos-
taen myrkyllista kaasumaista typpioksiduulia. EDTA esiintyy valkoisena jauheena
ja varittomina kiteina. Liukoisuus veteen on todella huono, mutta natriumhydrok-

sidin avulla liukenemista voidaan edistaa. (European comission 2021.)
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4 MENETELMAN OPTIMOINTI

Lehmanmaidon bakteeriperaisen DNA:n eristysmenetelman optimoinnissa tar-
kasteltiin menetelman toimivuutta kokonaisuutena, seka pyrittiin helpottamaan,
tehostamaan ja tarkentamaan yksittaisia tyovaiheita menetelman eri osissa. Osa
optimoinnin kohteeksi valikoituneista tydvaiheista valikoitui tydskentelyn aikana
tarpeen mukaan. Hankalasti suoritettavat tyovaiheet pyrittiin yksinkertaistamaan,
jotta eristyksen suorittaminen olisi mahdollisimman yksinkertaista. Ylimaaraisten
tyovaiheiden karsiminen vahentaa mahdollisia kontaminaatioita naytteessa ja te-

hostaa tyoskentelya. Kuviossa 1 on esitettyna optimoinnin eri osa-alueet.

Naytteiden esikasittely Sentrifugointiasetusten Homogenointiasetusten
optimointi optimointi

Maitohappobakteerin Naytetilavuuden

Automaattieristys DNA:n eristys optimointi

KUVIO 1. Optimoinnin eri osa-alueet

Optimoinnin tarkein ja eniten huomiota saanut osuus oli naytteiden esikasittely
inhibiittorina toimivien kaseiinien poistamiseksi. Optimointi kohdistui liséksi sentri-
fugointiasetusten optimointiin, FastPrep® homogenisaattorin (MP Biomedicals)
kayttdon soluja hajottaessa ja automaattieristykseen Qiacube Connect -laitteella.
Optimoitua menetelmaa kokeiltiin myos eri naytteen lahtdomaarilla, utaretulehduk-
seen sairastuneen lehman maidolla ja lisaamalla maitohappobakteeria tutkittaviin
naytteisiin. Kokeilujen perusteella luotiin tyoohje HoloRuminant-projektin kayt-

toon.
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4.1 Lahtokohdat ennen optimointia

Osana HoloRuminant-projektia eristetddn bakteeri-DNA:ta lehmien maitonayt-
teista. Maitonaytteita oli keratty poikineilta lehmilta, tasaisin valiajoin, ennalta so-
vitun ajanjakson ajan. Eristetyn DNA:n avulla maidon bakteerit pyritaan tunnista-

maan ja niiden mahdollista muutosta maidossa seurataan testiajanjakson aikana.

Ennen onnistunutta eristamista eristysmenetelma tulee optimoida mahdollisim-
man toimivaksi ja siina olevat mahdolliset ongelmat tulee poistaa, jotta ne eivat
vaikuta eristyksen tulokseen. MenetelIman tulee myos olla toistettava riittavalla
tarkkuudella. Ennen tehtya optimointia saadut tulokset olivat olleet vaihtelevia.
Paasaantoisesti saanto oli ollut hyvin pieni tai DNA:n eristys oli epaonnistunut

kokonaan.

Optimointia tehtiin testimaitonaytteilla, jotka oli keratty Jokioisilla Luonnonvara-
keskuksen Minkion tutkimusnavetassa. Testimaidot ovat tankkimaitoja, eli koon-
tinaytteitd Minkion tutkimusnavetan lypsetyilta lehmilta. Tankkiin ajettu maito on
keratty terveilta lehmilta. Testimaitonaytteita sailytettiin pakastimessa —20 as-
teessa. Testimaitonaytteiden loppuessa maitoa haettiin lisaa tutkimusnavetalta ja
sita saatiin terveelta lehmalta. Talla naytteella tutkittiin naytteiden alkutilavuuden
vaikutusta eristetyn DNA:n pitoisuuteen. Lisaksi mastiitti- eli utaretulehdusmaitoa
saatiin testeja varten lehmalta, jolla oli utaretulehdusdiagnoosi. Optimoinnin jal-
keen menetelmaa kokeiltiin myds HoloRuminant-projektiin kuuluvilla naytteilla,

jotka oli sailytetty — 80 asteessa.

Optimoitavassa menetelmassa eristys tehtiin kayttden Qiagenin DNeasy® Po-
werSoil® Pro Kit:tid. Lisaksi naytteet sentrifugoitiin maidon rasvan poistamiseksi
kahdenkymmenen minuutin ajan neljan asteen lampdtilassa nopeudella 4500
g:ta. Sentrifugointilampdtilaan oli paadytty ennen optimointia, jotta maidon rasvan
poistaminen olisi helpompaa. Kylmana maidon rasva pysyy kiinteampana, jolloin
sen poistaminen onnistuu pumpulipuikolla ilman, etta rasvaa valuu supernatant-
tiin ja sita kautta pelletin paalle. Sentrifugointilampdétilaa ei optimoitu uudelleen.
Sentrifugoinnin ja rasvan poiston jalkeen nayte pestiin PBS-, eli fosfaattipusku-
roidulla keittosuola -liuoksella kahdesti. Qiagenin DNeasy® PowerSoil® Pro
Kit:tilla tehdyn eristyksen jalkeen DNA:n pitoisuutta mitattiin Thermo Scientific™
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NanoDrop™ One/OneC Microvolume UV-Vis -spektrofotometrilla. Optimoinnin

kohteena olleet eristyksen tyovaiheet esitetty taulukossa 2.

TAULUKKO 2. Eristysmenetelman tyovaiheet

Tyovaihe Toimenpiteet
Naytteen Naytteiden sentrifugointi 20 min, +4 °C, 4500 g
esikasittely | Rasvan poisto Supernatantin poisto kaata-
malla, rasvanpoisto vanu-
puikolla
PBS- pesu toistetaan kahdesti
DNA:n Qiagenin DNeasy PowerSoil Pro Kit 1. valmistelu
eristys 2. solujen hajotus
3. inhibiittorien poisto
4. DNA:n sitominen
5. pesu
6. eluointi (50 pl)
Tulos DNA:n pitoisuuden mittaaminen NanoDrop One: pitoisuuden
mittaus

Optimoitavan menetelman tydohje oli koottu DNeasy® PowerSoil® Pro Kit:n oh-

jeiden pohjalta.

4.2 Naytteiden esikasittely

Naytteen esikasittelya kokeiltiin kolmella eri tavalla. Kukin tapa pyrki estamaan
inhibiittorina toimivien kaseiiniproteiinien vaikutusta eristyksesa. Esikasittelylla
yritettiin seka poistaa kaseiineja saostamalla, ettd estdd niiden saostuminen.
Naytteina kaytetiin koontinaytteita, jotka oli keratty navetan tankista, terveilta yk-
silGilta lypsetysta maidosta.

Sentrifugoinnin avulla poistettiin maidon rasva naytteista huolimatta maitonayt-
teiden esikasittelytavasta. Naytteet sentrifugoitiin ennen eristystd nopeudella
4500 g:ta, kahdenkymmenen minuutin ajan lampdtilan ollessa +4 °C. Sentri-

fugoinnin aikana rasva kertyi naytteen pinnalle ja eristettava materiaali pelletoityi
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nayteputken pohjalle (kuva 3). Neljan asteen lampdtilan vuoksi rasvakerroksen
koostumus on kiinteampi kuin korkeammissa lampdtiloissa. Riippuen rasvaker-
roksen paksuudesta, voitiin rasvan alla oleva supernatantti joko kaataa putkesta
rasvan painuessa putken reunaan tai rasvakerrokseen voitiin tehda reika esimer-
kiksi steriililla pipetinkarjella, josta supernatantti voitiin kaataa pois. Reian teke-
minen rasvakerrokseen oli hyva vaihtoehto etenkin silloin, kun rasvakerros oli hy-
vin paksu. Ohut rasvakerros poistui usein supernatantin mukana kaadettaessa.
Nayteputken reunoihin kiinni jaanyt rasva poistettiin steriililla vanupuikolla. Mata-
lan sentrifugointilampdtilan vuoksi rasvakerros pysyi kiinteampana ja yhtenai-
sempana eika valunut pelletin paalle nayteputkessa. Tasta syysta rasvanpoisto
tuli tehda heti sentrifugoinnin jalkeen, jottei naytteiden pinnalla oleva rasva paas-

syt lampenemaan liikaa.

~

—

KUVA 3. Sentrifugoinnin aikana naytteen pinnalle kertynyt rasva.

Esikasittelyvaihtoehdoista yksi oli inhibiittoreina toimivien kaseiinien poistaminen
naytteista saostamalla. Saostus tehtiin rasvanpoiston jalkeen. Saostusta kokeil-
tiin 80 prosenttisella etikkahapolla, joka laskee maidon pH:ta, jolloin kaseiinit sa-
ostuvat. Etikkahapon lisaksi saostusta kokeiltin myds 6 M suolahapolla, jolla on
maidon pH:hon ja kaseiineihin taysin sama vaikutus. Kaseiinien saostuessa pai-
nuivat kaseiinimisellit nayteputken pohjaan, jolloin pinnalle jaanyt neste kerattiin

eristysta varten.
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Kaseiinien saostusta verrattiin esikasittelytekniikkaan, jossa kaseiinien saostu-
mista pyrittiin estdmaan EDTA:n avulla. EDTA (0,5 M, pH 8) lisattiin maitoon etik-
kahaposta ja suolahaposta poiketen jo ennen sentrifugointia, joka naytteille teh-
tiin rasvan poistamiseksi. Rasvanpoiston jalkeen eristys pystyttiin aloittamaan
suoraan supernatantin poistolla, silla EDTA:n vaikutuksesta saostumattomat ka-

seiinit jaivat supernatanttiin.

Vertailun vuoksi tehtiin myds naytteita tydohjeen alkuperaisen esikasittelytavan
mukaan. Talloin kaseiineja ei pyritty saostuksen tai saostuksen eston kautta pois-
tamaan. Naytteista suspensoitiin sentrifugoinnin ja rasvan poiston jalkeen putken
pohjalle jaaneet pelletit PBS liuokseen. Sentrifugoinnin jalkeen PBS-pesu toistet-
tiin. Kaseiineja kasiteltdessa PBS-pesut jatettiin pois ja rasvanpoiston jalkeen voi-
tiin siirtya suoraan eristykseen DNeasy® PowerSoil® Pro Kit:lla. Tehtyjen koe-
eristysten jalkeen paadyttiin kayttamaan kaseiinien saostuksen estoa EDTA:lla
kaikissa optimoinnin muissa eristyksissa.

Kaseiinien saostusta ja saostuksen estoa kokeiltiin neljasti. Kaksi kerroista johti
DNA:n eristykseen. Ensimmaisten tulosten pohjalta paadyttiin uusimaan eristys
ilman HCI:lla tehtya kaseiinien saostusta. Eristetyille naytteille tehtiin muista op-
timointikerroista poiketen PCR reaktiot ja DNA:n analysointiin agaroosigee-

lielektroforeesilla.

4.3 PCR ja agaroosigeelielektroforeesi esikasitellyille naytteille

PCR-reaktiot ja DNA:n analysointi agaroosigeelielektroforeesilla tehtiin vain nayt-
teille, joilla tutkittiin kaseiinien saostusta ja kaseiinien saostuksen estoa. Ensim-
maisen geeliajon perusteella testi suoritettiin valikoiduille naytteille uudelleen. En-
simmaiseen jatkokasittelyyn eristyksen jalkeen valikoituivat naytteet, joissa oli
tehty esikasittelya niin etikkahapolla, suolahapolla, kuin EDTA:llakin. Liséksi ana-
lysointiin otettiin mukaan PBS:lla pestyja naytteita, joiden kaseiineille ei ollut tehty
minkaanlaista esikasittelya. Naytteet, joille PCR ja agaroosigeelielektroforeesiajo

tehtiin, on listattu taulukkoon 3 sivulla 27.
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TAULUKKO 3. Eri esikasittelymenetelmilla kasitellyt naytteet, jotka ajettu agaroo-

sigeelielektroforeesissa.

nro

Esikasittelytapa

PBS pesu

PBS pesu

kaseiinien saostus 80 % etikkahapolla

kaseiinien saostus 80 % etikkahapolla

Kaseiinien saostus 6 M suolahapolla

Kaseiinien saostus 6 M suolahapolla

EDTA

0| Nl O O | W N| =~

EDTA

Tulosten perusteella valittin uudelleen eristettaviksi kaikki muut naytteet paitsi

ne, joiden kaseiineja oli saostettu suolahapolla. Myos naille naytteille tehtiin eris-

tyksen jalkeen PCR-reaktiot. Uusitut naytteet on listattu taulukkoon 4 sivulla 28.
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TAULUKKO 4. Eri esikasittelymenetelmilla kasitellyt naytteet, jotka valittu edelli-

sen agaroosigeelielektroforeesiajon perusteella uusintaajoon.

nro Esikasittelytapa

kaseiinien saostus 80 % suolahapolla

kaseiinien saostus 80 % suolahapolla

kaseiinien saostus 80 % suolahapolla

kaseiinien saostus 80 % suolahapolla

kaseiinien saostus 80 % suolahapolla
EDTA
EDTA
EDTA
EDTA

10 EDTA

11 PBS pesu
12 PBS pesu
13 PBS pesu
14 PBS pesu
15 PBS pesu

0| Nl O O | W N| =~

(<]

PCR-reaktioissa kontrollinaytteena kaytettiin Airam 16:sta, joka on Airam nimisen

lehman maidosta eristettya DNA:ta.

Tassa yhteydessa tehtyjen geeliajoilla haluttiin arvioida DNA:n maaraa. Menetel-
man optimoinnin kannalta oleellisinta oli, saatiinko vyohykkeet nakymaan gee-
lissa. Geelin avulla varmistettiin eristysmenetelman toimivuus ja eristyksen on-
nistuminen. Ajoliuoksena kaytettiin TBE-liuosta. DNA:n havaitsemiseksi geeli

varjattiin etidiumbromidilla (EtBr).

4.4 Sentrifugointivaiheen optimointi

Alkuperaisessa optimoitavassa menetelmassa naytteet sentrifugoitiin rasvan- ja
supernatantin poistoa varten nopeudella 4500 g:ta, kahdenkymmenen minuutin
ajan lampdtilan ollessa +4 °C. Sentrifugointia optimoitiin talon sisaisesti, jotta pys-

tyttiin varmistamaan sentrifugin ja nayteputkien yhteensopivuus. TyoOssa
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kaytettavat nayteputket olivat Sarstedt Rohre 5 ml muoviputkia. Sentrifugoinnin
aikana ongelmaksi muodostui nayteputkien korkkien kierteiden hajoaminen, jol-
loin kannet aukesivat sentrifugissa. Nayteputkien sailyminen ehjana oli optimoin-
nin ensimmainen tavoite. Kokeiluja tehtiin Sigman 4-16KS ja Eppendorfin 5810
sentrifugeja vertailemalla. Sigman sentrifugissa kaytdssa oli roottori 11150 ja ep-
pendorfin sentrifugissa R A-4—44. Kun optimaalinen sentrifugi kaytettaville nay-
teputkille oli I16ytynyt ja korkit pysyivat ehjana sentrifugoinnin ajan, tarkasteltiin
sentrifugointia siten, ettd menetelmaan maaritelty nopeus 4500 g:td muutettiin
10 000 g:si. Tavoitteena oli tarkistaa nostaako muutos eristetyn DNA:n pitoi-

suutta.

4.5 Homogenointi FastPrep -homogenisaattorilla

Optimoitavassa menetelmassa oli maaiteltyna naytteiden homogenointi
FastPrep® homogenisaattorilla (MP Biomedicals). Alkuperaisessa protokollassa
nopeus solujen hajotukselle oli 6,0 m/s ja ravisteluaika 60 sekuntia. Naytteiden
ravistelu nailla asetuksilla toistettiin kolmesti. Kolmesti toistettujen ravistelun va-
lissa oli aina viiden minuutin lepoaika, jottei naytteet tai kaytettava laite ylikuume-
nisi. DNeasy® PowerSoil® Pro Kit:n kasikirja ohjeistaa, etta naytteiden homoge-
nisointi suurilla nopeuksilla voi parantaa tulosta DNA:n pitoisuutta mitattaessa.
Kuitenkin on mahdollista, ettd se johtaa DNA:n fragmentoitumiseen. (Qiagen.
2021) Naytteiden homogenointiaikaa kokeiltiin lyhentaa tyéskentelyn tehosta-
miseksi sekd DNA saannon maksimoimiseksi. Lyhennettyna ravistelu suoritettiin
kolmen toiston sijaan vain kerran. Lyhyemmalla ravisteluajalla haluttiin varmistaa,
ettei kolmesti toistettu ravistelu aiheuttanut solujen fragmentoitumista ja pienenna

nain mahdollista pitoisuutta tuloksia mitattaessa.

Homogenointiajan muutosta kokeiltiin naytteilla, jotka oli keratty utaretulehdus-
diagnoosin saaneelta lehmalta. Naytteisiin lisattin EDTA:ta kaseiinien saostuk-
sen estamiseksi. Utaretulehdusdiagnoosin saaneen lehman maidolle tehdyn eris-
tyksen tarkoituksena oli verrata DNA-pitoisuutta niiden naytteiden tuloksiin, jotka
oli keratty terveilta yksildilta. Oletuksena oli, ettéa utaretulehdusnaytteissd DNA:n
pitoisuus on suurempi, kuin naytteissa, jotka on keratty terveilta yksiloilta. Ho-
mogenointiajan muutoksen testaus paatettiin tehda kyseisilla naytteilla, silla



30

homogenointiin tehdyt muutokset ja niiden aiheuttamat mahdolliset pitoisuuserot
naytteissa nakyisivat nain selvemmin. Homogenointi suoritettiin FastPrep® ho-
mogenisaattorilla Eristettyja naytteita oli nelja, joista kaksi homogenoitiin
FastPrepissa 1x 60 s, 60 m/s ja toiset kaksi 3x 60 s, 60 m/s. Naytteet esitettyna

taulukossa 5.

TAULUKKO 5. Utaretulehdusmaitonaytteet ja niiden homogenointi

nro | Nayte Naytetilavuus | Homogenointi

1 utaretulehdusdiagnoosin 5ml FastPrep 6,0 m/s 1x60 s.

saaneen lehman maito

2 | Rinnakkainen nayte nayt- | 5 ml FastPrep 6,0 m/s 1x60 s.
teelle 1
3 utaretulehdusdiagnoosin 5ml FastPrep 6,0 m/s 3x60 s.

saaneen lehman maito

4 Rinnakkainen nayte nayt- | 5 ml FastPrep 6,0 m/s 3x60 s.

teelle 3

Naytteet 1 ja 2 kaksi olivat rinnakkaiset naytteet ja ne homogenointiin samoilla
asetuksilla. Naiden naytteiden homogenointiaika poikkesi kaikista muista opti-
moinnin aikana homogenoiduista naytteista siten, etta niille tehtyjen ravistelujen
maara muutettiin kolmesta yhteen. Naytteet kolme ja nelja homogenointiin sa-

malla tavalla kuin kaikki muutkin optimoinnissa homogenoidut naytteet.

Kaytettaessa alkuperaisen menetelman homogenointiaikaa ja toistoja (6,0 m/s,
3x 60 s) laitettiin naytteet jaille ravistelujen valissa olevan viiden minuutin lepo-
ajan ajaksi. Jarkevan ajankayton vuoksi jaille nosto tapahtui irrottamalla koko
nayteteline laitteesta. Jaille noston tarkoitus oli viilentda ravistelussa voimak-
kaasti kuumentuneita naytteita. PowerBead -putkien korkit oli laitettava huolelli-

sesti kiinni, jottei naytteet paasseet vuotamaan homogenoinnin aikana.

4.6 Maitohappobakteerin DNA:n eristys

Eristyksen toimivuuden tutkimiseksi kasvatettiin yon yli MD20 MRS -maitohappo-

bakteeria, jota lisattin lehmanmaitoon. MD20 -maitohappobakteeri on
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luonnonvarakeskuksen sisaisesta kantakokoelmasta peraisin oleva maitohappo-
bakteeri, jota oli kasvatettu yon yli MRS-kasvualustassa. Maitohappobakteerin
avulla haluttiin toimivuuden lisaksi tutkia eristyksen tehokkuutta maitonaytteissa.
Maitohappobakteerin DNA:ta eristettiin seka kasin, ettd automaattisesti QIAGEN
Qiacube Connect -laitteella. Koska optimoinnin aikana eristettyjen maitonayttei-
den DNA-pitoisuudet olivat olleet hyvin pienia, voitiin tunnettua bakteeria lisaa-
malla saada varmuutta eristysmenetelman toimivuudesta. Tutkittavia naytteita oli
kolmenlaisia: Ensimmainen nayte oli pelkka bakteerinayte, joka ei sisaltanyt mai-
toa lainkaan. Tasta naytteesta DNA eristettiin kasin. Nayte toimi kontrollinayt-
teena. Kontrollinaytteen avulla tiedettiin lisatyn maitohappobakteerin maaran
muissa naytteissa. Seuravavat naytteet olivat maitonayte, joka eristettiin Qiacube
Connectilla ja johon oli lisatty EDTA:ta seka maitonayte, josta DNA eristettiin ka-
sin ja johon oli myds lisatty EDTA:ta. Naytteet ja niiden sisaltdman DNA:n eris-

tystapa on esitetty taulukossa 6.

TAULUKKO 6. Maitohappobakteerin DNA:n eristys maitonaytteista kasin ja au-

tomaattisesti

nro | nayte DNA:n eristys | Huom.
1 maitohappobakteerinayte Kasin Ei maitoa
2 maito sis. maitohappobakteeria Automaattinen | EDTA
3 maito sis. maitohappobakteeria Kasin EDTA

MRS-kasvualusta ja siind kasvaneet maitohappobakteerit olivat nestemaisena
nayteputkessa. Nayteputkesta jaettiin naytetta kahteen kahden ml:n nayteput-
keen. Elatusaine poistettiin putkista sentrifugoimalla putkia nopeudella 10 000
g:ta viiden minuutin ajan, jolloin bakteerit painuivat putken pohjalle ja elatusaine
saatiin kaadettua pois. Bakteerit suspensointiin PBS-liuoksen avulla ja yhdistet-
tiin yhteen putkeen, jonka jalkeen sentrifugointi uusittiin ja bakteerit suspensoitiin
600 pl:aan PBS-liuosta. Maitohappobakteeria sisaltavasta PBS-liuoksesta jaettiin
1/3 kuhunkin testinaytteeseen. Yksi osa jaettiin kontrollinaytteeseen ja kaksi
muuta osaa kahteen maitonaytteeseen. Maitohappobakteerin esikasittely ennen

on kuvattu vaiheittain kuviossa 2.
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elatusaineen ja
Maienappchakiesa Jaetaan 2 x 2 ml k_)a_kteerlen er(_)tus_ Elatusaineen poisto
kasvatus toisistaan sentrifugin

avulla (1000 g:t&, 5 min)

Molemmista
ndyteputkista bakteerit
yhteen putkeen

Sentrifugoinnin uusinta
(1000 g:t&, 5 min)

Suspensointi PBS -

liuoksen avulla PBS-liuoksen poisto

Jokaiseen naytteeseen
jaetaan 1/3 bakteeri-PBS
-liuosta. (200 pl)

Uusi suspensointi 600
pl:aan PBS-liuosta

KUVIO 2. Maitohappobakteerin esikasittely vaiheittain

Eristys suoritettin DNeasy® PowerSoil® Pro Kit:illa seka kasin eristyksessa, etta
Qiacube Connectilla. Naytteet sentrifugoitiin, rasva poistettiin ja naytteet ho-
mogenoitiin ennen eristyksia. Molempiin maitonaytteisiin maitohappobakteeri li-
sattiin ennen rasvan poistamiseksi tehtavaa sentrifugointia. Muista eristysker-
roista poiketen kasin eristetyssd naytteessa kaytettiin eristyksen paatteeksi
eluointitilavuutena 50 pl:n sijaan 100 pl:aa, jotta naytteet olisivat suoraan vertai-
lukelpoisia Qiacube Connectilla tehtyjen eristysten kanssa. Qiacube Connecitilla

eluointitilavuudeksi oli maaritelty 100 ul.

4.7 Automaattieristys Qiacube Connectilla

Qiacube Connectilla eristettiin maitohappobakteeria sisaltavan maitonaytteen li-
saksi DNA:ta myds maitonaytteista, joihin ei ollut lisatty maitohappobakteeria.
Naille naytteille oli tehty esikasittely 0,5 M EDTA:lla. Ennen automaattista eris-
tystd muut esikasittelytoimenpiteet olivat samanlaiset kuin maitohappobakteeria

sisaltavan naytteen (sentrifugointi, rasvan poisto ja homogenointi).

Tarkein testauksen tavoite oli tarkistaa, etta kyseiset naytteet soveltuvat Qiacube
Connectilla eristettaviksi ongelmitta ja tulokseksi saadaan kasin eristettyihin nayt-

teisiin verrattuna samansuuruisia pitoisuuksia. Automaattisella eristyksella
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tahdottiin tarkastella ja verrata mahdollista tyontekijan vaikutusta mitattuihin
DNA-pitosuuksiin. Automaattisessa eristyksessa olevien maitonaytteiden tulok-
sia verrattiin aiempiin, samoilla maitonaytteilla, kasin tehtyihin eristyksiin. Eluoin-

titlavuus Qiacube Connectilla on 100 pl.

4.8 Naytetilavuuden vaikutus eristetyn DNA:n pitoisuuteen

Optimoinnin aikana herasi kysymys naytetilavuuden (5 ml) riittavyydesta, silla
naytteiden DNA-pitoisuudet olivat olleet hyvin pienia. Tilavuuden muutoksen vai-
kutusta eristetyn DNA:n pitoisuuteen kokeiltiin neljalla eri naytetilavuudella. Vali-
tut tilavuudet olivat 5, 10, 15 ja 20 ml. DNA-eristys naytteille tehtiin kasin. Kullekin
tilavuudelle tehtiin rinnakkainen nayte. Naytteisiin lisattiin EDTA:ta kaseiinien sa-
ostuksen estamiseksi. Naytemaito tassa optimoinnin osassa oli eri maitoa kuin
aiemmin optimoinnin aikana. Kaytetyn tankkimaidon loppumisen vuoksi nayteti-

lavuuden tutkimiseen kaytettiin yhdelta terveelta lehmalta kerattya maitoa.
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5 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

5.1 Kaseiinien saostuksen ja saostuksen eston vaikutus eristetyn DNA:n

pitoisuuteen

Taulukossa 7 on esitettyna eri esikasittelymenetelmilla eristettyjen naytteiden
DNA-pitoisuudet, jotka on mitattu NanoDrop One -laitteella. Pitoisuuksien lisaksi
tuloksista voidaan tulkita eristetyn DNA:n puhtautta aallonpituuksien 260 ja 280
absorbanssien suhteesta. Naytteissa 1 ja 2 ei ole tehty kaseiinien saostusta tai
saostuksen estoa, vaan naytteet on pesty PBS-liuoksella. Naytteille 3—6 on tehty
kaseiinien saostus ja naytteissa 7 ja 8 kaseiinien saostus on pyritty estamaan
EDTA:n avulla.

TAULUKKO 7. Naytteiden esikasittely.

nro | esikasittelytapa ng/ul | A260/A280 | A260/A230
1 PBS pesu 04 |-1,44 0,02
2 PBS pesu 2,0 |53,58 0,00
3 kaseiinien saostus 80 % etikkahapolla | 1,4 | 0,87 0,05
4 kaseiinien saostus 80 % etikkahapolla | 0,6 -8,41 0,02
5 Kaseiinien saostus 6 M suolahapolla 0,6 -9,54 0,05
6 Kaseiinien saostus 6 M suolahapolla 25 |4,84 0,01
7 kaseiinien saostumisen esto EDTA:lla | 7,5 2,41 0,02
8 kaseiinien saostuksen esto EDTA:lla 6,0 |2,53 0,02

Mitatut pitoisuudet olivat hyvin pienia. Kaikkien mitattujen naytteiden pitoisuudet
olivat alle 10 ng/ul. A260/A280 suhdeluku ei ole yhdellakaan naytteella 1,8, joten
eristetty DNA sisaltda epapuhtauksia. Miinusmerkkiset tulokset A260/A280 suh-
teessa voivat johtua mahdollisesta fenoli- tai proteiinikontaminaatiosta. Tyon tar-
koitus oli poistaa naytteesta proteiineja eri esikasittelytavoilla ja siksi proteiinikon-
taminaation aiheuttama epapuhtaus on ilmeinen selitys A260/A280 suhdeluvun
suurelle vaihtelulle naytteiden valilla. EDTA:lla kasitellyille naytteille suhdeluku on
samansuuruinen rinnakkaisten naytteiden valilla. EDTA-naytteissa DNA-pitoi-

suus oli korkein, 6-7,5 ng/ul:ssa.
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Kaseiinien saostus oli kaytannodssa vaikea toteuttaa silla saostuneet kaseiinit ei-
vat pelkastaan painuneet nayteputken pohjalle, vaan olivat kaikkialla nayteput-
kissa, jolloin muun materiaalin keradminen oli hyvin vaikeaa ja epatarkkaa. Ka-

seiinien saostuminen etikkahapolla ja suolahapolla on esitetty kuvassa 4.

KUVA 4. Kaseiinien saostuminen. Naytteissa 3 ja 4 kaseiinit saostettiin 80 % etik-

kahapolla ja naytteissa 5 ja 6 suolahapolla.

Naytteiden 3 ja 4 kaseiinit oli saostettu 80 prosenttisella etikkahapolla. Naissa
nayteputkissa eristettava materiaali erottuu pienena tummempana faasina nayt-
teen pinnalla. Saostuneet kaseiinit ovat painuneet eristettdvan materiaalin alle.
Kuvasta voidaan kuitenkin havaita, etta kaikissa nayteputkissa kaseiinien saos-
tuminen oli epatarkkaa ja saostunutta materiaalia oli paljon. Naytteissa 5 ja 6
kaytettiin 6 M suolahappoa kaseiinien saostukseen. Naissa naytteissa eristetta-

van materiaalin faasia on Iahes mahdoton havaita naytteen pinnalla.

Naytteista eristetylle DNA:lle suoritettin PCR-reaktiot ja ne ajettiin agaroosigee-
lielektroforeesilla. Tulosten perusteella eristys uusittiin kaseiinien saostukselle 80
% etikkahapolla ja kaseiinien saostumisen estolle EDTA:lla. Lisaksi eristettiin
naytteita ilman kaseiineihin kohdistuvaa esikasittelya. Naille naytteille tehtiin
pelkka PBS-pesu. Kullekin esikasittelytavalle eristettiin viisi naytetta. Naytteiden

esikasittelyttutkimuksen toinen naytesarja on kuvattuna taulukossa 8 sivulla 36.
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TAULUKKO 8. Kaseiinien esikasittely naytteissa -toinen naytesarja.

nro esikasittelytapa ng/ul | A260/A280 | A260/A230
1 kaseiinien saostus 80 % etikkahapolla | 3,0 | 13,83 0,00
2 kaseiinien saostus 80 % etikkahapolla | 1,7 | 1,51 0,01
3 kaseiinien saostus 80 % etikkahapolla | 1,6 | 2,17 0,01
4 kaseiinien saostus 80 % etikkahaolla | 1,0 | 1,39 0,03
5 kaseiinien saostus 80 % etikkahapolla | 0,9 | 1,15 0,01
6 kaseiinien saostumisen esto EDTA:lla | 9,4 | 1,85 0,15
7 kaseiinien saostumisen esto EDTA:lla | 7,2 | 1,86 0,05
8 kaseiinien saostumisen esto EDTA:lla | 6,8 | 1,72 0,38
9 kaseiinien saostumisen esto EDTA:lla | 3,2 1,73 0,05
10 kaseiinien saostumisen esto EDTA:lla | 9,1 | 1,73 0,11
11 PBS pesu 1,8 |1,89 0,01
12 PBS pesu 1,0 (1,30 0,01
13 PBS pesu 0,7 |0,93 0,06
14 PBS pesu 1,0 |1,30 0,01
15 PBS pesu 0,9 |0,65 0,03

Tehdyt koe-eristykset (taulukot 7 ja 8) osoittavat kaseiinien saostuksen eston
EDTA:lla tuottavan parhaan DNA-pitoisuuden. Tulos ylittaa NanoDropin tarkkuu-
den vaatiman kaksi nanogrammaa mikrolitrassa. Suhdeluku A260/A280 oli uusi-
tussa eristyksessa (taulukko 8) kaseiinien saostuksen eston saaneille naytteille
hyva. Tulokset osoittivat suhdeluvun olevan 1,72—-1,86 valilla ja kertovat mitatun
DNA:n puhtaudesta.

Kaseiinien saostus ja pelkka PBS- pesu tuottavat molemmat hyvin samankaltai-
sia tuloksia. Saostusmenetelmassa pitoisuustulokseen vaikuttaa eristettavan
materiaalin vaikea keraaminen saostuneiden kaseiinien joukosta. Naytteeseen
jaaneet kaseiinit hairitsevat eristysta ja tuottavat matalia pitoisuuksia DNA:lle
naytteissa, joille oli tehty kaseiinien saostaminen tai kaseiineja ei ollut kasitelty
lainkaan. Puhtaudesta kertova A260/A280 suhdeluku oli naille naytteille myds
kauempana 1,8:aa kuin EDTA:lla kasitellyille naytteille. Myds vaihtelua suhdelu-
vussa oli rinnakkaisten naytteiden valilla enemman kuin naytteilla, joissa kaseii-

nien saostumista oli estetty EDTA:n avulla.
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Tulosten perusteella menetelman optimoinnissa paadyttiin kayttamaan nayttei-
den esikasittelyna kaseiinien saostumisen estoa EDTA:lla. PBS-pesu jatettiin ole-
massa olevasta protokollasta pois kokonaan. EDTA lisattiin maitonaytteisiin heti
tydskentelyn alussa, ennen rasvanpoistosentrifugointia. Muutokset merkittiin

myOs uuteen muokattuun tydohjeeseen.

5.2 Esikasittelyn optimointi varmistettiin agaroosigeelielektroforeesin

avulla

PCR reaktioiden jalkeen naytteet ajettiin TBE-ajoliuoksessa geelille. Geelit kuvat-
tiin kuvantamislaitteella tulosten tarkistelemiseksi. Taulukossa 7 (sivu 34) esitet-

tyjen naytteiden geeliajon tulokset esitettyna kuvassa 5.

KUVA 5. Esikasitellyt ndytteet taulukosta 7. Naytteet 1 ja 2 ovat PBS-pestyt nayt-

teet. Naytteet 3 ja 4 oli kasitelty etikkahapolla kaseiinien saostamiseksi ja nayt-
teiden 5 ja 6 kaseiinit oli saostettu suolahapolla. Naytteiden 7 ja 8 kaseiinien sa-
ostuminen oli estetty EDTA.lla. Kontrollinaytte oli Airam 16. Viimeisessa nayte-

kaivossa oli lisattyna reaktioseos mastermix

Kontrollinaytte oli Airam lehman DNA:ta, jonka pitoisuus oli 5 ng/ul. Viimeisessa

naytekaivossa oli lisattyna masterimix reaktioseos, eli PCR reaktiossa kaytetyt
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reagenssit iiman DNA:ta. Naytteissa 1 ja 2 DNA-vyOhyketta ei ole nakyvissa lain-
kaan. Nama naytteet on esikasitelty siten, etta naytteiden eristettava materiaali
on ainoastaan pesty PBS:lla. Naytteiden 3 ja 4 kaseiinit saostettiin etikkahapolla.
Naiden naytteiden DNA-vyohykkeet nakyvat geelilla. Naytteen 4 vyohyke on erit-
tain selkea. Naytteiden 5 ja 6 kaseiinit oli saostettu suolahapon avulla. Nayte 5 ei
kuitenkaan erotu geelissa, joten se on epaonnistunut. Samanlainen tulos on nayt-
teilla 7 ja 8, joiden kaseiinien saostuminen estettiin EDTA:lla. Toinen rinnakkai-
sista naytteista onnistui hyvin ja DNA-vyohyke voidaan erottaa hyvin. Toinen
nayte on epaonnistunut. Tassa optimoinnin osassa tarkeinta oli selvittaa naytteet,

joiden DNA-vyohykkeet nakyvat geelilla. DNA-eristys ja geeliajo uusittiin tulosten

perusteella. Taulukossa 8 esitettyjen naytteiden geeliajon tulokset kuvassa 6.

oo

KUVA 6. Esikasitellyt naytteet taulukosta 4. Naytteet 1-5 ovat naytteita, jotka ol
kasitelty kaseiinien saostamiseksi etikkahapolla. Naytteet 6-10 ovat naytteita, joi-
den kaseiinien saostuminen oli estetty EDTA:n avulla ja kaivoissa 11-15 on nayt-
teet, joille oli suoritettu pelkkd PBS-pesu. Viimeista edellisena kontrollinayte Ai-

ram 16 ja vimeisena mastermix.

Naytteet 1-5 ovat naytteita, joiden kaseiinit on saostettu etikkahapolla. Edelli-
sessa geelissa (kuva 5) samalla tavalla esikasiteltyjen naytteiden DNA-vyohyk-
keet erottuivat selkeasti. Uusitussa DNA-eristyksessa ja geeliajossa tulos on
painvastainen. Etikkahapolla kasiteltyjen naytteiden DNA-vyohykkeet erottuvat
todella huonosti tai ei lainkaan. Naytteiden 6—10 kaseiinien saostuminen estettiin
EDTA:lla ja DNA-vyohykkeet erottuvat geelissa kaikissa naytteissa. Naytteet 11—

15 on pesty PBS:lla ja DNA-vydhykkeiden erottuminen on vaihtelevaa. Osa
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vyOhykkeista nakyy hyvin, osa huonommin. Geeliajossa erottuvat vyohykkeet tu-

kivat NanoDropilla mitattuja pitoisuustuloksia.

5.3 Sentrifugointivaiheen optimoinnin tulokset

Taulukossa 9 on esitettyna sentrifugointitestin jalkeen eristettyjen naytteiden
DNA-pitoisuudet, jotka on mitattu Nanodrop One laitteella. Naytteet 1 ja 2 oli
sentrifugoitu nopeudella 4500 g:ta 20 minuutin ajan 4 °C lampdtilassa. Naytteet

3 ja 4 on sentrifugoitu nopeudella 10 432 g:ta 20 minuutin ajan 4 °C lampétilassa.

TAULUKKO 9. Sentrifugointitehon muutos.

nro | asetukset ng/ul | A260/A280 | A260/A230
1 4500g/20 min/4 °C 3,3 1,38 0,01
2 4500g/20 min/4 °C 3,1 0,85 0,09
3 10 432 g (9000 rpm) /20 min /4 °C | 3,2 1,51 0,04
4 10 432 g (9000 rpm) /20 min /4 °C | 3,6 2,37 0,01

Eristetyn DNA:n pitoisuus oli samaa suuruusluokkaa riippumatta siita, oliko
sentrifugointi suoritettu 4500 g:lla vai 10 000 g:n nopeudella. Muutoksella ei ollut
merkitysta kertyneen rasvan tai supernatantin maaraan. Taman testin mukaan
4500 g:n muuttaminen 10 000 g:hen ei parantanut DNA saantoa. Testi ei myds-
kaan antanut viitteita sentrifugoinnin vaikutuksesta DNA:n puhtauteen. Puhtau-

den suhteen tulokset ovat myds keskenaan vaihtelevia.

Toimivin sentrifugi oli 5 ml:n Sarstedt Réhre -putkille Eppendorfin 5810 R sentri-
fugi ja A-4—44 roottori (kuva 7). Eppendorfin sentrifugissa nayteputkien korkit sai-
lyivat ehjina ja korkit pysyivat kiinni koko sentrifugoinnin ajan. Sigman 4-16KS
sentrifugissa Sarstedt Rohre 5 ml nayteputket painuivat naytetelineen pohjaan
korkkien kierteiden hajotessa. Nayteputket olivat nain avoimina osan aikaa sentri-
fugoinnista. Nayteputkien poistaminen naytetelineesta vaati tyokalujen kayttoa.
Tasta syysta ja avoimista korkeista johtuen naytteet olivat alttiita huomattavalle
kontaminaatiolle. Suurin syy korkkien hajoamiseen oli naytetelineen muoto, jossa

nayteputket roikkuvat korkeistaan ilman, ettd nayteputkien pohjat koskettivat
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telineen pohjaa. Korkit hajosivat erityisesti niista nayteputkista, jotka oli sailytetty
-80 °C lampdtilassa. Kyseiset nayteputket eivat sovellu pakastettaviksi. Pakas-

tettujen putkien korkkien kierteet pettavat sentrifugoinnin aikana, joka aiheuttaa

korkkien hajoamisen.

KUVA 7. Eppendorf Sentrifugi, jossa Sarstedt Réhre 5 ml nayteputkien korkit py-
syivat ehjina.

DNA:n saanto oli testimaidoilla samansuuruinen riippumatta sentrifugin mallista
ja merkista. Tarkein optimoinnin kohde sentrifugia valitessa oli tydskentelyn toi-

mivuus ja tehokkuus.

5.4 Optimoinnin muiden osa-alueiden tulokset

Taulukossa 10, sivulla 41, on esitettynda DNA-pitoisuudet naytteille, joihin on li-
satty maitohappobakteeria. Eristetty DNA-pitoisuus on mitattu Nanodrop One lait-
teella. Pitoisuuksien lisaksi tuloksista voitiin tulkita eristetyn DNA:n puhtautta aal-
lonpituuksien 260 ja 280 absorbanssien suhteesta. Nayte 1 oli eristetty kasin ja
se ei sisaltanyt lainkaan maitoa. Tama nayte toimi kontrollindytteena, johon mai-
doista eristettya DNA:ta voitiin verrata. Nayte 2 oli maitonayte, joka oli eristetty
automaattisesti Qiacube Connectilla. Taman naytteen kaseiinit oli esikasitelty

EDTA:lla. Nayte 3 oli naytteen 2 kaltainen, mutta siita DNA-eristys oli tehty kasin.
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TAULUKKO 10. Maitohappobakteerin lisdys ja DNA:n automaattieristys Qiacube

Connedtilla.

nro | nayte ng/ul | A260/A280 | A260/A230
1 maitohappobakteerinayte 134,2 | 1,84 0,77
-> kasin eristys
2 testimaito sis. maitohappobakteeria ja | 257,2 | 1,85 2,17
EDTA:ta
- Qiacube
3 | testimaito sis. maitohappobakteeria ja | 170,6 | 1,85 0,27
EDTA:ta

- kasin eristys

Maitohappobakteeria lisatessa testimaitonaytteisiin saatiin DNA:n saantoa lisat-
tya niihin naytteisiin verrattuna, joihin maitohappobakteeria ei ollut lisatty. Voi-
daan siis todeta, ettd menetelmalla onnistuttiin eristamaan bakteeri-DNA:ta. Tau-
lukon ensimmainen nayte oli pelkka bakteerinayte, joka ei sisaltanyt testimaitoa
lainkaan. Maitonaytteet, joihin oli lisatty maitohappobakteeria, olivat samaa suu-
ruusluokkaa keskenaan, mutta erosivat kuitenkin toisistaan. Tulosten perusteella
suurin pitoisuus DNA:lle oli automatisoidussa eristyksessa Qiacube Connectilla.
My0s kasin eristetyssa maitonaytteessa oli enemman DNA:ta kuin kontrollina toi-
mivassa maitohappobakteerissa. Koska maidossa on myds lisattyjen bakteerien
lisdksi omaa DNA:ta, oli tulos taysin oikean suuntainen. Maitohappobakteerin ja
maidon omien bakteerien valinen ero kuitenkin poikkesi suurusluokaltaan muista
eristetyista testimaitonaytteista, jossa tulokset olivat olleet <10 ng/ul. On mahdol-
lista, ettd maitohappobakteerit olivat onnistuneet kuljettamaan maidosta peraisin
olevaa DNA:ta tehokkaasti mukanaan ja siksi saanto oli parempi naytteille, joissa
oli lisattya maitohappobakteeria kuin niille naytteille, joissa sita ei ollut. Eristettyja
testinaytteita oli vahan, eika uusintoja testille tehty. Automaattisesti eristettyjen
naytteiden pitoisuudet ovat esitettyna taulukossa 11 sivulla 42.
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nayte ng/ul | A260/A280 | A260/A230
pelkka testimaito 1 - Qiacube 1,3 4,08 0,08
pelkka testimaito 2 - Qiacube 1,8 3,61 0,07

Qiacube Connectilla eristettiin automaattisesti rinnakkaiset testimaitonaytteet.

Naytteiden pitoisuus kertoo, etta eristystulos on samaa suuruusluokkaa kuin ka-

sin eristettyjen testimaitonaytteiden pitoisuudet. Suhdeluku A260/A280 on korke-

ampi kuin puhtaalle DNA:lle maaritelty 1,8. Korkea suhdeluku ei kuitenkaan kieli

suoraan ongelmasta, silla on mahdollista, ettd suhdeluku on epatarkka pitoisuu-

den ollessa hyvin pieni.

Lahtomaaran testauksen tulokset on mitattu edellisten tavoin. Naytteissa 1 ja 2

naytteen tilavuus oli 5 ml. Naytteissa 3 ja 4 tilavuus oli 10 ml ja naytteissa 5 ja 6

15 ml. Naytteiden 7 ja 8 naytetilavuus oli 20 ml. Eri tilavuuksilla olevien naytteiden

DNA-pitoisuus on merkittyna taulukkoon 12.

TAULUKKO 12.

Naytteen alkutilavuuden vaikutus DNA-pitoisuuteen.

nro naytetilavuus (ml) ng/ul A260/280 | A260/A230
1 5 1,4 1,46 0,01
2 5 1,6 1,64 0,01
3 10 2,5 2,00 0,05
4 10 2,3 1,60 0,02
5 15 4.1 3,11 0,00
6 15 2,3 4,50 0,01
7 20 2,1 2,40 0,07
8 20 2,6 1,38 0,05

Eri 1ahtdmaarien tulokset on esitetty taulukossa siten, etta jokaiselle tehdylle

naytteelle on tehty myos rinnakkainen vertailunayte. Naytteistd on muodostettu

kuvio 3, joka havainnollistaa tuloksille ominaista pitoisuussuuruutta.
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Alkutilavuuden vaikutus eristetyn DNA:n pitoisuuteen
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KUVIO 3. Alkutilavuuden vaikutus eristetyn DNA:n pitoisuuteen

Ensimmaisista naytteista 15 ml lahtomaarasta eristetty nayte antaa suurimman
pitoisuuden 4,1 ng/ul. Muutoin pitoisuudet kaikilla naytteilla ovat 1,4 ng/ul ja 2,6
ng/ul valilla. Pitoisuuserot kaikilla naytteilla ovat hyvin pienet. Kaikki tulokset eivat
ylitd 2 ng/ul:ssa pitoisuusrajaa. Tulosten varmistamiseksi testi tulisi uusia ja ko-

keilla myos suuremmilla naytetilavuuksilla.

Utaretulehdusdiagnoosin saaneen lehman maidosta eristetyn DNA:n pitoisuudet
on merkitty taulukkoon 13. Samassa taulukossa on mygs esitettyna homogenoin-
nin vaikutus eristetyn DNA:n pitoisuuteen. Naytteissa 3 ja 4 homogenointiaika on
sama kuin alkuperaisessa menetelmassa ja kaikissa optimoinnin aikana teh-
dyissa eristyksissa. Naytteissa 1 ja 2 ravistelua on FastPrep-laitteella muutettu

kolmesta kerrasta yhteen.

TAULUKKO 13. Mastiittimaidolla tehty homogenointiajan testaus.

nro | homogenointiasetus ng/ul A260/A280 | A260/A230
1 mastiitti FastPrep 6,0 m/s 1x60 s. 67,4 1,85 0,21
2 mastiitti FastPrep 6,0 m/s 1x60 s. 60,3 1,84 0,13
3 mastiitti FastPrep 6,0 m/s 3x60 s. 76,2 1,86 0,14
4 mastiitti FastPrep 6,0 m/s 3x60 s. 67,1 1,85 0,11

Utaretulehdusdiagnoosin saaneen lehman maidosta voidaan mitattujen DNA

konsentraatioiden perusteella huomata, ettd eristys on onnistunut puhtauden
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osalta hyvin. Absorbanssisuhde A260/A280 on jokaiselle naytteelle l1ahes 1,8.
Tulokset ovat myos pitoisuudeltaan ylittaneet reilusti 2 ng/ul, jolloin pitoisuuttakin
voidaan pitaa suhteellisen tarkkana. Naytteet on kuitenkin eristetty samasta mai-
dosta ja silti rinnakkaisten naytteiden valilla on havaittavissa pitoisuuksissa hie-
noista vaihtelua. Kolmesti toistettu ravistelu FastPrepilla ei sen sijaan ole tuonut
merkittavaa muutosta DNA-pitoisuuksiin, mutta kuitenkin voidaan todeta, etta

useampi ravistelutoisto tuottaa hieman paremman tuloksen.
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6 POHDINTA

Optimoinnin tavoitteena oli muokata Luonnonvarakeskuksella kayttoon otettava
menetelma toimivaksi lehmanmaidon bakteerien DNA-eristykseen. Tarkoituk-
sena oli paasta tavoitteeseen kokeellisesti osoittamalla eristysmenetelmassa ole-
vat tyOvaiheet, joiden tehostaminen tai muuttaminen voisi parantaa eristetyn
DNA:n mitattua pitoisuutta ja menetelman toistettavuutta. Luonnonvarakeskus
hyotyi optimoinnista erityisesti kaseiinien esikasittelyn, sentrifugin valinnan ja au-
tomaattieristyksen osalta. Optimoinnin tulokset eivat olleet vahaisten toistojen
vuoksi kuitenkaan luotettavia vaan ainoastaan suuntaa antavia. Optimointi kui-
tenkin edisti HoloRuminant-projektiin kuuluvien maitonaytteiden eristysta ja toimi

hyvana pohjatietona projektia suorittaville tutkijoille.

Projektin suorittaminen ja maitonaytteiden onnistunut tutkiminen on tarkeaa leh-
mien hyvinvoinnin edistamisen kannalta. Projektia edistavat toimet ovat eetti-
sesta nakokulmasta tarkeitd, silla niiden avulla Holoruminat-projektin tutkimus
voidaan suorittaa mahdollisimman tarkasti. Maitonaytteiden keraamiseen ja mai-
dontuotantoon liittyy paljon eettisia kysymyksia siita, kenelle maito kuuluu ja onko
tehostettu maidontuotanto eettisesti oikein maitoa tuottaville elaimille. Holorumi-
nant-projektin avulla elainten terveytta voidaan kuitenkin pyrkia parantamaan ja

sita kautta edistaa lypsylehmien hyvinvointia.

Ennakkotietona tiedettiin, etta tehdyt eristykset eivat olleet keratyilla maitonayt-
teillda onnistuneet. Mahdollista syyta alettiin etsimaan kirjallisuudesta ja esiin
nousi kaseiiniproteiinien aiheuttamat ongelmat DNA-eristyksessa (Murphy ym.
2002). Tasta syysta optimointi keskittyi aluksi paasaantoisesti kaseiinien saosta-
miseen tai niiden saostumisen estoon. EDTA:n suora lisddaminen raakamaitoon
estaa kaseiinimisellien hyytymisen proteiinipelletiksi sentrifugoinnin aikana (Mur-
phy ym. 2002). Tehtyjen koe eristysten perusteella paadyttin kayttamaan
EDTA:ta kaseiinien saostumisen estamiseksi. Saatuja tuloksia oli vain vahan,
mutta ne tukivat toisiaan. EDTA:n avulla tehty kaseiinien saostumisen esto oli
toimivampi tapa esikasitella kaseiineja kuin niiden saostaminen suolahapolla tai
etikkahapolla. Luonnonvarakeskuksen asiantuntijat ja tutkijat suosittelivat
EDTA:n kayttoa maitonaytteiden kaseiinien poistamiseksi. Tehdyt testit ja niista



46

saadut tulokset esiteltiin Holoruminat-projektin vetgjalle, joka tulosten ja muiden
ennakkotietojen perusteella paatti, etta EDTA:ta kaytetaan projektin kaikissa
naytteissa estamaan kaseiiniproteiinien saostuminen. Nain saostumattomat pro-
teiinit saatiin poistettua naytteista supernatantin mukana. Kaytetyn EDTA:n
maara pysyi vakiona lapi optimoinnin. Toistettavuutta testattin EDTA:n osalta
vain vahan. Vastaavissa optimoinneissa testauskertoja tulisi olla viela enemman,
jotta tuloksia voidaan pitaa riittavan luotettavina ja toistettavina. Mikali kaseiineja
ei esikasitella millaan tavalla on tulosten mukaan selvaa, etta naytteessa olevat

kaseiinit vaikuttavat alentavasti naytteesta eristettavaan DNA-pitoisuuteen.

Kaikissa optimoinnin osa-alueissa testeja tehtiin vahan. Osa testeista suoritettiin
vain kerran. Tuloksia voidaankin siis pitaa lahinna mielenkiintoisina havaintoina
eikd luotettavina totuuksina. Tyodn suorittajalla tai ymparistolla voi olla yksittai-
sissa eristyksissa vaikutusta lopputulokseen, silla DNA-eristys on monien tyovai-
heiden ja pienten pitoisuuksien vuoksi hyvin altis kontaminaatioille. Siksi toistet-
tavuuden varmistaminen useilla testauskerroilla olisi hyvin tarkeaa. Koska testeja
tehtiin rajallisten resurssien vuoksi vain vahan, ohjattiin optimointia aina siihen
suuntaan, mika naytti hieman edellistd vaihtoehtoa paremmalta. Optimoinnilla
haluttiin myos tehtyjen testien lisaksi varmistaa tyoskentelyn sujuvuus kyseisilla
naytteilld kyseisissa laboratoriotiloissa. Tarkoituksena oli optimoida kerattyjen
maitonaytteiden eristys siten, etta projektia suorittavien tydntekijoiden olisi mah-
dollisimman helppo ryhtya tyohon. Tyovalineet ja tarvittavat reagenssit oli valmis-
teltu siten, etta tydskentely olisi mahdollisimman toimivaa ja tehokasta. Talla py-
rittiin mahdollistamaan projektissa tydoskentelevien tydntekijdiden keskittyminen
itse projektin suorittamiseen ja maitonaytteiden bakteeriperaisen DNA:n eristyk-

seen.

Naytetilavuuden vaikutuksen tutkimista eristettdvaan DNA:han tulisi tehda viela
laajemmin kayttden suurempia tilavuuksia. Testaukseen olisi voinut ottaa viela
ainakin 50 ml ja 100 ml tilavuudet. Saadut tulokset tehdyilla tilavuuksilla eivat
osoita, etta alle 20 ml:n tilavuuksien naytemaarien DNA pitoisuuksilla olisi mer-
kittavia eroja. Kuitenkin 5 ml:n naytetilavuus antaa pienimman pitoisuustuloksen.
Huomioitavaa myds on, etta kaytetyt testimaidot, jotka oli keratty tutkimusnavetan
tankista, olivat loppuneet ja kayttoon otettiin yhden yksittaisen terveen lehman

maitoa. Tamakin voi olla syy naytteiden valilla oleviin pieniin pitoisuuseroihin.
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Kolmesti toistettu ravistelu (6,0 m/s, 3x 60 s) homogenisaattorilla kuumensi nayt-
teita voimakkaasti. Lisaksi jotkin PowerBead -putkien korkit vuosivat naytetta
huolellisesta sulkemisesta huolimatta. Nayteputkien vuotaminen lisasi kontami-
naatioriskia ja hukkasi naytetta. Korkkien vuotamiseen ei I0ytynyt selkeaa syyta.
Kolmesti toistettu ravistelu kuitenkin oli nayteputkille selvasti rajumpi kasittely,
silla niissa nakyi ulkoista kulumista. Ravistelun seurauksena joidenkin nayteput-
kien korkit myos I0ystyivat ja niita tuli kiristéa lepoajan aikana. Koska ravistelujen
toistojen maaralla ei ollut merkittavaa vaikutusta mitatun DNA:n pitoisuuteen, olisi
tyoskentelyn tehostamiseksi, kontaminaatioriskin pienentamiseksi ja naytetila-
vuuden sailyttamiseksi suositeltavaa suorittaa homogenointi kyseisella laitteella
(FastPrep® MP Biomedicals) kolmen kerran sijaan vain yhden kerran, silla teh-
dyn testin perusteella se ei muuta merkittavasti mitattua DNA:n pitoisuutta. Yh-
den testin perusteella ei kuitenkaan voi homogenointiaikaa muuttaa vaan se vaa-
tisi viela useampia toistoja tuloksen varmistamiseksi. Testi tulisi suorittaa myos
monenlaisilla maitonaytteilla, kuten naytteilla, jotka on keratty terveilta yksiloilta

ja joiden maidossa on syyta olettaa olevan bakteeriperaistda DNA:ta vahemman.

Koska eristettyjen naytteiden DNA-pitoisuudet olivat hyvin pienia, ei Nanodropilla
tehtya mittausta voida pitaa taysin luotettavana. Nanodropin lisdksi naytteita voisi
vastaavissa testeissa mitata myds muilla mittausmenetelmilla kuten fluoresens-
siin perustuvalla mittauksella, silla fluoresenssiin perustuva mittaus on asorbas-
siin perustuvia menetelmia tarkempi (Suominen ym. 2013). NanoDropilla mitat-
taessa laitteen kasikirja lupaa, etta tulosta voidaan pitaa tarkkana, kun DNA-pi-
toisuus on enemman kuin 2 ng/ul (Mannion, Loughrey & Matlock 2016). Kaytto-
kokemusten perusteella on havaittu, etta mita pienempi naytteen DNA-pitoisuus
on, sitd suurempi on vaihtelu mittaustulosten valilla. Tasta syysta tuloksia voi-
daan pitaa epatarkkoina matalien pitoisuuksien vuoksi. Epatarkka mittaus on ai-
noastaan suuntaa antava. Myos naytteiden puhtauksissa oli vaihtelua. Puhtaan
DNA:n absorbanssisuhde 260 nm/280 nm on 1,8 ja alempi abrobanssisuhdeluku
kertoo mahdollisista proteiini- tai fenolijagamista. Korkeampi suhdeluku voi johtua
RNA:n tai hiilihydraattien lasnaolosta. (Suominen ym. 2013, 110-111.) Maito-
naytteet ovat kuitenkin Iapi optimoinnin tuottaneet hyvin pienia DNA-pitoisuuksia.
Pois lukien naytteet, joihin oli lisatty maitohappobakteeria tai naytteet, jotka oli

eristetty utaretulehdusdiagnoosin saaneen lehman maidosta. Lisatutkimusten
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avulla olisi mielenkiintoista tietda, miksi pitoisuudet ovat niin pienia ja onko se

tyypillista terveen lehman raakamaidolle.

Holoruminat-projekti tutkii marehtijoihin liittyvia mikrobiomeja. (HoloRuminant
n.d.) Optimoitu menetelma eristéda lehmien maitonaytteiden DNA:ta alkuperaisia
tyovaiheita noudattaen, kuitenkin siten, etta tyoohjeeseen on tehty muutos ka-
seiinien esikattelyn osalta. PBS-pesu on jatetty pois ja kaseiinien saostuksen
esto EDTA:n avulla on otettu kayttoon. Kun projektia varten keratyista naytteista
on eristetty DNA:ta, ne sekvensoidaan ns. metabarcodign menetelmalla. Sek-
vensseja verrataan tietokannoissa oleviin tunnettuihin sekvensseihin eri baktee-
reista. Talla tavalla pystytaan selvittamaan mita bakteereja naytteet sisaltavat.
Vaikka optimoinnin monia osia tuleekin tarkastella vain suuntaa antavina tietoina,
on siita merkittdvaa hyotya kaseiinien esikasittelyn osalta. Muutokset tyoohjee-
seen ja tyoskentelyn aloituksen valmistelu on mahdollistanut Holoruminta-projek-

tin aloituksen Luonnonvarakeskuksella.
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