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Metallien talteenotossa kaivoksilla hyddynnetaan usein bioliuotusta, jossa mikrobit helpotta-
vat metallien erottamista kiviaineksesta. Bioliuotusmikrobit elavat usein ilman orgaanisia hii-
lenlahteitd ja saavat energiansa hapettamalla rautaa ja/tai rikkiyhdisteita. Yleisia kaivosym-
paristdssa esiintyvia ja bioliuotuksessa hyddynnettavia raudanhapettajabakteerisukuja ovat
Acidithiobacillus-, Leptospirillum- ja Sulfobacillus-suvut. Edell&a mainittujen raudanhapetta-
jasukujen maarittamista kaivosnaytteistd helpottaisi, mikali kaytettavissa olisi baktee-
risuvuille spesifisiin alukepareihin perustuva gPCR-menetelma.

Tama opinnayte tehtiin osana tieteellistéa tutkimusprojektia Teknologian Tutkimuskeskus
VTT Oy:ssa. Opinnaytteen tavoitteena oli gPCR-tekniikkaa kayttaen testata kolmen Acidit-
hiobacillus-, Leptospirillum- tai Sulfobacillus-suvulle spesifiseksi suunnitellun alukeparin toi-
mivuutta, kayttden templaattina bakteeripuhdasviljelmia seka kaivosnaytteista tehtyja mik-
robirikastusviljelmia. Alukeparien toimivuutta testattiin qPCR-menetelmalla tehtyjen kvanti-
tointien seka sulamiskayraanalyysien avulla.

Acidithiobacillus-suvulle suunniteltu alukepari ei toiminut riittdvan luotettavasti, mutta Lep-
tospirillum- ja Sulfobacillus-suvuille suunnitellut alukeparit osoittautuivat kayttokelpoisiksi ky-
seisten bakteerisukujen maarittamiseen kaivosnaytteista.

Oppimisen kannalta taman tyon oleellisin tavoite oli perehtya qPCR-tekniikan perusteisiin,
laitteiston kayttoon ja tulosten kasittelytapoihin, jotta menetelman kaytté olisi mielekkdam-
paa myos tulevissa tydtehtavissa. Oppimistavoite tayttyi hyvin, silla gPCR-laitteiston kaytto
tuli tutuksi, ja tyon aikana opitut tulostenkasittelytaidot helpottavat tulevaisuudessa qPCR-
maaritysten arviointia itsenaisesti.

Avainsanat Acidithiobacillus, Leptospirillum, Sulfobacillus, aluke, gPCR,
kvantitatiivinen PCR
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In mining, metal recovery from the ore is often facilitated by bioleaching with microorgan-
isms. Bioleaching microbes usually live without organic carbon sources, and get their en-
ergy by oxidizing iron and/or sulphur compounds. Bacteria belonging to the genera Acidi-
thiobacillus, Leptospirillum and Sulfobacillus are common inhabitants and bioleaching mi-
croorganisms in mines. A quantitative PCR (qPCR) method with genus specific primers
would be of great value in detecting specific iron-oxidizing bacteria in mine samples.

This study was part of a scientific research project at VTT Technical Research Centre of
Finland Ltd. The aim of the study was to test the performance and specificity of newly de-
veloped primer pairs specific to the genera Acidithiobacillus, Leptospirillum and Sulfobacil-
lus, respectively, using DNA from bacterial pure cultures or enrichment cultures from mine
samples as templates. The gPCR features Absolute Quantification and Melting Curve
Analysis were used to test the performance of the primer pairs.

The primer pair designed to target the genus Acidithiobacillus did not prove to be specific
enough for future use. The primer pairs targeting the genera Leptospirillum and Sulfobacil-
lus, respectively, worked well to separate their specific genera from the reference mi-
crobes.

The learning objectives of the thesis were to become familiar with the gPCR basics, and
the device functions, as well as to learn how to analyse the results. The learning objectives
were well achieved, and now it’s easier to use the qPCR device and analyse the results in-
dependently in future work tasks.

Keywords Acidithiobacillus, Leptospirillum, Sulfobacillus, primer, gPCR,
guantitative PCR
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1 Johdanto

Metallien talteenotossa kaivoksilla hytdynnetdan usein rautaa ja/tai rikkiyhdisteita ha-
pettavia mikrobeja, jotka helpottavat metallien erottamista kiviaineksesta. Tassa tydssa
keskityttiin Acidithiobacillus-, Leptospirillum- ja Sulfobacillus-raudanhapettajabakteeri-
sukuihin, joita esiintyy yleisesti kaivosymparistissa. Taman opinnaytteen tutkimukselli-
sena tavoitteena oli gPCR-tekniikkaa kayttaen testata kolmen edella mainituille baktee-
risuvulle spesifiseksi suunnitellun alukeparin toimivuutta. Alukkeiden spesifisyytta ja luo-
tettavuutta oli tarkoitus testata ensin bakteeripuhdasviljelmilla ja myéhemmin kaivosnayt-
teisté tehdyilla mikrobirikastusviljelmilla. Oppimisen kannalta tyén oleellisin tavoite oli pe-
rehtya qPCR-tekniikan perusteisiin, laitteiston kayttéon ja tulosten kasittelytapoihin, jotta
menetelman kaytto olisi mielekkadampaa myds tulevissa tybtehtavissa. Opinnayte tehtiin

osana tieteellista tutkimusprojektia Teknologian Tutkimuskeskus VTT Oy:ssa.
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2 Kvantitatiivinen PCR (gPCR)

2.1 gPCR-tekniikan perusteet

Kvantitatiiviseen polymeraasiketjureaktioon (quantitative polymerase chain reaction,
gPCR) perustuvat tekniikat mahdollistavat yhden tai useamman valitun nukleiinihap-
posekvenssin osoittamisen seka pitoisuuden maarittamisen erilaisista naytteista nope-
asti ja suurella herkkyydella. gPCR-tekniikkaa voidaan kayttaa esimerkiksi indikaattori-
mikrobien osoittamiseen ymparistonaytteista, ruokamyrkytysmikrobien osoittamiseen
elintarvikkeista, taudinaiheuttajien maarittdmiseen potilasnaytteista tai kaanteistran-
skriptioon yhdistettynd myds geeniekspression havainnointiin erilaisista naytteista.
gPCR-analyysin tulokset valmistuvat yleensa jo muutamassa tunnissa. qPCR-tekniikan
etu tavanomaiseen PCR-tekniikkaan verrattuna on se, ettei tuotteita tarvitse jalkik&teen
tarkistaa agaroosigeelielektroforeesilla, vaan niiden kehittymistd voidaan havainnoida
reaaliaikaisesti ajon edetessa. Tavanomaisesta PCR-tekniikasta poiketen qPCR-teknii-
kalla voidaan standardilaimennossarjaa kayttamalla arvioida geenikopioiden maaréat al-
kuperdisessa naytteessa. Perinteisistd viljelymenetelmista poiketen PCR-tekniikoilla
pystytaan havaitsemaan myods kuolleita mikrobeja seka sellaisia lajeja, joita ei viljele-

malla saada kasvatettua.

gPCR-tekniikassa yhdistyvat DNA:n monistaminen polymeraasiketjureaktiolla sek& mo-
nistuneen tuotteen reaaliaikainen kvantitatiivinen seuranta reaktiossa kaytettavien fluo-
resoivien variaineiden avulla. Kuten tavanomaisessakin PCR:ssé, kaksijuosteiselle koh-
desekvenssille suunnitellaan ensin alukepari eli kaksi lyhyttd DNA-jaksoa, jotka sitoutu-
vat kukin omaan puoliskoonsa spesifisesti emasjarjestyksensa perusteella. Taméan jal-
keen DNA-polymeraasi rakentaa uutta DNA-juostetta kiinnittdmalla nukleotideja (ANTP)
alukkeen perédéan. qPCR-reaktiot tapahtuvat kuoppalevylld, jonka lampdétilaa saadellaan
gPCR-laitteen lampdblokissa.

Syntyneen DNA:n reaaliaikainen seuranta perustuu gPCR-reaktiossa kaytettaviin fluo-
resoiviin variaineisiin, jotka fluoresoivat tietylla aallonpituudella ollessaan sitoutuneena
kaksijuosteiseen DNA:han, mutta eivét fluoresoi ollessaan irtonaisina tai sitoutuneena
yksijuosteiseen DNA:han. Yleisesti gPCR-tekniikassa kaytetty SYBR Green | -variaine

kykenee sitoutumaan kaksijuosteisen DNA-kierteen véliin, jolloin varimolekyylin konfor-
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3

maatio muuttuu ja se alkaa fluoresoida 530 nm aallonpituudella (LightCycler® 480 Inst-
rument, Operator’'s Manual, Software Version 1.5, 2008, s. 65). Varimolekyylin eksitaatio
tapahtuu qPCR-laitteessa olevan xenon-lampun ja eksitaatiofiltterin avulla, kun taas va-
rimolekyylin emittoima valo voidaan havaita laitteen emissiofiltterin ja CCD-kameran
avulla (LightCycler® 480 Instrument, Operator's Manual, Software Version 1.5, 2008,
s. 54-55). Kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvien vériaineiden vaihtoehtona qPCR-tek-
niikkassa voidaan kayttdd myos sekvenssispesifisia variaineita, jotka sitoutuvat koettimen

avulla vain kohdesekvenssiin, jossa on koetinta vastaava emasjarjestys.

2.2 gPCR-ajon vaiheet

gPCR-ohjelma alkaa muutaman minuutin pituisella kuumennuksella 95 °C:n [amp6oti-
lassa, jolloin hot start -polymeraasi aktivoituu toimintavalmiiksi ja kaikki DNA sulaa yksi-
juosteiseksi. Taman jalkeen toistetaan useita kymmenia kertoja DNA:n monistussykleja,
joissa uusia DNA-juosteita rakentuu kohdesekvenssin mallin mukaisesti. Kunkin monis-
tussyklin alussa DNA-juosteet erotetaan toisistaan kuumentamalla 95 °C:n lampétilaan,
ja sitten lampdtila lasketaan sellaiselle tasolle (yleensa noin 50-65 °C), jossa alukkeet
paasevat sitoutumaan kohdesekvenssiin, mutta epaspesifinen sitoutuminen on mahdol-
lisimman vahaista. Varsinainen DNA:n monistusvaihe tehd&an yleensé 72 °C:n lampoti-
lassa, jossa useimmat DNA-polymeraasit toimivat optimaalisesti. gPCR-tekniikassa kay-
tettdvan variaineen aikaansaama fluoresenssi mitataan jokaisen monistussyklin aikana,
mika mahdollistaa syntyneen DNA:n kvantitoinnin reaaliajassa. Kun haluttu maara mo-
nistussykleja on tullut tdyteen, reaktioseokset jatetaan viela useaksi minuutiksi synteesi-
lampédtilaan, jotta myos kesken jaaneet juosteet ehtivat monistua loppuun ennen sula-

miskayraanalyysia.

2.3 Sulamiskayraanalyysi

Kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvia variaineita kaytettdessa qPCR-ajon lopussa suori-
tetaan sulamiskayraanalyysi, jonka avulla voidaan arvioida monistuneiden tuotteiden
luonnetta ja spesifisyytta. Sulamiskayraanalyysissa qPCR-reaktioseokset kuumenne-
taan ensin 95 °C:n lampdtilaan tuotteiden denaturoimiseksi, ja jddhdytetddn sitten
65 °C:n l[Ampdtilaan, jotta DNA palautuu kaksijuosteiseksi. TAaman jalkeen reaktioseok-

sia aletaan hitaasti kuumentaa 95 °C:n lampdtilaan, mitaten koko ajan fluoresenssia.
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Mita korkeammaksi lampétila nousee, sitd enemman DNA:n vastinjuosteet alkavat irrota
toisistaan, ja sitd pienemmaksi fluoresenssi muuttuu, kun variaine irtoaa DNA:sta.
gPCR-tuotteen sulamispiste (Tm) eli lAmpdtila, jossa puolet kaksijuosteisesta DNA-mo-
lekyylisté on erottunut yksijuosteiseksi, riippuu tuotteen pituudesta, emasjarjestyksesta
seka guaniini- ja sytosiiniemasten pitoisuudesta (GC-pitoisuus). Mitd pidempi tuote on
kyseessa ja mitd suurempi sen GC-pitoisuus on, sitéd korkeampi sulamispiste tuotteella

on.

gPCR-laite piirtda sulamiskayraanalyysista sulamishuippukuvaajan, jossa fluoresenssin
negatiivinen derivaatta esitetddn lampdétilan funktiona. Sulamishuippukuvaajan huiput
edustavat tuotteiden sulamispisteitd, ja spesifisella tuotteella on yleensa vain yksi sula-
mispiste. Mikali sulamishuippukuvaajassa nakyy useampi sulamispiste, syyna ei kuiten-
kaan aina ole epaspesifisen tuotteen muodostuminen. Mikali gPCR-reaktiossa kaytetty
templaatti-DNA on ollut peraisin useita eri mikrobilajeja sisdltdneesta populaationayt-
teestd, tavoitellusta tuotteesta on saattanut syntya sekvenssiltaéan toisistaan poikkeavia
muotoja, joilla on taten myos erilaiset sulamispisteet. Usealle sulamispisteelle voi olla
selityksena my0s se, etta reaktioseoksessa olevat alukkeet ovat muodostaneet dimee-
reita, tai se, etta spesifisen gPCR-tuotteen sulamisessa on muodostunut tuotteen raken-
teesta johtuva valituote. Nama alukedimeerien tai sulamisvalituotteiden aiheuttamat su-
lamispisteet poikkeavat tavoitellun monistustuotteen sulamispisteesta ja erottuvat sula-
mishuippukuvaajassa ylimaaraisind huippuina. On kuitenkin myds mahdollista, etté use-
ampi sulamispiste johtuu epaspesifisen monistustuotteen muodostumisesta, jolloin
gPCR-menetelma ei toimi optimaalisesti. (LightCycler® 480 Instrument, Operator’s Ma-
nual, Software Version 1.5, 2008, s. 206—-207.)

2.4  Absoluuttinen kvantitointi

Absoluuttisen kvantitoinnin menetelméassa gPCR-ajon tarkoituksena on ulkoisen kalib-
rointisuoran avulla maarittda naytteiden alkuperaiset kohdesekvenssipitoisuudet. Kalib-
rointindytteind kaytetaan sellaisen naytteen laimennossarjaa, josta on etukateen maari-
tetty kohdesekvenssin kopioiden pitoisuus. Kun kalibrointinaytteiden fluoresenssit piirre-
tddn kuvaajaan monistussyklien maaran funktiona, voidaan maarittdd crossing

point (Cp) -arvo eli syklim&ara, jossa naytteen aikaansaama fluoresenssi ylittdd taus-
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tafluoresenssin. Naytteen Cp-arvo on sitd pienempi, mitd enemman se sisaltdd koh-
desekvenssia. Kalibrointindytteiden Cp-arvoista maaritetdan kalibrointisuora, jonka
avulla voidaan laskea varsinaisten naytteiden kohdesekvenssipitoisuudet. Jos kalibroin-
tisuora maaritetaan Fit Points -menetelmalld, tuloksena on lineaarinen regressiosuora.
Second Derivative Maximum -menetelmalla puolestaan kalibrointikdyra muodostetaan
epalineaarisesti. Standardisuoran E-arvo (Efficiency) kuvaa PCR-reaktion tehokkuutta,
ja ihanteellisissa olosuhteissa se saavuttaa arvon 2. Standardinaytteiden ja varsinaisten
naytteiden E-arvojen tulisi olla mahdollisimman lahell& toisiaan. Standardisuoran keski-
nelidvirhe (Error value) puolestaan kuvaa yksittéisten standardindytteiden asettumista
standardisuoralle, ja arvon tulisi olla alle 0,2. (LightCycler® 480 Instrument, Operator’s
Manual, Software Version 1.5, 2008, s. 161-163.)
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3 Mikrobien kayttd arvokkaiden metallien talteenotossa

Kupari, nikkeli ja sinkki esiintyvéat luonnossa yleensa metallisulfideina, joita on vaikea
liuottaa ilman voimakkaita happoja ja korkeita lampdtiloja. Runsaasti energiaa ja vahvoja
kemikaaleja vaativan metallinrikastusprosessin vaihtoehtona voidaan kayttaa niin sanot-
tua bioliuotusta, jossa metallisulfidissa oleva metalli muutetaan mikrobien avulla liukoi-
seen muotoon. Bioliuotuksessa metallisulfidit hajoavat metalli-ioneiksi, sulfaatiksi sekéa
rikkipitoisiksi valituotteiksi, minka jalkeen metallipitoinen liuos voidaan jatkokasitella kiin-
tedksi metalliksi. Kulta esiintyy usein metallisulfideihin kiinnittyneiné partikkeleina, jolloin
ymparo6ivad metallisulfidiainesta voidaan poistaa bioliuotuksella. Verrattuna kemiallis-fy-
sikaaliseen liuotusprosessiin bioliuotus tehostaa mm. epapuhtaiden, vaikeasti hajotetta-
vien tai metallipitoisuudeltaan vahaisempien metalliesiintymien hyodynnettavyyttd. Me-
netelmd&d voidaan kayttdd myods jddmametallin talteenottoon kaivosten jatekiviainek-
sesta, josta ei enaa kannattavasti saada irrotettua metalleja kemiallis-fysikaalisin kei-
noin. Helposti hyddynnettavien metalliesiintymien huvetessa bioliuotuksen kysynta luul-
tavasti kasvaa. (Schippers ym. 2013, s. 1-4.)

Bioliuotuksessa kaytettavat mikrobit ovat yleensé aerobisia ferroraudan Fe(ll) ja/tai rik-
kiyhdisteiden hapettajia. Ne vaativat menestyédkseen hyvin happamat olosuhteet (ihan-
teellinen pH-arvo on vdlilla 0,35-4), mika yleensa saadaan aikaan rikkihapolla. Useim-
mat bioliuotuksessa kaytettavista mikrobeista ovat 25-55 °C:n lampdtilassa viihtyvia
bakteereita tai 35—90 °C:n lampdtilassa elavia arkeoneja. Korkeampi lampétila yleensa
nopeuttaa bioliuotusprosessia. Bioliuotuksessa kayttavia bakteerisukuja ovat mm. Aci-
dithiobacillus, Leptospirillum ja Sulfobacillus ja arkeonisukuja puolestaan mm. Metal-

losphaera ja Sulfolobus. (Schippers ym. 2013, s. 14-17.)

Bioliuotuksessa mikrobit kiinnittyvat metallisulfidien pinnalle lima-aineiden avulla muo-
dostaen biofilmeja. Mikrobit elavat biofilmissd yleensa autotrofisesti eli saavat energi-
ansa ja hiilensa epéorgaanisista yhdisteista. Bioliuotuksessa kaytettavéat mikrobit hapet-
tavat ferroraudan Fe(ll) ferriraudaksi Fe(lll), joka puolestaan hapettaa kiviaineksessa
olevan metallisulfidin metalli-ioneiksi ja rikkiyhdisteiksi. Mikrobit muuttavat rikkiyhdisteet
rikkihapoksi, joka auttaa yllapitamaan tarvittavaa ympariston happamuutta. Hiilenlah-
teend bioliuotusmikrobien autotrofisessa kasvussa toimii hiilidioksidi, ja ravinteikseen ne
tarvitsevat liséksi ainakin typped, fosforia, kaliumia ja magnesiumia. (Schippers ym.
2013, s. 14-17.)
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4 Tyo6ssa kaytetyt laitteet ja reagenssit

4.1 Alukkeet

Tydssa testattiin gPCR-menetelmalla kolmelle eri raudanhapettajabakteerisuvulle (Aci-
dithiobacillus, Leptospirillum ja Sulfobacillus) suunniteltujen alukeparien toimivuutta ja
spesifisyytta. Kukin tyossa kaytetty alukepari oli suunniteltu mahdollisimman spesifiseksi
edellda mainittujen bakteerisukujen 16S rRNA -geenin muunteleville alueille. Lis&ksi nayt-
teiden kokonaisbakteeripitoisuutta sek& gPCR-menetelméan toimivuutta testattiin kaytta-
malla yhta useimmille bakteereille toimivaa yleisalukeparia. Tydssa kaytettyjen alukkei-
den tiedot |6ytyvat taulukosta 1.

Taulukko 1. Tydssa kaytetyt alukkeet

Alukkeen Kohdegeeni tai - | Alukkeen sekvenssi Viite

nimi bakteerisuku

pl Bakteerien 5-CCTACGG- Muyzer ym. 1993,

16S rRNA -geenin | GAGGCAGCAG-3 s. 696
V3-alue ;

p2 5-ATTACCGCG
GCTGCTGG-3

Acthb_F Acidithiobacillus 5-CCACACTGGGACT- Bomberg ym. 2019,
GAGACAC-3 s. 11

Acthb_R 5-CCTGGAATTCCAY-
CACCCTC-3

Lfp392F _mod | Leptospirillum 5-GAAGGCYTTCGGGTY- Bomberg ym. 2018,
GTAAACCAC-3 s. 239;

Lfp601R_mod 5- Hedrich ym. 2016,
TTAAGCYACGGCCTTTCAC- |s.3
CAA-3

Sbac F Sulfobacillus 5-CCACACTGGGACT- Bomberg ym. 2018,
GAGACAC-3 s. 239

Shac R 5-CAGGAATTCCAY-
GCACCTCT-3
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4.2 Aluketestauksessa kaytetyt puhdasviljelma-DNA:t

Alukkeiden spesifisyyden testaamisessa kaytettiin templaattina VTT:n mikrobikokoel-
masta (http://culturecollection.vtt.fi/) saaduista bakteeripuhdasviljelmista jo ennen tata

tutkimusta eristettyja DNA-naytteita. Bakteerikannat olivat seuraavat:

. Acidithiobacillus ferrooxidans DSM 11477 (VTT E-991375)

. Alcaligenes faecalis subsp. faecalis DSM 30030 (VTT E-97056)
. Alcanivorax borkumensis DSM 11573 (VTT E-163489)

. Clostridium ljungdahlii VTT E-153486

. Desulfovibrio desulfuricans subsp. desulfuricans DSM 642 (VTT E-95573)
. Escherichia coli ATCC 31608 (VTT E-90418)

. Leptospirillum ferrooxidans DSM 2705 (VTT E-991377)

° Leptothrix discophora ATCC 43182 (VTT E-99911)

° Methylosinus trichosporium VKM B-2117 (VTT E-143397)

° Pseudomonas putida DSM 291 (VTT E-92005)

o Sulfobacillus benefaciens DSM 19468 (VTT E-173525).

Aluketestauksen ensimmaisessa vaiheessa testattiin kvalitatiivisesti, sitoutuvatko tietylle
bakteerisuvulle spesifiseksi suunnitellut alukkeet muiden bakteerisukujen DNA:han ja
miten eri sitoutumislampdtilat vaikuttavat asiaan. Kunkin bakteerilajin DNA:ta testattiin
neljana erivahvuisena laimennoksena. Ensimmaisessa vaiheessa eri alukkeilla teh-
dyissd gPCR-reaktioissa kaytettiin samoja laimennoksia kustakin bakteerilajista, mutta
bakteerilajien valilla DNA-pitoisuuksia ei ollut yhdenmukaistettu. Aluketestauksen toi-
sessa vaiheessa haluttiin kaikille puhdasviljelma-DNA-templaateille sama vahvuus, joten
DNA-pitoisuudet maaritettiin Qubit 2.0 -fuorometrilla (Invitrogen). Maaritykset tehtiin
5 ul:ista kutakin  DNA-naytettd, kayttden Qubit dsDNA HS -reagensseja (lInvitro-
gen / ThermoFisher Scientific, tuotenumero Q32854) kayttbohjeen mukaisesti. Aluketes-
tauksen toista vaihetta varten kaikki puhdasviljelmé-DNA-templaatit laimennettiin vedella

pitoisuuteen 0,2 ng/ul.
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4.3 Aluketestauksen gPCR-ajot

Aluketestauksen gPCR-reaktiot tehtiin FrameStar 480/96 -kuoppalevyilla (4titude), Light-
Cycler480 Il -laitteella (Roche Diagnostics), kayttden ensimmaisessa vaiheessa rea-
genssia KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix (2x) for LightCycler 480 (KAPA BIOSYS-
TEMS, tuotenumero KK4610), ja toisessa vaiheessa reagenssia SensiFAST SYBR
No-ROX Mix, 2% (Bioline, tuotenumero BIO-98020). Kustakin DNA-laimennoksesta teh-
tiin kaksi tai kolme rinnakkaista qPCR-reaktiota, joissa kokonaistilavuus oli 10 pl, aluk-
keiden pitoisuudet 0,5 uM ja templaatti-DNA-laimennoksen tilavuus 1-2,5 pul. Negatiiviset
gPCR-kontrollit valmistettiin kayttamalla templaatti-DNA:n tilalla qPCR-reaktioissakin
kaytettya Molecular Biology Reagent Water -vettd (Sigma-Aldrich, tuotenumero
W4502-1L). Aluketestauksen ensimmaisen vaiheen maaritykset olivat kvalitatiivisia, jo-
ten pitoisuusstandardeja ei kaytetty. Aluketestauksen toisessa vaiheessa kaytettiin pitoi-
suusstandardeina kymmenkantaisia laimennossarjoja plasmideista, joihin oli liitetty
16S rRNA -geenin osa bakteerikannasta Escherichia coli ATCC 31608 (VTT E-90418),
Acidithiobacillus ferrooxidans DSM 11477 (VTT E-991375), Leptospirillum ferrooxidans
DSM 2705 (VTT E-991377) tai Sulfobacillus benefaciens DSM 19468 (VTT E-173525).
Standardien pitoisuudet olivat luokkaa 10*-108 kopiota reaktiossa.

Aluketestauksessa kaytetyn gPCR-ohjelman vaiheet olivat seuraavat:

1) Alkudenaturaatio, 95 °C, 15 minuuttia
2) 35 monistussyklia seuraavin vaihein:
a. Denaturaatio, 95 °C, 10 sekuntia
b. Alukkeiden sitoutuminen, 58 °C, 60 °C, 62 °C tai 64 °C, 35 sekuntia
c. DNA:n monistus, 72 °C, 30 sekuntia ja fluoresenssin mittaus jokaisen syklin
lopussa
3) Loppumonistus, 72 °C, 3 minuuttia
4) Sulamiskayraanalyysi seuraavin vaihein:
a. Denaturaatio, 95 °C, 10 sekuntia
b. DNA kaksijuosteiseksi, 65 °C, 1 minuutti
c. Kuumennus 95 °C:n lampdtilaan 0,2 °C sekunnissa ja jatkuva fluoresenssi-
mittaus
5) Jaahdytys, 40 °C, 15 minuulttia.
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Alukepareille kokeiltiin eri sitoutumislampétiloja, jotta l6ydettaisiin lampétila, jossa epa-
spesifisten tuotteiden syntyminen olisi mahdollisimman vahaista ja spesifisen tuotteen
monistuminen kuitenkin tehokasta. Acthb-alukkeille testattiin sitoutumislampoétiloja
60 °C, 62 °C ja 64 °C. Lfp-alukkeille testattiin sitoutumislampatiloja 58 °C, 60 °C ja 62 °C.
Sbac-alukkeille testattiin sitoutumislampdétiloja 60 °C ja 62 °C. Bakteeriyleisalukkeille
(p1 ja p2) testattiin sitoutumislampdétiloja 60 °C ja 64 °C.

4.4 Kaivosnaytteet

Tyo6ssa tutkittavat naytteet oli otettu kuparia ja nikkelia tuottavilta kaivoksilta A ja B. A-kai-
vokselta otetut naytteet olivat rikastamossa kiertavaa prosessivetta, nikkeliprosessin sa-
ostusaltaassa kirkastettua vettd seka lietetta jatekiviaineskasasta. A-kaivoksen nayt-
teista oli tehty ennen DNA:n eristamista kertaluontoiset mikrobirikastusviljelméat R2A-lie-
messa (R2A-naytteet), tryptoni-soija-hiivauute-liemessa (TSB+YE-naytteet) ja ammo-
niumvetykarbonaattiliemessa (CARB-naytteet) sellaisenaan seka ferroraudalla Fe(ll) tai
ferriraudalla Fe(lll) lisattyn&. Liséksi A-kaivoksen naytteista oli tehty rikastusviljelmat kol-
mesti nuorentaen TK-m-liemessa (486. THIOBACILLUS THIOPARUS (TK-m) MEDIUM,
2015), joka sisélsi rikinhapettajabakteereille tiosulfaattia S,03%", mutta ei orgaanista
hiilta. A-kaivoksen naytteille oli tehty rikastusviljelyt jo ennen tdméan tutkimuksen alkua.

B-kaivoksen naytteet oli otettu vesiesiintymista 240, 500 ja 600 metrin syvyydesta maan-
pinnan alapuolelta. Ennen DNA-eristysta raudan- ja rikinhapettajabakteereita oli rikas-
tettu erittdin happamissa, ferrorautaa ja rikkia sisaltavissa kasvualustoissa, joihin ei ollut
lisatty hiilenlahteita. B-kaivoksen naytteille oli tehty rikastusviljelyt ja DNA-eristys jo en-

nen taman tutkimuksen alkua.

4.5 DNA:n eristaminen A-kaivoksen mikrobirikastusnaytteista

A-kaivoksen mikrobirikastusnaytteista eristettiin DNA kayttden kaupallista NucleoSpin
Soil -menetelmaéa (Macherey-Nagel, tuotenumero 740780.50). Kutakin naytetta siirrettiin
1 ml NucleoSpin Soil -helmiputkeen, ja putkia sentrifugoitiin 20 800 x g, 10 minuuttia.
Helmien ylapuolelle jAdva neste poistettiin, minka jalkeen putkeen lisattiin valmistajan
ohjeen mukaan Buffer SL-1 ja Enhancer SX -liuokset. Solut hajotettiin ravistelemalla hel-

miputkia huoneenlammaossa, 5 minuuttia, tdydella teholla Vortex-Genie 2 -laitteella
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(Scientific Industries, malli G-560E), johon oli kiinnitetty adapteri helmiputkia varten
(Macherey-Nagel, tuotenumero 740469). Tasta eteenpéin DNA-eristys tehtiin loppuun
kayttdohjeen mukaisesti, ja lopussa DNA eluoitiin 60 pl:aan Buffer SE -liuosta. Kontami-
naatiotason selvittamiseksi kustakin DNA-eristyserasté tehtiin myos negatiivinen kont-
rollinyte suorittamalla eristysvaiheet reagensseilla ilman lisattya naytetta.

4.6 Kaivosnaytteiden gPCR-méaaritykset

A-kaivoksen ja B-kaivoksen naytteista eristetystd DNA:sta tehtiin gPCR-maarityksia bak-
teeriyleisalukkeilla (pl ja p2) seké Acidithiobacillus- (Acthb-alukkeet), Leptospirillum-
(Lfp-alukkeet) ja Sulfobacillus- (Sbac-alukkeet) bakteerisuvuille spesifiseksi suunnitel-
luilla alukkeilla, kayttden aluketestausvaiheessa parhaiksi havaittuja saatoja. gPCR-rea-
genssina kaytettiin seosta SensiFAST SYBR No-ROX Mix, 2x (Bioline, tuotenumero
B10-98020). Kustakin naytetyypista tehtiin kahdesta neljdén rinnakkaista qPCR-reak-
tiota, joissa kokonaistilavuus oli 10 pl, alukkeiden pitoisuudet 0,5 pM ja templaatti-DNA:n
tilavuus 1 pl. Muilta osin gPCR-ajot tehtiin samoin kuin aluketestausvaiheessa.
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5 Tulokset ja niiden tarkastelu

5.1 Alukkeiden testaus

Aluketestausvaiheessa testattiin qPCR-tekniikalla Acidithiobacillus- (Acthb-alukkeet),
Leptospirillum- (Lfp-alukkeet) ja Sulfobacillus- (Sbac-alukkeet) bakteerisuvuille spe-
sifiseksi suunniteltujen alukeparien toimivuutta ja optimaalista alukkeiden sitoutumislam-
potilaa, kayttaen templaattina 11 eri bakteerilajista eristettya puhdasviljelma-DNA:ta. Ta-
voitteena oli 16ytaa alukkeille sitoutumislampdétila, jossa spesifisen tuotteen monistumi-
nen olisi mahdollisimman tehokasta, ja epaspesifisten tuotteiden syntyminen mahdolli-
simman vahaista. Vertailukohtana kaytettiin useimmille bakteereille toimivaa yleisaluke-
paria (p1 ja p2), jotta voitiin varmistua qPCR-koeasetelman toimivuudesta. Tassa tydssa
tehtyjen aluketestausten kohdalla gPCR-tuotteiden kvantitointia voidaan pitaa vain suun-
taa antavana, koska isossa osassa puhdasviljelmanaytteista tulokset sijoittuivat standar-

disuoran ulkopuolelle.

Bakteeriyleisalukkeet (pl ja p2) monistivat molemmissa testatuissa sitoutumislampoti-
loissa (60 °C ja 64 °C) onnistuneesti gPCR-tuotteen kaikista testatuista puhdasviljelma-
naytteista (Kuva 1). Koeasetelma varmistui siis toimivaksi. Sulamiskayraanalyysin avulla
voitiin helposti havainnoida, miten erilaisia eri bakteeripuhdasviljelmista saadut gPCR-
tuotteet olivat toisiinsa ndhden. Bakteeriyleisalukkeilla tehdyssa kokeessa Acidithioba-
cillus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans ja Sulfobacillus benefaciens -tuotteiden
sulamishuippukuvaajat erottuivat selvasti toisistaan (Kuva 2). Tosin jostain syysta A. fer-
rooxidans -lajin sulamishuippukuvaajassa nakyi kaksi sulamispistettéd. Samoin aluketes-
tauksen kvalitatiivisessa ensimmaisessé vaiheessa vakevimman A. ferrooxidans -nayt-
teen monistustuotteessa esiintyi bakteeriyleisalukkeilla niin ikdan kaksi sulamispistetta,
kun taas laimeammissa A. ferrooxidans -naytteissd monistustuotteella oli vain yksi sula-
mispiste. Aluketestauksissa kaytetyssa A. ferrooxidans -DNA-naytteessa on siis saatta-

nut olla kontaminaatio tai jotain muuta vikaa.
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Kuva 1. Aluketestauksessa eri alukkeilla monistuneet geenikopiomaarat, kun kussakin reak-
tiossa kaytettiin templaattina 0,5 ng bakteeripuhdasviljelmista eristettya DNA:ta. Maari-
tykset tehtiin kayttden kolmea rinnakkaista reaktiota eli n = 3. Virhepalkit kuvaavat kes-

kihajontaa.

Acthb-alukkeilla saatiin kaikilla aluketestauksessa kokeilluilla sitoutumislampétiloilla

epaspesifistd qPCR-tuotetta useista muista bakteerilajeista Acidithiobacillus ferrooxi-

dans -lajin lisdksi (Kuva 1). Yht& tehokkaasti A. ferrooxidans -lajin kanssa monistuivat

lajit Desulfovibrio desulfuricans ja Pseudomonas putida, joista jalkimmainen voitiin kui-

tenkin erottaa ensin mainituista qPCR-tuotteen sulamislampdtilan perusteella. D. desul-

furicans ei puolestaan anaerobisena lajina todennakdisesti esiintyisi samoissa elinym-

paristdissa aerobisen A. ferrooxidans -lajin kanssa. A. ferrooxidans -lajin elinymparis-

toille tyypillinen voimakas happamuus rajoittaisi sekin seka D. desulfuricans etta P. pu-

tida -lajin selviytymista, joten kyseisten lajien esiintyminen yhdessa olisi melko epato-

dennékdista. Edella mainituista syista Acthb-alukkeita pidettiin tassa tutkimuksessa riit-

tavan toimivina maaritysten jatkamiseksi varsinaisilla kaivosnaytteilla.
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Kuva 2. Sulamishuippukuvaajat aluketestauksessa bakteeriyleisalukkeilla (pl ja p2) tehdyista
gPCR-reaktioista, joissa templaattina kaytettiin 0,5 ng DNA:ta Leptospirillum ferrooxi-
dans, Sulfobacillus benefaciens tai Acidithiobacillus ferrooxidans -puhdasviljelmasta.

Lfp-alukkeiden testauksessa 62 °C:n sitoutumislampdtilassa Leptospirillum ferrooxi-

dans -lajista syntyi gPCR-tuotetta huomattavasti verrokkilajeja voimakkaammin (Kuval).

gPCR-monistuskayrista voidaan havaita, etta L. ferrooxidans -tuotetta alkoi syntya hyvin

aikaisessa vaiheessa, eli sen Cp-arvo oli huomattavasti matalampi kuin milladdn muulla

puhdasviljelmanaytteelld (Kuva 3). Aluketestauksessa Lfp-alukkeet vaikuttivat siis kayt-

tokelpoisilta Leptospirillum-bakteerisuvun tunnistamiseen.
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Kuva 3. Kaikkien aluketestauksessa kaytettyjen puhdasviljelméanaytteiden gPCR-monistus-
kayrat Lfp-alukkeilla sitoutumislampotilassa 62 °C. Kussakin reaktiossa kaytettiin temp-
laattina 0,5 ng DNA:ta.

Aluketestauksessa Sbac-alukkeilla spesifinen Sulfobacillus benefaciens -tuote monistui
sitoutumislampotilassa 62 °C selvasti muita lajeja voimakkaammin (Kuva 1). Sbac-aluk-
keilla tehtyjen gPCR-mé&aéritysten sulamiskayréanalyysissa S. benefaciens -tuotteen su-
lamispiste oli selvasti korkeampi kuin milla&n verrokkinaytteella (Kuva 4). Spesifinen Sul-
fobacillus benefaciens -tuote poikkesi siis emaskoostumukseltaan kaikista epaspesifi-
sista tuotteista. Sbac-alukkeet vaikuttivat aluketestauksen perusteella toimivilta Sulfoba-

cillus-bakteerisuvun tunnistamiseen.
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Kuva 4. Kaikkien aluketestauksessa kaytettyjen puhdasviljelmanéaytteiden sulamishuippukuvaa-
jat Sbac-alukkeilla sitoutumislampdétilassa 62 °C. Kussakin reaktiossa kaytettiin temp-
laattina 0,5 ng DNA:ta.

5.2 gPCR-maaritykset A-kaivoksen mikrobirikastusnaytteista

A-kaivoksen naytteistd oli tehty mikrobirikastusviljelyitad runsasravinteisessa tryptoni-
soija-hiivauute-liemessa (TSB+YE-naytteet), ravinnepitoisuudeltaan laimeammassa
R2A-liemessa (R2A-naytteet) ja vain epaorgaanista hiilta sisaltdvassd ammoniumvety-
karbonaattiliemessa (CARB-naytteet) sellaisenaan seka ferroraudalla Fe(ll) tai ferri-
raudalla Fe(lll) lisattyna. Lisaksi A-kaivoksen naytteista oli tehty rikastusviljelmat TK-m-
liemessé, johon oli lisatty mahdollisille rikinhapettajille rikinlahteeksi tiosulfaattia. Ennen
tata tutkimusta suoraan A-kaivoksen naytteistd ilman rikastusviljelya tehdyista mikro-
bipopulaatioanalyyseista tiedettiin, ettei naytteissa todennakaoisesti olisi Acidithiobacil-
lus-, Leptospirillum- tai Sulfobacillus-suvun edustajia tai nilden maara olisi hyvin vahai-
nen. Rikastusviljelyiden vaikutus tilanteeseen haluttiin kuitenkin testata tekemalla nayt-
teistd qPCR-mé&aritykset.

Bakteeriyleisalukkeilla A-kaivoksen mikrobirikastusnaytteista tehdyissd maarityksissa
negatiivisista kontrollinaytteista voitiin havaita, ettd kaupallista DNA-eristysmenetelmaa
kaytettaessa naytteisiin oli paatynyt melko runsaasti bakteerikontaminaatiota. Samoin
gPCR-vaiheessa kéaytetyt reagenssit tai tarvikkeet olivat olleet kontaminoituneita.

Liu ym. (2006, s. 335) havaitsivat tutkimuksessaan vastaavaa kontaminaatiota qPCR-
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polymeraasissa, minka he totesivat johtuvan jo valmistusvaiheessa tuotteeseen jaa-
neistéa Escherichia coli -bakteerin jaamistd. Raudanhapettajaspesifisid alukkeita kaytet-
taessa lieva yleisbakteerikontaminaatio ei kuitenkaan aiheuta ongelmaa, koska kyseisilla
alukkeilla se ei tule nakyviin tuloksissa.

Bakteeriyleisalukkeilla ja Acidithiobacillus-suvulle suunnitelluilla Acthb-alukkeilla teh-
dyissad qPCR-ajoissa useimmista A-kaivoksen mikrobirikastusnaytteista monistui nega-
tiivisten kontrollinaytteiden tason ylittavia geenikopiopitoisuuksia (Kuva 5). Seka yleis-
alukkeilla ettd Acthb-alukkeilla tehdyissa gPCR-maéaarityksissa geenikopiopitoisuudet oli-
vat suurimpia runsasravinteisessa TSB+YE-liemessa ja toiseksi suurimpia ravinnepitoi-
suudeltaan laimeammassa R2A-liemesséa. Karbonaattia hiilenlahteena siséltdéneessa lie-
messa (CARB-liemi) geenikopiopitoisuudet ylittivat molemmilla alukepareilla negatiivis-
ten kontrollinaytteiden tason, mutta karbonaattia ja ferrorautaa sisaltdneessa liemessa
(CARB FeJll] -liemi) tulokset jaivat negatiivisten kontrollien tasolle tai alle. Raudanhapet-
tajabakteerien oletettiin nimenomaan menestyvan CARB Fe[ll] -liemessa, koska ne eivat
pida orgaanisista hiilenlahteistd, vaan kayttavat kasvuunsa epaorgaanista hiilta, ja saa-
vat energiansa hapettamalla ferrorautaa. Koska bakteereita oli rikastunut juuri runsasra-
vinteisissa alustoissa, mutta ei CARB Fe[ll] -liemessa, tulokset viittaavat siihen, ettd kyse
ei ollut raudanhapettajabakteereista. Se, etta Acthb-alukkeilla saatiin gPCR-tuotetta niin
monesta naytteestd, herattaa epdilyksen, ettei monistustuote ollut peraisin Acidithioba-
cillus-suvun edustajista. Tama ei ollut kovin yllattavaa, koska jo aluketestausvaiheessa
vaikutti silta, etteivat Acthb-alukkeet ehka toimisi kovin sukuspesifisesti. Koska oli hyvin
epatodenndkoistd, etta A-kaivoksen rikastusviljelmista l0ytyisi muitakaan raudanhapet-
tajabakteereita, analysointia ei jatkettu naille naytteille Lfp- ja Sbac-alukkeilla.
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Kuva 5. A-kaivoksen mikrobirikastusnaytteiden geenikopiopitoisuudet bakteeriyleisalukkeilla
(p1ja p2) (ylempi kuva) ja Acthb-alukkeilla (alempi kuva) tehdyissd qPCR-ajoissa. Maa-
ritykset tehtiin kahtena rinnakkaisena reaktiona kustakin rinnakkaisen nayteparin nayt-
teesta eli n = 4. Virhepalkit kuvaavat keskihajontaa.
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A-kaivoksen mikrobirikastusnaytteista bakteeriyleisalukkeilla monistettujen tuotteiden
sulamiskayraanalyyseista voitiin havaita, etta ndennaisesti samalla tavoin valmistettujen
rinnakkaisten nayteparien kasittelyssa oli mahdollisesti syntynyt eroja naytteiden bak-
teeripopulaatioihin. Joidenkin naytteiden kohdalla kahdessa eri erassa kasiteltyjen rin-
nakkaisnayteparien sulamishuippukuvaajissa oli selva ero (Kuva 6), mika viittaa siihen,
ettd rinnakkaisnaytepareissa oli rikastunut erilaiset bakteeriyhteistt. Kyseisissa sulamis-
huippukuvaajissa ndkyi kaksi sulamispistetta, mika luultavasti liittyy bakteeriyleisalukkei-
den kykyyn monistaa hyvin monen tyyppisia bakteereita.
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Kuva 6. Kahdessa eri erdssa kasiteltyjen A-kaivoksen prosessivedesta valmistettujen rinnak-
kaisten nayteparien sulamishuippukuvaajat bakteeriyleisalukkeilla (p1 ja p2) monistet-
tuna.

5.3 gPCR-maaritykset B-kaivoksen mikrobirikastusnaytteista

Aiemmassa tutkimuksessa B-kaivoksen mikrobirikastusnaytteista oli tehty lontorrent
PGM -tehosekvensointimenetelmalla bakteeriyhteisbanalyysi, jonka perusteella tiedet-
tiin, etta kaikista naytteista l6ytyisi ainakin pienia maaria Acidithiobacillus-suvun lajeja
(Julkaisematon VTT:n tulosraportti 2018). Tassa tutkimuksessa Acthb-alukkeilla teh-
dyssé maarityksessa gPCR-tuotetta monistui tehokkaimmin PYH_Fe_S-yhdistelmanayt-
teesta seka kaikista S-naytteista eli juuri niista naytteista, joissa Acidithiobacillus-suvun
edustajia oli bakteeriyhteisdanalyysinkin perusteella ollut runsaimmin (Kuva 7). Acthb-

alukkeet eivat kuitenkaan onnistuneet monistamaan tuotetta sellaisista naytteista, joissa
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Acidithiobacillus-sukua oli bakteeriyhteisbanalyysin perusteella ollut vain vahan. Sula-
miskayraanalyysien perusteella naytteistd saadut gPCR-tuotteet olivat identtisia seka
keskendan etta A. ferrooxidans -standardilaimennosten kanssa, joten Acthb-alukkeilla
oli syntynyt vain yhdenlaista monistustuotetta.
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Ylempi kuva: Ennen taté tutkimusta B-kaivoksen mikrobirikastusnaytteista lontorrent
PGM  -tehosekvensointimenetelmélla  m@aaritetty  bakteeriyhteisdjen  rakenne
16S rRNA -geenisekvenssien perusteella (Julkaisematon VTT:n tulosraportti 2018).
Pylvaat kuvaavat eri bakteerisukujen suhteellisia maaria. Alempi kuva: B-kaivoksen
mikrobirikastusnaytteiden geenikopiopitoisuudet Acthb-alukkeilla, Lfp-alukkeilla ja
Shac-alukkeilla tehdyissd gPCR-ajoissa. Maaritykset tehtiin kdyttden kolmea rinnak-
kaista reaktiota eli n = 3. Virhepalkit kuvaavat keskihajontaa.
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Ennen tata tutkimusta B-kaivoksen mikrobirikastusnaytteille tehdystda bakteeriyhtei-
sbanalyysista tiedettiin, etta Leptospirillum-suvun lajeja I0ytyisi pieni&d maaria kaikista
naytteista (Julkaisematon VTT:n tulosraportti 2018). Tassa tutkimuksessa Lfp-alukkeilla
tehdyissd maarityksissa kaikista naytteista saatiin monistumaan gPCR-tuotetta, joten tu-
los oli yhdenmukainen bakteeriyhteisbanalyysin kanssa (Kuva 7). Voimakkainta monis-
tuminen oli PYH_Fe_S-yhdistelmanaytteessa.

Lfp-alukkeilla B-kaivoksen naytteista tehdyissa maarityksissa eri naytteiden sulamishuip-
pukuvaajat poikkesivat toisistaan, joten naytteista oli syntynyt useampaa erilaista qPCR-
tuotetta (Kuva 8). Naytteet Fe_ 240, Fe_500 ja Fe_Kokooma seka L. ferrooxidans -stan-
dardilaimennokset muodostivat sulamispisteeltddn yhtenaisen ryhman, kun taas nayt-
teellda Fe_600 oli hieman korkeampi sulamispiste. Kaikilla S-naytteilla puolestaan sula-
mispisteet olivat edelld mainittuja naytteita korkeammat, ja useimmissa naytteissa erottui
kaksi sulamispistetta. Kahdesta sulamispisteesta matalampi dominoi naytteissa S_240,
S 500 ja S_Kokooma, kun taas korkeampi sulamispiste dominoi S_600-naytteessa.
PYH_Fe_S-yhdistelmanaytteen sulamishuippukuvaajat muistuttivat profiiliitaan enem-
man S-naytteiden kuvaajia kuin Fe-naytteiden kuvaajia. PYH_Fe_S-yhdistelmanaytteen
sulamislampdtila sijoittui kuitenkin Fe-naytteiden ja S-naytteiden valille.

Melting Peaks.

354 Ndytteet Fe_240, Fe_500 ja
. Fe_Kokooma seké Leptospirilium N
' ferrooxidans -standardilaimennockset A
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Kuva 8. Lfp-alukkeilla monistettujen B-kaivoksen mikrobirikastusnaytteiden sulamishuippuku-
vaajat.
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Lfp-alukkeilla saatujen tulosten perusteella voidaan todeta, ettéd Fe- ja S-naytteiden bak-
teeriyhteisot poikkesivat toisistaan. Lisaksi vaikuttaa siltd, ettd syvimmalta otetuissa
Fe_600- ja S_600-naytteessa oli rikastunut muista naytteistd poikkeavat bakteeripopu-
laatiot. Eri ndytteenottosyvyyksien véliset erot bakteeriyhteisdjen rakenteessa nakyivat
myds aiemmassa tutkimuksessa tehdyn bakteeriyhteisdanalyysin tuloksissa (Julkaise-
maton VTT:n tulosraportti 2018). Tassa tutkimuksessa tarkasteltujen bakteerilajien
osalta PYH_Fe_S-yhdistelmanaytteen bakteeriyhteiso vaikutti siis jossain maarin heijas-
televan osanaytteidensa piirteitd, mutta tarkempia paatelmia oli vaikea tehda. Ennen tata
tutkimusta tehdyn bakteeriyhteisfanalyysin tuloksista voidaan huomata, ettd vaikka
PYH_Fe_S-yhdistelmanaytteessa Acidithiobacillus- ja Leptospirillum-sukujen osuudet
karkeasti vastasivat osanaytteiden koostumusta, PYH_Fe_S-yhdistelmanaytteen bak-
teeriyhteis® kokonaisuudessaan poikkesi aika paljon muiden naytteiden yhteisoista

(Kuva 7, ylempi kuva).

Sulfobacillus-suvun edustajia oli Sbac-alukkeilla tehdyn gPCR-maarityksen perusteella
rikastunut kaikissa B-kaivoksen naytteissa, vaikka ennen tata tutkimusta tehdysséa bak-
teeriyhteisdanalyysissé kyseistd sukua ei ollut havaittu. Sbac-alukkeilla tehdyssa maari-
tyksessa qPCR-tuotetta oli monistunut eniten PYH_Fe_S-yhdistelmanaytteessa. Sula-
miskayraanalyysin perusteella naytti silta, etta eri naytetyypeista oli syntynyt useaa eri-
laista monistustuotetta (Kuva 9). Naytteiden S_240, S_500 ja S_600 monistustuotteilla
oli matalin sulamispiste, ja naytteiden Fe_240, Fe_500 ja Fe_600 monistustuotteiden
sulamispiste oli hieman tata korkeampi. Korkein sulamispiste oli Fe_Kokooma-naytteen
monistustuotteella, jonka sulamishuippukuvaaja osui samalle alueelle Sulfobacillus be-
nefaciens -standardilaimennosten monistustuotteen kanssa. S_Kokooma-nayte muo-
dosti yhtenaisen ryhman PYH-Fe_S-yhdistelménaytteen kanssa, ja kyseisilla naytteilla
sulamispisteet olivat vain hieman Fe_Kokooma-naytetta ja standardilaimennoksia mata-
lammat. Sulamiskéayréaanalyysin tulokset voisivat selittya silla, etta eri naytteissa oli rikas-

tunut osittain eri Sulfobacillus-lajeja.
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Kuva 9. Shac-alukkeilla monistettujen B-kaivoksen mikrobirikastusnaytteiden sulamishuippuku-

vaajat.
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6 Paatelmat

Tassa tutkimuksessa Acthb-alukepari ei toiminut toivotusti Acidithiobacillus-suvun spe-
sifiseen osoittamiseen ja kvantitointiin. Acthb-alukkeet monistivat epaspesifista gPCR-
tuotetta Acidithiobacillus-sukuun kuulumattomista lajeista useassa aluketestaukseen
kaytetyssa bakteeripuhdasviljelmanaytteessa seka ilmeisimmin myos A-kaivoksen nayt-
teissa. B-kaivoksen naytteista Acthb-alukkeet monistivat onnistuneesti gPCR-tuotteen
niista naytteissa, joissa Acidithiobacillus-suvun osuus oli suuri, kun taas Acidithiobacil-
lus-osuuden ollessa matalampi tuotetta ei syntynyt. Teoriassa voisi olla mahdollista, etta
Acthb-alukkeet ovat monistaneet qPCR-tuotteen vain joistakin naytteen sisaltamista Aci-
dithiobacillus-lajeista, jolloin osa lajeista olisi jaanyt osoittamatta. Asian varmistamiseksi

syntyneiden gPCR-tuotteiden luonnetta olisi pitanyt selvitella tarkemmin.

Lfp-alukkeet vaikuttivat tAman tutkimuksen tulosten perusteella kayttdkelpoisilta Leptos-
pirillum-bakteerisuvun osoittamiseen ja Sbac-alukkeet Sulfobacillus-bakteerisuvun
osoittamiseen. Lfp- ja Sbac-alukkeilla spesifisen gPCR-tuotteen Cp-arvo oli huomatta-
vasti matalampi ja monistuminen voimakkaampaa kuin verrokkilajeilla. B-kaivoksen
naytteista Lfp-alukkeilla saadut tulokset vastasivat hyvin ennen taté tutkimusta lontorrent
PGM -tehosekvensointimenetelmalla tehdyn bakteeriyhteisbanalyysin tulosta (Kuva 7).
Shac-alukkeilla puolestaan méaaritysherkkyys osoittautui erityisen hyvaksi, koska B-kai-
voksen naytteistda monistui spesifista Sulfobacillus-tuotetta, vaikka sukua ei ollut havaittu
naytteille aiemmin tehdyssa bakteeriyhteisbanalyysissa. Tassa tutkimuksessa testattu-
jen sukutasolla spesifisten alukeparien liséksi vain yhdessa aiemmassa tutkimuksessa
(Aytar ym. 2015, s. 5998) oli kuvattu Acidithiobacillus- ja Leptospirillum-suvuille spe-
sifiseksi suunnitellut alukkeet, eiké niidenkaan luotettavuutta ollut testattu jarjestelmalli-
sesti verrokkilajeilla. Tassa tutkimuksessa toimiviksi havaituille Lfp- ja Sbac-alukkeille voi
siis hyvinkin olla kysyntaa Leptospirillum- ja Sulfobacillus-sukujen maarittamiseksi tule-

vissa tutkimuksessa.

A-kaivoksen naytteiden analysointi jai tdssa tydsséd melko vaillinaiseksi, koska Acthb-
alukkeilla saadut tulokset viittasivat raudanhapettajien puuttumiseen naytteista, eika
maarityksid siksi jatkettu Lfp- tai Sbac-alukkeilla. B-kaivoksen naytteista kaikkia tadssa
tutkimuksessa etsittyja raudanhapettajabakteerisukuja 16ytyi eniten PYH_Fe_S-yhdistel-
manaytteesta. Sulamiskayraanalyysien perusteella B-kaivoksen Fe- ja S-naytteiden bak-

teeriyhteisot poikkesivat tutkittujen raudanhapettajasukujen osalta toisistaan Lfp- tai
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Shac-alukkeilla tehdyissa maarityksissa. Lfp-alukkeilla lisaksi kaikkein syvimmalta otetut

naytteet poikkesivat lahemp&éd maanpintaa otetuista naytteista.

Tassa tutkimuksessa péaéastiin asetettuihin tavoitteisiin, koska alukeparit saatiin testattua
seka bakteeripuhdasviljelmilla ettd kaivosnaytteilla. Opinnaytteelle asetetut oppimista-
voitteet tayttyivat hyvin, silla gPCR-tekniikka tuli tutuksi pintaa syvemmalta. qPCR-lait-
teiston kayttd tuntuu nyt tutummalta, ja tydn aikana opitut tulostenkasittelytaidot antavat

mahdollisuuden arvioida tehtyjen maaritysten onnistumista itsenaisesti.
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