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Taman  opinndytetydn  tarkoituksena  oli kehittdd  PathoProof-tuotteiden =~ DNA-eristysosan
laadunvalvontaprosessia. PathoProof™ Mastitis PCR Assay -tuotteet ovat Thermo Fisher Scientific:n omistama
tuoteperhe. Tuote on tarkoitettu mastiitin, eli utaretulehduksen, havainnointiin lehmien maitondytteista. Tuote
koostuu DNA-eristysosasta ja reaaliaikaisesta PCR -osasta. DNA-eristyskitit tulevat ulkopuoliselta toimijalta,
ja ne tarkistetaan toimivuuden ja puhtauden osalta ennen asiakkaalle myyntid. Opinnédytetydn tavoitteena on
vahentéé laadunvalvontaan kuluvaa aikaa ja suoraviivaistaa tydvaiheita.

Mastiitti on suurin taloudellisia vahinkoja aiheuttava tauti maitokarjalle. Kuluja syntyy lehmien la&kitsemisesté
ja pahimmissa tapauksissa lehmien lopettamisesta. Mastiitin hoito on yleensd halvempaa kuin lehman
lopettaminen. Mastiittia on perinteisesti tunnistettu laskemalla maidon somaattista solulukua ja
mikrobiviljelyilld&. Naméa ovat kuitenkin menetelmind aikaa vievia ja epatarkkoja. Taudin tunnistaminen on
kuitenkin térke&d oikean hoidon méérittdmiseksi. PathoProof-tuotteilla tunnistus tapahtuu nopeammin ja
tulokset saadaan jo yhden pdivan aikana.

Mastiittimaito on naytematriisina vaikea, silld se siséltdd useita inhibiittoreita, jotka voivat vaikuttaa
reaaliaikaisen PCR:n tuloksiin. Tdmdn takia tuotteen laadunvalvonnassa tehd&éan toiminnallinen testi, jossa
eristetddn DNA:ta mastiittimaidosta. Mastiittimaidot ovat peréisin Thermo Fisher Scientific:n yll&pitamasta
testilaboratoriosta, joka on lopetettu vuonna 2016. Té&sté syysta toiminnallinen testi halutaan uudistaa maitojen
loppumisesta aiheutuvien ongelmien vuoksi. Tdassa tydssd toiminnallista testid pyrittiin  korvaamaan
standardimaidolla, joka oli rasvaista luomumaitoa, johon liséttiin kaikkia laajimman Kitin tunnistamia
patogeeneja. Mastiittimaidon todettiin kuitenkin olevan niin erilainen matriisi tavalliseen maitoon verrattuna,
ettd sitd ei voida korvata standardimaidolla. Tulevassa laadunvalvontaohjeessa péatettiin luopua
toiminnallisesta testistd, silla DNA-eristyskitin komponenteista testataan niiden kyky eristdd DNA:ta jo
valmistajan puolesta.

Puhtaustestissé suoritetaan DNA-eristys ilman maitondytettd. Ndin saadaan tieto, etteivat kitin komponentit ole
kontaminoituneet taudinaiheuttajilla. Testi on kuitenkin aikaa vievd ja sitd joudutaan uusimaan usein
ymparistosta tulevien kontaminaatioiden vuoksi. Uutta menetelméaa varten kehitettiin tapa, jolla kitin reagenssit
voidaan yhdistdd ja sentrifugoida DNA-eristykseen kaytetyn kolonnin l&pi. Testauksessa todettiin, ettd
ohjeeseen kuuluvat pesuvaiheet ovat tarpeellisia uudessa menetelmassa. Uuden ehdotetun menetelman todettiin
toimivan ja havaitsevan mahdolliset kontaminaatiot riittdvan hyvin.

Opinnéytetydssa onnistuttiin tavoitteessa vahent&a laadunvalvontaan kuluvaa aikaa, silla ajan sééston arvioitiin
olevan 75 % verrattuna kaytossa olevaan laadunvalvontaohjeeseen. Myos suoritettavien tydvaiheiden méaara
véheni.

Avainsanat mastiitti, utaretulehdus, reaaliaikainen PCR, DNA-eristys
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The goal of this study was to develop the quality control (QC) process for DNA extraction part of PathoProof
products. PathoProof™ Mastitis PCR Assay is a trademark of Thermo Fisher Scientific. Products are designed
to detect bovine mastitis from milk samples. Detection is based on DNA extraction and real-time PCR. Extrac-
tion kits are manufactured by a third party and they go through quality control before they are sold to customers.
Quality control consists of a functional and a contamination test. The aim of this study was to cut back time
needed for QC and simplify the procedure.

Mastitis is the single most cost causing disease in bovine milk production. Financial losses come from treatment
of the cows and in the worst scenario culling of the cow. Treating mastitis with medication is often the most
economical approach. The detection of mastitis has relied on counting somatic cell number and microbe culture.
PathoProof products offer a faster and reliable method for analysis of mastitis.

Mastitis milk is a difficult matrix for PCR based methods because it contains many PCR inhibitors. For this
reason, PathoProof DNA extraction Kits undergo a functional QC which determines that the product extracts
good quality DNA. The test is performed with mastitis milk samples that originate from a mastitis test labora-
tory. The laboratory was discontinued and for that reason functional test can’t rely on mastitis milk samples. In
this study, a standard milk was created by adding pathogen cells to organic milk. The DNA extraction method
was able to extract DNA from all the pathogens in standard milk. However, it was concluded that mastitis milk
is too different from normal milk that the results are not comparable. The kits undergo a DNA extraction test
by the manufacturer. For that reason it was decided that functional test would be left out from the new QC
method.

The test for contamination is carried out with DNA extraction protocol but no milk sample is added. In this
way, the different reagents are proved to be contamination free from pathogen targets. The test is time consum-
ing since it is prone to contaminations from environment. For a new QC method, a faster method was developed.
The idea was to combine the reagents and centrifuge it through a DNA extraction column. The results proved
that the washing steps in extraction protocol are needed, but otherwise the method works for contamination test.

This thesis succeeded to cut back time needed for QC. The time that is saved with new QC method was esti-
mated to be 75 % compared to the method used now.

Keywords Mastitis, bovine, milk, real-time PCR, DNA extraction
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PathoProof-tuoteperheen Complete 16 gPCR-kitti, joka
tunnistaa 16 eri kohdetta mastiittimaidosta.

Quantification cycle. Sykli, jossa fluoresenssin taso nousee

tunnistettavalle tasolle taustaan verrattuna.
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PathoProof-kitin DNA-eristysosan lyysauspuskuri 1
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1 Johdanto

Mastiitti, eli utaretulehdus, on lehmien maidontuotannon yleisin ja eniten taloudellisia
vahinkoja aiheuttava infektiotauti (1). Sitd esiintyy Suomessa vuosittain noin
kolmasosalla lypséavista lehmisté (2). Mastiittia aiheuttaa moninainen joukko bakteereita,
levid, hiivoja seka sienid. Tulehdus syntyy, kun patogeenit padsevat lehman utareen
vedinkanavaan ja sité pitkin utareeseen. Osa mastiittitapauksista on piilevia, eiké lehmélla
ole valttaméttd ulospain nékyvié oireita (3). Mastiitti voi kuitenkin tarttua oireettomista
lehmistd terveisiin lehmiin lypsykoneiden kautta. Pahimmissa mastiittitapauksissa
infektio aiheuttaa utareeseen kuolion ja lehmd joudutaan lopettamaan. Lievemmissa
tapauksissa tulehdus vaikuttaa maidon laatuun sekd sen tuottoon aiheuttaen néin
taloudellisia menetyksid. Tasta syystd mastiitin levidmistd pyritddn véalttdmaén
testaamalla maitoa, jotta mastiitin levidminen lypsykarjassa saadaan pysaytettya ajoissa.
Oikealla laakitykselld lehm& voidaan parantaa ja véltytddn suuremmilta taloudellisilta

vahingoilta.

Mastiittia on perinteisesti maaritetty somaattisen soluluvun ja mikrobiviljelmien avulla
(3). Nama menetelmat ovat kuitenkin aikaa vievié ja niiden tulos ei ole tarkka. Finnzymes
Oy:n (nykyisin Thermo Fisher Scientific:n omistama) kehittdmé& PathoProof-tuoteperhe
mastiitin tunnistamiseen perustuu DNA:n eristdmiseen maidosta ja taudinaiheuttajien
tunnistamiseen kayttden reaaliaikaista PCR:44. DNA-eristyskittejd on saatavilla talla
hetkelld kolmea eri kokoa, joista yksi perustuu automaattiseen KingFisher-laitteella
tehtdvadan DNA-eristykseen. Erilaisia reaaliaikaisia PCR-tuotepaketteja on talla hetkelld
10. Nama tunnistavat erilaisia yhdistelmia taudinaiheuttajista ja tuloksia kasitellaan

erityisella PathoProof-ohjelmistolla.

DNA-eristykseen kéytetyt kitit tulevat Thermo Fisher Scientific:lle ulkopuoliselta
toimittajalta ja néille suoritetaan laadunvalvonta ennen myyntid asiakkaille.
Laadunvalvontaan kuuluu tuotepaketin (Kitin) testaus kontaminaatioiden varalta, jotka
voisivat nékyé reaaliaikaisen PCR:n tuloksissa vaarind positiivisina tuloksina. Lisaksi
suoritetaan toiminnallinen testi, joka varmistaa, etta kitti toimii mastiittimaidon DNA:n

eristdmiseen. Mastiittimaito on matriisina vaikea DNA-eristykselle, silla tulehdus



vaikuttaa maidon koostumukseen (4, s. 89-97). Maidossa on talloin usein tavallista
enemman PCR-reaktiota hairitsevia inhibiittoreita.

DNA-eristyskitin toiminnallisuutta on ennen testattu Thermo Fisher Scientific:n
yllapitdmasta mastiittitestilaboratoriosta saaduilla maidoilla, mutta ndita naytteité ei ole
enaa saatavilla laboratorion lopettamisen vuoksi. Tarkoituksena on kehittdd vastaava
maitomatriisi, jonka tulokset ovat vertailukelpoisia mastiittimaitojen kanssa. Puhtaustesti
kontaminaatioiden varalta on taas herkkd ympériston kontaminaatioille, minka takia
eristyksid joudutaan uusimaan usein. Tdman opinndytetyon tavoitteena on ratkaista
ongelmat PathoProof-tuoteperheen DNA-eristyskittien laadunvalvonnassa toiminnallisen
ja puhtaustestin osalta. Pyrkimyksena on véhentaa laadunvalvontaan kuluvaa aikaa ja

yksinkertaistaa laadunvalvontaprosessia.

2  Mastiitti ja sen tunnistaminen

2.1 Mastiitti

Utaretulehdus on lehmien yleisin ja eniten taloudellisia vahinkoja aiheuttava tauti (1).
Suomessa mastiitin vaikutuksia on tutkittu 1970-luvun loppupuolelta l&htien (2). Vuonna
1988 mastiittia esiintyi 47,8 % lehmistd. Uusimmassa 2001 vuoden tutkimuksessa
mastiittia esiintyi 30,6 % lehmistd. Mastiitti aiheuttaa taloudellisia menetyksia 270-670
euroa yhtd lehmaé kohden riippuen tapauksesta (5). Nama kustannukset johtuvat lehmien
hoito- ja laakitsemiskuluista sekd maitoerien hukkaan menosta. Jos lehma pé&adytaan
poistamaan ja sen tilalle ostetaan uusi, ovat kustannukset huomattavasti suuremmat, noin

1500-1800 euroa. Mastiitin hoitaminen on siis taloudellisesti kannattavaa.

Tulehdus utareessa syntyy, kun bakteeri padsee kulkeutumaan vedinkanavaan ja siita
utarekudokseen (4, s. 45-89). Vedinkanava aukeaa lypsyn yhteydessd ja pysyy auki
muutaman tunnin lypsédmisen jalkeen. Mastiittia esiintyy kolmena erilaisena tyyppina (6).
Tartunnallinen mastiitti levidd eldimista toisiin, kun taas ymparistosta aiheutuneesta
mastiitissa infektio tulee eldimen elinympéristostd. Kolmas mastiittityyppi on

kesamastiitti, joka syntyy yleensa loppukesalld. Kesamastiittia esiintyy yleensé hiehoilla



ja ummessa olevilla lenmilla (4, s. 185-191). Sita levittad yleisesti Hydrothea irritans -
karpanen. Karpasen mukana levidd mastiittia aiheuttavia bakteereita, joista yksi
yleisimmistd on Trueperella pyogenes. Kesamastiitti on yleensd hyvin vaikeasti
hoidettava ja oireet ovat vakavia. Tartunnan saaneista lehmista vain alle viisi prosenttia

palaa takaisin maidontuotantoon.

Mastiittia aiheuttaa moninainen joukko bakteereita, mykoplasmoja, hiivoja ja sienié.
Suomessa Yyleisin mastiitin taudinaiheuttaja vuonna 2001 tehdyn tutkimukseen mukaan
on Staphylococcus aureus (7). Muita yleisida taudinaiheuttajia ovat streptokokit ja
koagulaasinegatiiviset stafylokokit. Mastiitin taudinaiheuttajan identifioiminen on
tarkedd jatkohoidon kannalta. Esimerkiksi Staphylococcus aureuksen aiheuttamaa
mastiittia sairastavaa lehmaa on vaikea hoitaa, sill4 infektoivat kannat ovat usein
penisilliinille vastustuskykyisid (4, s. 163-171). Penisilliini on yleisimmin ké&ytetty
antibiootti mastiitin hoitoon. Stafylokokkien antibioottiresistenssi liittyy B-laktamaasi-
entsyymin tuottamiseen (7). Ominaisuus voidaan todeta helposti PCR-menetelmilla tai
viljelemalla naytettd antibioottia sisaltavalla kasvatusmaljalla. Penisilliiniresistenttia
kantaa vasten on valittava ladkkeeksi jokin toinen antibiootti tai yhdistelma useammasta

antibiootista.

Mastiitti voidaan jakaa kolmeen eri kategoriaan; piilevaan, kliiniseen ja krooniseen (3).
Piilevaa mastiittia on vaikea diagnosoida, silla ndkyvia oireita ei valttdmatta ole. Piileva
mastiitti aiheuttaakin isoja kustannuksia, silla mastiitti padsee levidamain huomaamatta
muihin lehmiin. Kliinisessd mastiitissa sitd vastoin on ainakin yksi nékyva oire
tulehduksesta. Yleisia oireita ovat utareen punerrus ja turpoaminen. Lehmén
ruumiinldmpd on usein koholla. Myds maidon ulkomuodosta voidaan epailla mastiittia,
silld mastiittimaito voi olla verista tai siind voi olla nékyvia saostumia. Krooninen
tulehdus on harvinainen, mutta aiheuttaa jatkuvan tulehduksen utareeseen ja sitd on

vaikea hoitaa.

Mastiitti vaikuttaa maidossa sen laatuun sekd maaraan (4, s. 89-97). Jos tulehdus saa
edetd ilman hoitoa, muuttuu maidon koostumus sitd mukaa huonommaksi. Maidon
ulkomuoto muuttuu kokkareiseksi ja siihen voi lisaksi erittyd verta. Maidontuotto myos

vahenee jatkuvasti tulehduksen edetessd. Tulehdus vaikuttaa muihin maidon



komponentteihin. Maidon rasva- ja proteiinikoostumus voi muuttua ja sen sisaltdmien
kivenndis- ja hivenaineiden mé&arat muuttuvat. Maidossa tapahtuu myds muutoksia
fysikaalisiin ominaisuuksiin. Tulehduksen johdosta maitoon paasee kudosnestettd, joka
johtaa pH:n ja sdhkonjohtokyvyn muutoksiin. Samasta syystd maitoon padsee myos
normaalia enemman soluja. Soluluvulla onkin suuri merkitys mastiittitapausten

diagnoosissa.

Pahimmat mastiittitapaukset voidaan diagnosoida ilman lisdtesteja lehman oireiden
perusteella (4, s. 97-139). Piilevat mastiittitapaukset on kuitenkin tunnistettava muilla
tavoin. Yksi indikaattori tulenduksesta on somaattisen soluluvun nousu. Tulehdus
utareessa aiheuttaa solujen erittymistd maitoon enemman kuin normaalisti. Soluluku on
perinteisesti maaritetty CMT-kokeella (California Mastitis Test), joka antaa suuntaa-
antavan tuloksen. Tarkempi tulos saadaan varjaamalla solujen tumat ja laskemalla ne
mikroskoopin avulla. Laskentaan on myos kehitetty automaattisia laskentalaitteita. Muita
indikaattoreita ovat esimerkiksi s&éhkdnjohtokyvyn nousu, silla tulehdus muuttaa myods
maidon koostumusta. Hoitoa ja jatkotoimenpiteitd varten taudinaiheuttaja on usein
tunnistettava. Tunnistaminen on tarpeen myds selvissd mastiittitapauksissa
hoitotoimenpiteiden selvittdmiseksi. Tunnistuksessa on perinteisesti kaytetty erilaisia
mikrobien viljelymenetelmi& sekd entsymaattisia reaktioita. Maitoa viljella&n veriagarilla
(mastiittiagar), jota inkuboidaan ja jolta tarkastellaan mahdollisesti kasvavien
pesakkeiden ulkomuotoa ja maaraa. Ulkomuodon perusteella voidaan tehdé jo alustavaa
tunnistusta. Tarkemman tunnistuksen saamiseksi pesékkeistd tehdaan puhdasviljelmid,
joista tehdaan jatkotesteja. Yleisid jatkomenetelmid ovat esimerkiksi gramvérjays seka

katalaasi- ja oksidaasitesti.

Nykyaikana on kehitetty useita erilaisia moderneja ja tarkempia havaitsemismenetelmi&
mastiitin  diagnosoimiseksi (3). PathoProof-tuoteperheen menetelmét perustuvat
taudinaiheuttajien tunnistamiseen DNA:n ja PCR:n avulla. Kitilla eristetddn DNA:ta ja
tatd analysoidaan reaaliaikaista PCR -tekniikkaa kéayttden. Muita yleisid menetelmia ovat
immunovasteeseen perustuvat testit, kuten ELISA-testi. ELISA-testilld voidaan tunnistaa
muutamia yleisimpid taudinaiheuttajia, mutta sovellukset eivat ole yhta monipuolisia kuin
DNA:han perustuvat menetelmat. Markkinoilla on suuri tarve nopeisiin ja vaivattomiin

testeihin, joissa ei olisi tarvetta laboratorioanalysoinnille. Nykyaikaisissa navetoissa



maidosta voidaan analysoida jatkuvasti pH:n, s&éhkdnjohtokyvyn ja varin muutoksia.
Navettaan voidaan my0s asentaa lampokameroita, jotta kuumeesta karsivét eldimet
voitaisiin huomata nopeammin. Tarkempaan tunnistukseen voidaan paasta erilaisilla
biosensoreilla, jotka perustuvat biologisen reseptorimolekyylin kayttéén. Molekyyli
tunnistaa maidosta vain tiettyd kohdetta, kuten DNA:ta tai entsyymid. Laboratoriossa
mastiitin tunnistamista voi mahdollisesti nopeuttaa massaspektrometrian kehittyminen.
Massaspektrometrilla voi olla mahdollista tunnistaa tulevaisuudessa tehokkaasti

proteiineja, jotka liittyvat mastiittitulehdukseen.

2.2 DNA-eristys

Mastiitin taudinaiheuttajien diagnosointiin maidosta molekyylibiologisin menetelmin, on
ensin eristettava siita DNA:ta. DNA:n eristykseen on kehitetty useita menetelmia ja
erilaisia kaupallisia tuotteita (8). Menetelmasta riippumatta eristykseen kuuluu nelja
tarpeellista vaihetta. Ensimmaiseksi DNA on vapautettava solun sisdltd. Solujen
hajottamiseen on useita keinoja, kuten erilaisia kemikaaleja tai fysikaalinen voima.
Seuraavaksi naytteestd on erotettava erilaisia solujen rakennusaineita, kuten proteiineja,
hiilihydraatteja, lipideja ja RNA:ta. Solun hajotessa liuokseen vapautuu myds erilaisia
DNA:ta hajottavia molekyylia, kuten DNAaseja, jotka on inaktivoitava ndytteesté ennen
naytteen puhdistusta. Viimeinen vaihe on ndytteen puhdistaminen. Puhdistus tapahtuu
usein sentrifugoimalla, jolloin kiinted aines pakkautuu pohjalle. Lisaksi naytetta

puhdistetaan lisaa uuttamalla tai pesemélla pesuliuoksilla.

Erilaiset menetelmédt voidaan jakaa kahteen kategoriaan; liuoksia kayttavaan
uuttotekniikkaan ja Kkiintedd matriisia kayttaviin menetelmiin (8). Liuosfaaseja
hyodyntavat uuttomenetelmat ovat perinteisia menetelmid, joita on kaytetty DNA:n
eristamisen keksimisesta asti. Liukoisuuteen perustuvissa menetelmissé hyodynnetéan
DNA-molekyylin ominaisuuksia, joiden avulla ndytettd voidaan puhdistaa eri
liuosfaasien avulla. DNA on vesiliukoinen molekyyli sen sisaltdmien negatiivisesti
varautuneiden fosfodiesterirungon vuoksi (9, s. 67-109) . Typpiemékset ovat kuitenkin
poolittomia osia niiden ympyrarakenteen takia, mika vahentaa vesiliukoisuutta. Yleinen
nestefaasierotuksessa kaytettdva liuotin on fenoli. Naytteen siséltamat proteiinit

liukenevat paremmin fenoliin kuin veteen ja DNA taas liukenee paremmin veteen. Tata



ominaisuutta kayttdmalla saadaan DNA uutettua vesifaasiin ja epépuhtaudet
fenolifaasiin. Fenoliin lisatddn usein muita orgaanisia liuottimia, kuten kloroformia tai
isoamyylialkoholia, jotta epdpuhtaudet liukenisivat paremmin orgaaniseen faasiin.
Fenoli-vesi-uutto on vain yksi esimerkki kaytetyista menetelmistd, muita menetelmia
ovat esimerkiksi CTAB-menetelma (Cetyl Trimethylammonium  Bromide,

Setrimoniumbromidi) ja alkalinen eristysmenetelma (8).

Kiinteaa faasia hyodyntavat menetelmét ovat uudempia keinoja DNA:n eristamiseen (8).
DNA:n eristykseen on kehitetty useita kaupallisia tuotteita, jotka perustuvat Kkiintedn
faasin kayttoon. Menetelmat ovat usein helpompia ja myos turvallisempia kuin uuttoon
perustuvat menetelmat. Kiintedn faasin kaytdssa hyddynnetddn pH:n vaihteluita seka
liuoksen suolakonsentraatiota. Lisaksi eristykseen vaikuttaa mitd Kkiintedd faasia
kaytetddn. Kiinted faasi voi olla esimerkiksi silikapohjainen, lasipartikkeleita tai
anioninvaihtomatriisia. Kaupallisissa sovelluksissa kiinted matriisi on usein pienen
kolonnin sisélla, jonka l&pi hajotettu ndyte ajetaan hyddyntéen sentrifugia. Nayte j&&
oikeissa olosuhteissa kiinni kolonniin. Yleisesti ottaen DNA sitoutuu kolonniin korkeassa
pH:ssa ja suolakonsentraatiossa. Kolonnia voidaan puhdistaa pesuliuoksilla, jotka
puhdistavat néytteesta jaljella olevia kontaminaatioita. Lopuksi DNA saadaan eluoitua
irti kolonnista vedella tai TE-puskurilla.

Taman lisdksi on kehitetty myds automaattisia DNA-eristysmenetelmia (8).
Automaattiset menetelmdt ovat nopeuttaneet eristystd ja mahdollistavat suurten
naytemadrien késittelyn. Liséksi automatiikkaan perustuva menetelma sulkee pois
kayttajastd aiheutuvat virheet néytteenkésittelyssd. DNA-eristys perustuu useimmissa
automaattisissa jarjestelmissa magneettien kayttoon. Korkeassa suolapitoisuudessa DNA
sitoutuu magneettiseen aineeseen. Muuttamalla suolapitoisuutta DNA saadaan eluoitua
pois magneeteista. Naytteen sisédltdmd DNA puhdistuu eristyksen aikana samalla tavalla
kuin manuaalisissa menetelmissd. Magnetismia voidaan kayttdd myds muissa kiintedan

faasiin perustuvissa menetelmissa ilman automatiikkaa.

DNA-eristyksen onnistumisen térkeys korostuu etenkin eristystd seuraavissa vaiheissa.
DNA:n on oltava yhtendistd ja mahdollisimman puhdasta kaikkiin jatkomenetelmiin,

etenkin PCR-sovelluksiin sekd sekvensointiin. Erilaisia PCR-inhibiittoreita on useita ja



niitd tulee naytteeseen nédytematriisista (10). Maidosta nédytteeseen tulee esimerkiksi
kalsiumia, ihosta kollageenia ja veresta hemid. Inhibiittoreiden arvellaan vaikuttavan
DNA-polymeraasiin tai alukkeiden sitoutumiseen. Inhibition takia on tarkeéda, etta
kaytetty DNA-eristysmenetelmd on sopiva naytteelle, jotta riittdvastd puhtaudesta
voidaan olla varmoja. Mastiittimaitojen kohdalla naytematriisi siséltad useita PCR-
inhibiittoreita, kuten Kkalsiumia, rasvaa ja maidon proteiineja (11). Haasteena
mastiittimaitojen tutkimuksessa inhibiition liséksi on, ettd taudinaiheuttajia on naytteessa
vain pienend konsentraationa. Lisdksi solujen hajottamiseen tarvittavat menetelmat
voivat hajottaa liiaksi taudinaiheuttajia, jolloin soluseinan lisaksi myds DNA hajoaa.
Hajonnut DNA voi vaikuttaa PCR-menetelmilla toteutettaviin menetelmiin ja saatu tulos
voi olla hajonneen DNA:n takia védara negatiivinen. Joihinkin mastiittimaitojen DNA:n
eristysprotokolliin siséltyykin esikasvatusvaihe, jolla rikastetaan maidon sisaltamia

taudinaiheuttajia, jotta ne olisivat paremmin tunnistettavissa.

2.3 Reaaliaikainen PCR

PCR, eli polymeraasiketjureaktio, on menetelma DNA:n monistamiseksi. Reaaliaikainen
PCR (real-time PCR) on muunnelma tavallisesta PCR:sté ja sillda on mahdollista saada
tietoa myds DNA:n madarasta alkuperdisessé ndytteessa. Menetelma perustuu samoihin
vaiheisiin, kuin tavallisessa PCR:ssd. DNA denaturoidaan korkeassa lampdtilassa
yksijuosteiseksi ja lampotilaa laskemalla saadaan alukkeet sitoutumaan yksijuosteiseen
DNA:han. DNA-polymeraasi tunnistaa alukkeet ja aloittaa DNA:n vastinjuosteen

syntetisoimisen.

Reaaliaikaisessa PCR:ss& menetelmdan kuuluu myds DNA:n maéran arvioiminen
fluoresenssia apua kayttden. Menetelmd voidaan jakaa kahteen eri kategoriaan, joista
toinen perustuu koettimien kayttoon ja toinen epaspesifiseen sitoutumiseen (12, s. 215—
250). Koettimeen on lisatty nukleotidien lisdksi jokin fluoroflori, joka fluoresoi, eli
lahettdd valoa. Fluorofloreja on erilaisia ja niiden synnyttdm& valo nakyy eri
aallonpituuksilla. Lisaksi koettimeen liittyy usein sammuttaja, joka estda fluorofloria
fluoresoimasta ennen kuin laite mittaa valoa. Koettimeen perustuva tunnistaminen on
hyvin spesifid ja erilaisten fluoroflorien ké&yttdé mahdollistaa myds monen eri

kohdensekvenssin tunnistamisen samanaikaisesti (multiplex-reaktiot).



Epéaspesifiseen sitoutumiseen perustuvissa menetelmissé ei tarvita jokaiselle ndytteelle
suunniteltua omaa koetinta (12, s. 228-236). Epéaspesifejad menetelmi& on koettimien
tapaan useita, mutta yksi yleisimpia on SYBRT™-teknologiaan perustuva. Téassa
menetelmédssa  fluoresoiva  vari  sitoutuu vain  kaksijuosteiseen  DNA:han.
Denaturaatiovaiheessa juosteet erkanevat ja vari irtautuu juosteesta. Laite mittaa
fluoresenssia pidentymisvaiheen jalkeen. Epdaspesifia menetelmastd tekee sen, ettd vari
sitoutuu kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han. Ongelmia voi seurata huonosta
alukesuunnittelusta, jolloin DNA:ta monistuu eri paikoista kuin oli suunniteltu. Lisaksi
ongelmana ovat alukedimeerit, joissa kaksi yksijuosteista aluketta pariutuvat toistensa
kanssa kaksijuosteiseksi DNA:ksi. T&td ongelmaa voidaan tarkkailla suorittamalla

sulamiskayraanalyysi, joka kertoo millaista DNA:ta ndytteesta on monistunut.

Naytteestd mitattu fluoresenssi on suoraan verrannollinen DNA:n maéradn (12, s. 239—
250). Reaaliaikaisessa PCR:ssd DNA tarkkaa m&&raa ei maéaritetd tarkasti. Tarkastelussa
voidaan kayttad Cg-arvoja, jotka kertovat milla monistussyklilla fluoresenssi ylittaa
taustan tason. Cg-arvo liittyy suoraan DNA:n alkuperdiseen maaraan. Pieni Cg-arvo
kertoo alkuperdisen DNA:n suuresta madrasta ja suuri arvo taas pienemmasta maarasta.

Cg-arvot ei anna tarkkaa tulosta DNA:n maarastd, mutta sité voidaan kayttaa vertailuun.

DNA:n méaaran tarkkaan maéarittdmiseen kéytetddn kvantitatiivista PCR:4a (qPCR,
quantitative polymerase chain reaction). DNA:n tarkka méara saadaan selville kayttaen
standardisuoraa, joka on tehty kohde-DNA:sta, jonka kopiomaara tiedetd&dn. Méaritys
perustuu myo6s Cg-arvoihin, koska ndytteen arvoa verrataan standardisuoran Cg-arvoihin.
Néin saadaan laskettua naytteen alkuperdainen DNA:n maard. Reaaliaikainen PCR ja
gPCR perustuvat samaan tekniikkaan, mutta reaaliaikainen PCR ei anna absoluuttista

arvoa DNA:n kopioméarélle.



3 PathoProof-tuoteperhe

3.1 Tuotteiden kuvaus

PathoProof™ Mastitis PCR Assay -tuoteperheeseen kuuluu kolme erikokoista DNA-
eristyskittia. S-kokoinen kitti on tarkoitettu 50 ndytteen eristykseen ja eristysmenetelma
vaatii eniten kaytannon tyota (kuva 1). L-kokoisella kitilld voidaan eristdd 384 néytetta ja
eristysmenetelméssa on vahemman kasityota kuin S-kitissé (kuva 2). KingFisher-kitti on
samankokoiselle ndaytemaaralle kuin L-Kitti, mutta DNA-eristys tapahtuu automaattisesti
KingFisher-laitteella (kuva 3). Laiteen k&yttd on helppoa ja se vahent&é késityon maaréa
huomattavasti.

JENTIFIC

PathoPcool ™
jon Kit (50)

U

Kuva 1. S-kokoinen PathoProof DNA-eristyskitti, jolla voidaan eristda 50 naytettd. DNA-
nayte sentrifugoidaan kuvassa nakyviin yksittaisiin kolonniputkiin.
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Kuva 2. L-kokoinen PathoProof DNA-eristyskitti, jolla voidaan eristdd 384 ndytettd. DNA
kiinnitetddn kuvassa nakyvéan kolonnilevyyn, johon mahtuu kerrallaan 96 ndytetta.

Kuva 3. KingFisher-laite, jota kaytetddn PathoProof KingFisher-kitin naytteiden
késittelyyn. Eristyksid voidaan tehdd samanaikaisesti 96. Eristys tapahtuu
automaattisesti ja se perustuu magnetismiin hyédyntdmiseen.
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Tuotteiden DNA-eristys perustuu kiintedn faasin kayttéon. S- ja L-kiteissd néyte
kiinnitetadn solujen hajotuksen jalkeen kolonniin, jossa ndytetta pestaan. Solujen hajotus
tapahtuu entsymaattisesti. KingFisher-kitti on automaattinen eristysmenetelméd, joka

perustuu magneettien kayttoon.

DNA-eristyskittien lisdksi tuotteeseen kuuluu reaaliaikainen PCR-Kitti, joita on tall&
hetkell& markkinoilla kymmenen. Kitit eroavat niiden tunnistamien patogeenien maaran
perusteella ja lisdksi PCR-kittejd on kahdelle eri laiteperheelle tarkoitettuja. Laajin
PathoProof PCR-kitti on Complete-16 —kitti (C-16), joka tunnistaa 16 eri kohdetta.
Taman kitin tunnistamat kohteet on esitelty taulukossa 1. Tuotteiden PCR-o0sat perustuvat
kaikki koettimien kayttoon neljand eri multiplex-reaktiona. Tuloksia kasitellaan
PathoProof-ohjelmistolla. Ohjelma antaa tulokseksi joko negatiivisen tuloksen tai
positiivisen tuloksen, joka on jaoteltu neljdén eri luokkaan naytteestd saadun signaalin

mukaan.

Taulukko 1. Complete 16-kitin tunnistamat kohteet.

Complete 16-kitin tunnistamat kohteet Lyhenne Kuvaus
Corynebacterium bovis C. bov Gram-positiivinen bakteeri
Enterococcus-suku Entero Gram-positiivinen bakteerisuku
Escherichia coli E. col Gram-negatiivinen bakteeri
Klebsiella oxytoca ja Klebsiella pneumoniae  Klebs Gram-negatiivisia bakteereita
Mycoplasma bovis M. bov Soluseinéton bakteeri
Mycoplasma-suku My.sp Soluseinattémia bakteereita
Prototheca-suku Proto. Yksisoluisia levia
Serratia marcescens S. mar Gram-negatiivinen bakteeri
Staphylococcus aureus S. aur Gram-positiivinen bakteeri
Geeni, joka liittyy
Staphylococcien pB-laktamaasi geeni blaz penisilliiniresistenssiin
Staphylococcus-suku Staph Gram-positiivinen bakteerisuku
Streptococcus agalactiae S. aga Gram-positiivinen bakteeri
Streptococcus dysgalactiae S. dys Gram-positiivinen bakteeri
Streptococcus uberis S. ube Gram-positiivinen bakteeri
Trueperella pyogenes ja/tai Peptoniphilus
indolicus py/in Gram-positiivisia bakteereita

Hiivat Yeast Erilaisia hiivoja
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3.2 Nykyinen laadunvalvontaprosessi

PathoProof-tuotteiden DNA-eristykseen tarvittavat Kkitit saapuvat ulkopuoliselta
toimittajalta ja ne testataan ennen asiakkaille myymistd. Laadunvalvonta jakautuu
toiminnalliseen testiin sekd puhtaustestiin. Toiminnallisessa testissa varmistutaan siit,
ettd DNA-eristys toimii mastiittimaidossa. Tama testataan eristaméalla néytemaidoista
reaaliaikaisen PCR-kitin tunnistamien kohdepatogeenien DNA:ta. Naytemaitoina
kaytetddn maitonaytteitd, jotka on kerétty mastiittia sairastavilta lehmiltd. Naytemaitoja
on saatu Thermo Fisher Scientific:n yllapitdmasta mastiittitestilaboratoriosta, jonne
asiakkaat lahettivat maitondytteitd mastiittianalyysid varten. Naytteistd on madritetty
testauslaboratoriossa niiden sisaltdmat taudinaiheuttajat, joten Kittien laadunvalvonnassa
naytteistd on saatava vastaava tulos. Laboratorion lopettamisen jélkeen vuonna 2016,
maitondytteita ei ole enda saatavilla, joten tulevaisuutta varten on kehitettava uusi tapa

suorittaa toiminnallinen laadunvalvonta.

Puhtaustestissa Kittid testataan eristdmalla 12 eristysnollaa kayttden Kitin kaikkia
reagensseja, mutta mukaan ei lisdtd maitondytettd. Eristysnollissa ei saa esiintyd Cg-
arvoja kohdepatogeenien osalta, jotta laadunvalvontatulos voidaan hyvéaksyd. Ongelmana
ovat kuitenkin ympdriston aiheuttamat kontaminaatiot, joista on vaikea pé&sta eroon.
Etenkin Staphylococcus-kontaminaatiot ovat yleisid, koska niité esiintyy yleisesti iholla
jalimakalvoilla (4, s. 163-171). Puhtaustestin DNA-eristykset tehdaan laminaarikaapissa,

mutta se ei aina ole riittdva kontaminaatioiden estdmiseksi tyon suorittajasta.

Uuden laadunvalvontamenetelman tarkoituksena olisi ratkaista ndmd ongelmat.
Tavoitteena on véhentda laadunvalvontaan kuluvaa aikaa sekd vahentdad tydvaiheita.

Liséksi on ratkaistava mastiittimaitojen loppumisesta aiheutuvat raaka-aineongelmat.
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4 Materiaalit ja menetelmat

4.1 DNA-eristysmenetelma

Kaikki téssa opinnaytetydssa suoritetut DNA-eristykset tehtiin kédyttden PathoProof-
tuoteperheen L- ja S-kokoista kittid ja niiden menetelmdohjeita. S-kitill4 tehtiin vain
puhtaustestin naytteitd, joihin ei lisatty lainkaan maitoa. L-kitillda tehtiin seka
eristysnollia, ettd maitondyte-eristyksia. Kaikki DNA-eristykset tehtiin PathoProof-
kittien menetelmdohjeiden mukaisesti (PathoProof Complete-16 Kit, Instructions for
Use).

Eristyksissa ei kaytetty KingFisher-tuotteita, silla automaattisesta eristyksesta voi seurata
vadristymié tuloksiin. Néytteitd hajotetaan automaattisessa eristyksessa kemiallisesti ja
fyysisesti, joten tulokset voisivat olla parempia KingFisher-eristyksessa. Tasta syysta
KingFisher-laitetta ei otettu mukaan vertailuihin.

4.2  Toiminnallisen testin kehitys

Standardimaito valmistettiin kayttden rasvaista tdysmaitoa (Valio, vanhan ajan luomu
tdysmaito), johon lisattiin  C-16-kitin tunnistamia taudinaiheuttajalajeja. Osa
kasvatuksista oli valmiina tatd opinndytetyota varten, mutta osan kasvatus aloitettiin
kaupallisesti saatavilla olevista bakteerikannoista. Néité soluja kasvatettiin kaupallisilla
maljoilla (Tryptone soya agar/Brain heart infusion agar, OXOID) solumaaran
kasvattamista varten. Pesakkeet siirrettiin kasvatusliemeen (Tryptone soya broth/Brain
heart infusion broth, OXOID) ja niistd madritettiin kolonneja muodostavien pesien
lukuméara millilitraa kohden (cfu/ml). Kasvatusliemessa olevat solut pakastettiin
odottamaan pesakelaskun tuloksia. Pesakeluku maéaritettiin  tekemélla 1:10-
laimennossarja soluista. Sarjan laimennoksia viljeltiin maljoilla (Tryptone soya
agar/Brain heart infusion agar, OXOID) kolme vuorokautta. Tdman jalkeen pesakkeet
laskettiin maljalta, jolta pesdkkeiden laskeminen oli mahdollista. Ottamalla huomioon

laimennuskertoimet, saatiin laskettua cfu/ml-pitoisuus.
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Standardimaitoa varten bakteerikasvatuksia pipetoitiin maitoon niin, ettd jokaisen
kohteen pitoisuus maidossa olisi 10° cfu/ml. Tésta poikkeuksena olivat Corynebacterium
bovis ja Prototheca-suvun edustaja, joiden kohdalla bakteerikasvatukset olivat liian
laimeita haluttuun pitoisuuteen. Néiden kohteiden kohdalla pitoisuus oli jarjestyksessa
10* cfu/ml ja 10° cfu/ml. Solujen lisdantyminen standardimaidossa estettiin lisaamalla
maitoon séilontaainetta (Broad spectrum microtabs ® Il, Advanced Instrumets), joka

estda solujen kasvun, mutta ei tapa niita.

Standardimaidosta eristettiin DNA:ta L-kitin ohjeiden mukaisesti. Eristys toistettiin kaksi
kertaa ja kummallakin kerralla tehtiin 16 toistoa. Eristetyt DNA-ndytteet analysoitiin
reaaliaikaisella PCR:ll& kayttden PathoProof C-16 real-time PCR-Kitti& (Thermo Fisher
Scientific). Yhteen reaktioon liséttiin 15 pl master mixia (PathoProof-Kkitti) ja 5 pl primer
mixia (PathoProof-Kkitti). Jokaiseen reaktioon liséttiin 5 pl DNA-naytettd. Primer mixin
tunnistamat kohteet on kuvattu taulukossa 2. Trueperella pyogenes ja/tai Peptoniphilus

indolicus

Taulukko 2. Primer mixien sisaltimét kohteet PathoProof C-16-tuotteessa.

Primer mix 1 Primer mix 2 Primer mix 3 Primer mix 4
Staphylococcus Beta-laktamaasi Staphylococcus- Klebsiella pneumoniae/Klebsiella
aureus geeni suku oxytoca
Enterococcus- _— . Streptococcus .
Escherichia coli . Serratia marcescens
suku agalactiae
Corynebacterium  Streptococcus Streptococcus Trueperella pyogenes / Peptoniphilus
bovis dysgalactiae uberis indolicus

Mycoplasma bovis Mycoplasma-suku Prototheca-suku Hiivat

Sisainen kontrolli  Sisdinen kontrolli Sisainen kontrolli Sisainen kontrolli
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Kaikki reaaliaikaiset PCR-ajot suoritettiin Staratagene MX3005P -laitteella (Agilent
Technologies) ja ohjelman PCR-parametrit ovat listattuna taulukossa 3. Tulokset

analysoitiin MxPro-ohjelmalla (Stratagene, versio 4.10).

Taulukko 3.  Analyysissé kdytetty reaaliaikainen PCR -ohjelma.

Vaihe Lampdtila Kesto
1 Alkudenaturaatio 95 °C 10 min
2 Denaturaatio 95 °C 5s
3 Pidentymisvaihe 60 °C 60 s

4 Fluoresenssin mittaus
5 Toista syklin vaiheet 2-4 39 kertaa

Standardimaidon lisdksi tehtiin  vertailumaito mastiittilaboratoriosta  saatuihin
naytemaitoihin. Vertailumaitoa varten yhdistettiin useampi nayte, jotka olivat siséltaneet
analyysien perusteella vain yhtd taudinaiheuttajaa. Téhdn maitoon lisattiin samoja
patogeeneja samassa suhteessa kuin standardimaitoon ja se analysoitiin samalla tavalla
kuin standardimaito. Liséksi DNA:ta eristettiin kahdesta Valion luomu vanhanajan
tdysmaitoerastd, jotta saatiin tietoa maidon siséltdmistda DNA-maéaristé. Toinen eristé oli

sama kuin standardimaitoon kéytetty era.

Standardimaidon toimivuutta arvioitiin vertaamalla saatuja Cqg-keskiarvoja tuloksia
mastiittimaidon tuloksiin. Tuloksia testattiin myos tilastollisesti. Ennen tilastollisten
analyysien suorittamista saaduista tuloksista testattiin nomaalijakautuneisuus Minitab-
ohjelmiston (Minitab 17, USA) avulla. Tamén jalkeen standardimaitoa ja mastiittimaitoa
vertailtiin parittaisella t-testilla Minitab-ohjelmistolla. Normaalijakautuneisuuden testaus
ja parittainen t-testi toistettiin myos jokaiselle kohteelle, jotta voitiin tarkastella Idhemmin

eroja kahden maidon valilla.
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4.3 Puhtaustestin kehitys

4.3.1 Nykyisen laadunvalvontaprosessin tarkastelu

Puhtaustestin kehitys aloitettiin testaamalla nykyistd laadunvalvontaprosessia, joka
tehdddn suorittamalla DNA-eristys lisdédméttd mukaan maitondytettd. DNA-
eristysprotokollaan kuuluu kahdeksan eri liuosta. Naista lyysauspuskuri 2:sta
valmistetaan Thermo Fisher Scientific:n Vantaan toimipisteessé ja sille tehdddn oma
laadunvalvonta valmistusvaiheessa. Siksi tdmén liuoksen kontaminoitumista ei testattu
tdssa opinndytetydssa. Muut seitseman reagenssia kontaminoitiin erikseen Serratia
marcescens bakteerin soluilla ja DNA:Ila. Liséksi kontaminoitiin maitondyte (Valio,
vanhanajan luomu tdysmaito), jotta reagenssien tuloksia voitiin verrata samalla tavalla
kontaminoituun naytematriisiin. Serratia marcescens bakteerin solut olivat samoja kuin
funktionaalisessa testauksessa kaytetyt solut. DNA oli eristetty aikaisemmin

tutkimuslaboratoriossa kaytetystd bakteerikannasta.

Testaus suoritettiin kontaminoimalla yksi reagenssi kerrallaan. Jokaisessa kokeessa yksi
reagenssi  kontaminoitiin  soluilla ja DNA:lla. Kontaminoitavasta reagenssista
valmistettiin kaksi naytettd, joista toiseen lisattiin soluja ja toiseen DNA:ta. Muut
reagenssit olivat aina puhtaita. Jokaisesta naytteesta eristettiin 10 rinnakkaista eristysta
kayttden L-kitin eristysprotokollaa. Soluja lisattiin jokaiseen ndytteeseen 4000 cfu:ta ja
DNA:ta lisattiin 10 000 kopiota. Solujen ja DNA:n lisdys oli sama jokaisen reagenssin
kohdalla, jotta tulokset olisivat vertailukelpoisia. Naytteiden lisaksi jokaisella
eristyskerralla eristettiin eristysnollia, jotka eristettiin kdyttden puhtaita reagensseja.
Eristetyt DNA-ndytteet analysoitiin kdyttden PathoProof master mixiad 15 pl ja
PathoProof primer mixid nelja 5 pl reaktiota kohden. DNA:ta lisattiin reaktioon 5 pl. Ajo
suoritettiin samoilla parametreilla kuin taulukossa 3 Stratagene MX3005P —laitteella
(Agilent Technologies). Tulokset analysoitiin MxPro-ohjelmalla (Stratagene, versio
4.10). Tuloksiksi hyvéksyttiin tulokset vain sellaisista eristyksistd, joiden eristysnollat ja
PCR-nollat olivat negatiivisia.
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Tuloksia arvioitiin vertailemalla Cg-keskiarvoja jokaisen reagenssin kohdalla solu- ja
DNA-kontaminaation kohdalla. Isot erot Cg-arvoissa kertovat eroista siitd kuinka hyvin

mahdolliset kontaminaatiot voidaan todeta missakin lisdysvaiheessa.

4.3.2 Uuden laadunvalvontamenetelmén kehittaminen

Uudeksi menetelmaksi tutkittiin tapaa, jolla DNA-eristyksessd kaytetyt reagenssit
voitaisiin yhdistad samaksi naytteeksi ja Kiinnittaa eristyksessa kaytettyyn kolonniin ja
eluoida sieltd pois. Kehitysprosessissa kokeiltiin 17 eri menetelmad, jotka on kuvattu
taulukossa 4. Kokeissa vaihtelivat yhdistetyt reagenssit seka erilaiset Kkésittelyt.

Inkuboinnit ja pesut kuuluvat PathoProof-tuotteiden eristysprotokollaan.

Taulukko 4. Puhtaustestin  DNA-eristysmenetelman kehityksessa kadytetyt reagenssit ja

kasittelyt.
Koe
L-kitti S-Kitti
Yhdistetyt reagenssit 1 12|3|4(5(6|7|8|9(10|11|12|13| 14 |15|16]|17
F-871 X XIX[XIX|X[X]X]|X|[X|X]|X]|X X X | X[ X
F-872 X[X[X|X]X X[ X X | X X X | X
AL X X[X[X[X]IX]X|IX[X] X|X]X]X X X[ X ] X
Proteinaasi K X X[ X|[Xx]X X X X X
Etax X XX IXIX|X[X[X[X]X]|X]|X]X X X | X|X
AW 1 X[X[ X X]Xx]|X
AW 2 X[X[ X | Xx]x]|X
Kasittelyt
Inkubointi 5 min 55 °C X
Inkubointi 10 min 37 °C X X | X
Inkubointi 10 min 55 °C X X X X | x| X X
Pesu AW 1+ AW 2 X X[X]X[X]|X]|Xx X X | X | X
Eluointi X X[X[X[X]X|X|X[X] X|X]X]X X X | X|X

Jokaisessa menetelméssa mukaan lisattiin Serratia marcescens bakteerin soluja 4000
cfu:ta yht& naytettd kohden. Toistoja tehtiin jokaisen menetelman kohdalla kymmenen.
Lisédksi jokaisella eristyskerralla eristettiin eristyskontrolleja, joihin ei lisatty soluja, jotta

voitiin varmistus kéytettyjen reagenssien puhtaudesta. Eristyksié tehtiin ensin L-kitill&
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ja néiden tulosten perusteella valittiin osa testeistd toistettavaksi S-kitill4&. Tuloksia
arvioitiin vertaamalla menetelmilld saatuja keskimé&éardisia Cg-arvoja keskenddn ja
vertaamalla eri Kittien tuloksia toisiinsa. Eri Kittien eroja tarkasteltiin myos parittaisella t-
testilla Minitab-ohjelmistolla (Minitab 18).

4.3.3 Uuden laadunvalvontamenetelmén testaaminen

Uudeksi menetelmaksi valittiin koe numero seitsemén, jossa néytteille suoritettiin pesut,
mutta ei inkubaatioita tai lisatty lyysauspuskuri 2:ta tai proteiinikinaasi K:ta. Uudelle
menetelmalle maaritettiin toteamisraja (LOD, Limit of detection) ja lisédksi suoritettiin
laadunvalvonta kontaminoimattomilla reagensseilla. Uudella menetelmalla tehtiin
laadunvalvonta,  jossa  tuloksia  verrattiin  Kitin  aikaisempaan  oikeaan
laadunvalvontatuloksiin. Uudessa laadunvalvonnassa tehtiin 12 toistoa ja eristys tehtiin
L-kitilla.

Toteamisraja madritettiin eristamalla DNA:ta laimennetuista solunéytteista lyhennetylla
menetelmalld. Soluista tehtiin kymmenkertainen laimennossarja. Eristyksid tehtiin
kymmenen ja toteamisrajaksi laskettiin eristys, jossa kaikki kymmenen toistoa antavat
Cqg-arvon.

5 Tulokset

5.1 Toiminnallinen testi

Toiminnallisessa testissé standardimaidosta ja mastiittimaidosta saatiin eristettya kaikkia
C-16-tuotteen tunnistamia taudinaiheuttajia (kuva 4). Hiiva monistui molemmilla
maidoilla huonosti, mikd on nahtavissa myohdisena Cqg-keskiarvona sekd isona
keskihajontana kuvassa 4. Hiiva monistui standardimaidossa vain yhdekséssa reaktiossa
kuudestatoista toistosta. Mastiittimaidossa vastaava luku oli 11. Tuloksia analysoitaessa
reaktioille, jotka eivét saaneet Cg-arvoa, annettiin Cqg-arvoksi 40. Arvo 40 tarkoittaa
kéytanndssa negatiivista arvoa analyysissa ja ndin tuloksista voidaan laskea keskiarvo.

Tat4 samaa tekniikkaa kéaytettiin muidenkin tulosten kasittelyn kohdalla.



19

45,0
40,0

35,0

J |
0

blaz C.bov  E.col Enter  Klebs M.bov My.sp Proto py/in  S.aga S.aur S.dys S.mar S.ube Staph Yeast
Kohde

Cq-arvojen keskiarvo (syklid)
= = N N w
o w =] o k=]
(=] o o (=] o

o
[=]

L

m Standardimaito  m Mastiittimaito

Kuva 4. Standardimaidon ja mastiittimaidon vertailu jokaisen kohteen kohdalla. Vertailun
on kéytetty Cg-arvojen keskiarvoja. Virhepalkit kertovat ndytteiden keskihajonnan, joka
on suuri etenkin hiiva-kohteella. Standardimaitojen keskiarvoiset Cg-arvot ovat hieman
alhaisempia kuin mastiittimaitojen, eli ne monistuvat paremmin kuin mastiittimaito.

Kuvasta 4 ndhdaan myads, ettd mastiittimaidon keskiméaaréiset Cg-arvot jokaisen kohteen
kohdalla ovat hieman suurempia kuin standardimaidon. Tama tarkoittaa, ett4
standardimaidossa kohteet ylittdvat kynnyssykliarvon aiemmin, eli ne monistuvat

paremmin verrattuna mastiittimaitoon.

Standardimaidon DNA-eristys toistettiin ja tdman eristyksen tulokset olivat yhtenevia
ensimmaisen eristyksen kanssa (kuva 5). Hiiva monistui jalleen huonosti ja muut kohteet

monistuivat kaikissa ndytteissa hyvin.
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Kuva 5. Standardimaidon ensimmadisen ja toisen eristyksen Cg-keskiarvot vertailtuna
keskenddn. Hiiva monistui toisellakin eristyskerralla huonosti. Muiden kohteiden
kohdalla oli my6s eroja, mutta ndm@ olivat hyvin pienid ja voivat johtua ndytteen
kasittelysta.

Valion luomu tdysmaidosta tehtiin myds DNA-eristys, jonka tulokset on esitetyt kuvassa
6. Tuloksista huomataan, ettd maito ei ole puhdasta taudinaiheuttajien DNA:sta.
Maitondytteessé olleiden DNA-kontaminaatioiden johdosta hankittiin toinen maitonayte,
jonka eristysnollien tulokset on esitetty samassa kuvassa. Myds uudessa maitoerassa
havaittiin samanlaista DNA-kontaminaatiota kuin ensimmaisessa erdssa. Ndiden tulosten
perusteella on selvad, etteivdt maitoerdt ole puhtaita mastiittipatogeenien DNA-

kontaminaatioista.
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Kuva 6. Valio luomu vanhanajan tdysmaidosta eristettyjen maitondytteiden tulokset.
Eristykset tehtiin kahdesta eri maitoerastd, eika niihin ole lisatty taudinaiheuttajia ennen
analyysia. Kuvasta néhdadn, ettei kumpikaan maitoera ole puhdas tutkittujen
taudinaiheuttajien DNA:sta. Virhepalkit kertovat nédytteiden keskihajonnasta. Kohteet,
joiden Cqg-keskiarvo on 40, eivat monistuneet PCR-reaktiossa.

5.2 Tilastollinen analyysi

Aineistoa analysoitiin tilastollisesti ja todettiin, ettd standardimaidon ja mastiittimaidon
valilla on tilastollisesti merkittava ero (p < 0,05). Kuvassa 7 on vertailtu standardimaidon
ja mastiittimaidon eroja. Kuvasta nahdaan, ettd maitonaytteiden erot keskiarvoon nahden
ovat selvasti erilaisia. Standardimaidon kohdalla erot ovat enemman positiivisen puolella,
koska ndytteiden Cg-arvot olivat aikaisempia kuin mastiittimaidolla. Standardimaidon
ensimmaisen ja toisen eristyksen vélilla oli my0s tilastollinen ero. Erityisesti hiivan
epatasainen monistuminen vaikuttaa eroavaisuuksiin eristyksien vélilla. Ero oli kuitenkin
merkittava, vaikka hiivatulokset otettiin pois tuloksista. Erot kahden eri eristyksen vélilla

ovat kuitenkin pienié ja ne voivat johtua eroista naytteen késittelyssé ja pipetoinnissa.
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Kuva 7. Standardimaito ja mastiittimaito-naytteiden keskimaaraiset erot osoittavat, etta
naytteill& on eroja.

Eroa tarkasteltiin myos jokaisen kohteen Cg-arvojen perusteella. Tarkastelu osoitti, etté
erot ovat tilastollisesti merkittavia myds jokaisen kohteen osalta (taulukko 5). Vain
hiivalla ero ei ollut merkittdvd, mutta hiivan monistuminen epdonnistui monessa
naytteessd, mika vaikuttaa tulokseen vaaristavasti. Kaikkien kohteiden kohdalla tulokset
eivét ole normaalisti jakautuneita, ja tdma voi aiheuttaa epaluotettavia tuloksia pienella

naytemadralla.

Taulukko 5. Standardimaidosta ja mastiittimaidosta maaritettiin myos erot keskiarvojen valilla
jokaisen kohteen kohdalla. Erot olivat tilastollisesti merkittavia kaikkien paitsi
hiiva-kohteen kohdalla.

Target blaz C.bov E. col Enter Klebs M. bov My.sp Proto
Standardimaito Keskiarvo 22,98 24,03 24,36 21,95 25,02 28,72 27,31 25,66
Keskihajonta 0,10 0,37 0,23 0,27 0,25 0,29 0,15 0,27
Mastiittimaito Keskiarvo 24,48 24,80 24,90 22,74 25,63 29,34 27,81 25,53
Keskihajonta 0,28 0,36 0,23 0,43 0,44 0,24 0,26 0,29
Keskimaarainen ero -1,502  -0,766  -0,543 -0,785 -0,611  -0,623  -0,499 0,133

p-arvo Ct-arvojen erotukselle < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05

Target py/in S.aga S, aur S.dys S.mar S.ube Staph Yeast
Standardimaito Keskiarvo 18,61 20,85 23,31 20,97 24,77 19,74 22,62 36,61
Keskihajonta 0,15 0,25 0,21 0,14 0,30 0,19 0,19 3,83
Mastiittimaito Keskiarvo 20,80 22,05 24,87 24,34 25,30 21,40 24,11 35,04
Keskihajonta 0,23 0,28 0,33 0,23 0,33 0,36 0,29 3,99
Keskimaarainen ero -2,193  -1,200 -1,563  -3,364  -0,529  -1,660 -1,486 1,570

p-arvo Ct-arvojen erotukselle < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 0,264
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5.3 Puhtaustesti

5.3.1 Nykyinen menetelmé

Kaytetty laadunvalvontamenetelma onnistui 16ytam&an kontaminaation kaikista
reagensseista soluilla ja DNA:Ila (kuvat 8 ja 9). Lyysauspuskuri 1:den (F-871) DNA-
kontaminaatio nakyi vain kolmessa néytteessa kymmenestd rinnakkaisesta naytteesta.

Kaikilla muilla kontaminaatio nakyi kaikissa ndytteissa.

Solut
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Kuva 8. Solukontaminaation Cq-keskiarvot jokaisen testatun reagenssin kohdalla.
Kontaminaatio on havaittavissa kaikkien kohdalla, mutta Cg-arvot eroavat toisistaan
hieman.

DNA-lisdyksen kohdalla reagenssien keskiméaardisten Cg-arvojen valilla oli enemman
eroa, silla ne vaihtelivat vélilla 29,8-39,5 syklid. Solukontaminaation kohdalla keskiarvot

olivat toisistaan neljan syklin sisélla.
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Kuva 9. DNA-kontaminaation Cqg-keskiarvot jokaisen reagenssin kohdalla. Naytteiden
valilla on suuria eroja.
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5.3.2 Uusi menetelmé

DNA:n saostamiseen ja kolonnin l&pi sentrifugoimista varten tutkitut menetelmat
osoittivat, ettd DNA-eristysmenetelmdssé kaytetyt pesut ovat tarpeellisia (kuva 10).
Tulokset on jaettu kuvassa neljadn eri ryhmdan. Ryhmat eroavat niiden eristykseen
kaytettyjen kasittelyjen ja kittien kohdalla. Ryhmaét 1, 2 ja 3 on eristetty L-kitilla ja ryhma
4 taas S-kitilld&. Ryhman 3 eristyksissé ei kaytetty pesuvaihetta ja tuloksista nahdaan, etta
PCR-tulokset eivét antaneet Cg-arvoa tai vain muutamassa toistossa monistui DNA:ta.

Tama nakyy kuvassa myohaisind Cg-arvoina.
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15,00

Cq-keskiarvo (syklid)
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Kuva 10. Uuden menetelmén kokeiden keskimaardiset Cq-arvot. Kokeet on jaettu neljaén
eri tarkasteluryhmaén. Ryhmat 1, 2 ja 3 on eristetty L-kokoisella kitilld. Ryhmén 3
kokeissa ei kaytetty pesuvaiheita. Ryhmét 1 ja 2 eroavat inkubaatioiden osalta. Ryhma
4 on eristetty S-kitill&. Kokeet, joissa ei kéytetty pesuvaiheita, epdonnistuivat kaikki.
Muut kokeet onnistuivat.

Onnistuneiden kokeiden, eli ryhmat 1, 2 ja 4 kaikkien Cg-keskiarvot olivat 1,5 syklin
paassa toisistaan. Kuvassa 11 ndhdaan lahemmin miten Cq-keskiarvot eroavat toisistaan
boxplot-kuvaajassa. Ldahes kaikki arvot ovat kahden syklin péaéssé toisistaan.
Menetelmien tuloksia verrattiin myds nykyisen menetelmén testauksessa saatuun
solukontaminaatioiden keskiarvoon. Tamé keskiarvo oli suurempi kuin suurin osa uusien

menetelmien tuloksista.
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Kuva 11. Kaikkien onnistuneiden kokeiden Cg-arvojen boxplot-kuvaaja. Kuvasta ndhdaan,
ettd tuloksista suurin osa sijoittuu kahden syklin sisélle toisistaan. Erot eri menetelmien
valilld ovat siis hyvin pienid. Kuvassa nékyy oranssilla viivalla myds nykyisen
menetelmén solukontaminaation Cg-keskiarvo laskettuna kaikista reagensseista. Lahes
kaikki uusien menetelmien Cqg-arvoista on alle tdmén, eli ne monistuvat tehokkaammin.

Tarkasteluun otettiin my6s samanlaiset kokeet, jotka oli tehty L- ja S-kitilla.
Samanlaisiksi kokeiksi laskettiin ne, joihin oli lisdtty samat reagenssit ja niita oli kasitelty
samalla tavalla. Ndin saatiin verrattua ovatko tulokset samoja Kittien vélilla. Parittaisen t-
testin tulokset on esitetty taulukossa 6. Tuloksien perusteella voidaan sanoa, ettd vain

kokeilla 5 ja 15 oli tilastollisesti merkittdva ero. Muilla kokeilla ero ei ollut merkittava.

Taulukko 6.  Eri Kiteilld tehtyjen samojen kokeiden véliset erot arvioituna parittaisella t-testilla.

Kokeilla 5 ja 15 ero oli merkittdva. Muiden kohdalla eroa ei ollut havaittavissa.

Kokeet p-arvo
4+14 Prot.K + F-872 + 55 ° inkubointi 0,172
5+15  Prot.K + F-872 0,001
6+16 F-872 0,478

7+17 0,380
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5.3.3 Toteamisraja ja laadunvalvonta uudella menetelmalla

Toteamisrajaksi saatiin madritettyd x cfu:ta. Tdma on pitoisuus, jossa kaikki kymmenen
toistoa olivat positiivisia. Uudella laadunvalvontamenetelmélla tehdyn normaalin
laadunvalvonnan tuloksissa esiintyi kaksi Staphylococcus-kohteen kontaminaatiota.
Kontaminaatioiden Cg-arvot olivat yli 38 syklid. Tama tulos ei eroa Kitin aikaissmmasta
laadunvalvontatuloksesta. ~ Staphylococcus monistumiset ovat hyvin tavallisia

laadunvalvontatuloksissa.

6 Tulosten tarkastelu

6.1 Standardimaidon toimivuuden arvioiminen

Standardimaidosta onnistuttiin eristdima&dn kaikkia taudinaiheuttajia ongelmitta. Vain
hitlva monistui epatasaisesti ndytteissa. Hiivan huono monistuminen saattaa johtua
kaytettyjen solujen laadusta tai PCR-kitin ominaisuuksista. Mastiittimaitoon tehdyt
lisdykset antoivat saman tuloksen, mutta niiden Cg-keskiarvojen erot olivat
myohdisempid kuin standardimaidolla (Kuva 4). Tahan eroon voivat vaikuttaa
mastiittimaidon sisaltdman inhibiittorit. Mastiittia sairastavalla lehmalld maitoon erittyy
enemman soluja ja sen koostumus muuttuu etenkin rasvojen ja kivenndisaineiden osalta.
Rasva ja kalsium inhiboivat PCR-reaktiota, josta seuraa myohdisempi Cqg-keskiarvo.
Toiminnallisen testin tarkoitus on osoittaa, ettd myytavé tuote puhdistaa maitondytteen
niin, ettd inhibiittorit eivat estd reaaliaikaisen PCR:n toimimista. Tastd syysté
standardimaitoa ei voida pitaa taysin vastaavana ratkaisuna mastiittimaidolle. Maidon
ominaisuuksien muuttaminen keinotekoisesti olisi liilan vaikeaa ja epaluotettavaa.
Mastiittimaitojen hankkiminen laadunvalvontaa varten taas olisi hankalaa ja saatavuus

epéluotettavaa.

Kaupasta ostetussa maidossa havaittiin myos taudinaiheuttajien DNA:ta. Valion luomu
tdysmaito on pastoroitu, joten taudinaiheuttajien DNA on luultavasti maidossa jo
kuolleista soluista, eiké kyseessa ollut elédvien solujen aiheuttama kontaminaatio. Tama
on voinut vaikuttaa myos tuloksiin aikaistamalla Cg-arvoja. Toisaalta maitoon lisétty

mé&éra taudinaiheuttajia oli niin suuri, etta ne peittavat alleen maidon aiheuttaman taustan.
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Standardimaidosta saatujen tuloksien perusteella sit4 ei voida pitdd mastiittimaitojen
korvaajana. Mastiittimaitoa ei voida jaljitella tarpeeksi hyvin ja néytteité ei ole helposti
saatavilla jatkossa. Valmistajan analyysien perusteella tiedetdén, ettd Kitin reagenssit
eristavat DNA:ta. Lyysauspuskuri 2:den laadunvalvonnassa taas todetaan, etta se hajottaa
taudinaiheuttajien soluja vaaditusti. Naiden seikkojen valossa on todettava, ettd
toiminnallista testia ei voida suorittaa standardimaidolla, mutta kitin toiminnallisuudesta
voidaan olla tarpeeksi varmoja muiden analyysien vuoksi. Toiminnallinen testi jatetdan

pois uuden laadunvalvontaohjeen ehdotelmasta, joka on esitetty liitteessa yksi.

6.2 Puhtaustestin arvioiminen

6.3 Nykyinen menetelma

Saatujen tulosten perusteella soluista ja DNA:sta aiheutuneet kontaminaatiot voidaan
havaita kaikista reagensseista ké&ytetyllda laadunvalvontamenetelmalld, paitsi
lyysayspuskuri 1:std. Myds proteinaasi K:n kohdalla saadut Cg-arvot olivat
myo6héisempié kuin muilla reagensseilla. Lyysauspuskuri 1:n huonompi tulos voi johtua
siitd, ettd puhtaustestissa, jossa ei kdytetd mukana maitondytettd, ei muodostu nakyvaa
pellettid, jonka paaltd liuos imetdan pois. Liuosta voi imed putkesta liian paljon pois,
jolloin mahdollinen DNA-pelletti saattaa my6s imeytyd pois. Kontaminaatio

lyysauspuskuri 1:ssé on siis mahdollista jaada havaitsematta.

Talla hetkelld k&ytossé oleva puhtaustesti vahvistettiin toimivaksi, mutta saadut Cg-arvot
olivat vield suhteellisen suuria. Kontaminaation lisdysmaaréaksi valikoitui maarg, jolla
saadaan positiivinen Cg-arvo, joka on lahelld arvoa 37. PathoProof-ohjelmisto laskee
kaikki Cg-arvot, jotka ovat suurempia kuin 37, negatiiviseksi tulokseksi ja
Staphylococcus sekda blaZ-kohteilla tdmd raja on vield pienempi. Tatd ohjelmaa
kaytettdessd myos osa tdman laadunvalvontakokeen tuloksista jéisi negatiivisiksi.
Mahdollinen kontaminaatio olisi luultavasti hyvin pieni, joten sen havainnointi kaikista
reagensseista olisi vaikeaa. Etanolin kohdalla keskimé&ardinen Cg-arvo oli alhaisin.
Etanoli saostaa DNA:n tehokkaasti, joten havikki sen kohdalla on luultavasti ollut hyvin

pienta.
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Kontaminaatio my6s 16ytyi jokaisesta vaiheesta, myos solujen hajotuksen jalkeisistéa
vaiheista. Soluja sisaltdvien kontaminaatioiden ei pitdisi antaa samanlaista signaalia
loppuvaiheen kontaminaatiolisayksissd. Ehjien solujen ei pitdisi Kiinnittyd kolonniin,
vaan menna pesuliuosten mukana kerdysastiaan. Téhan voi kuitenkin vaikuttaa se, etta
solut hajoavat helposti, kun ne siirretddn reagensseihin. Lyysauspuskurit on tarkoitettu
itsess@an solujen hajottamiseen. Pesupuskureissa taas on hyvin paljon etanolia, joka
hajottaa soluja. Liséksi reagenssien pH ja suolakonsentraatiot eivat ole optimaalisia
solujen elinvoiman yllapitdmiseen. Jos reagenssit ovat kontaminoituneet soluista, on
hyvin mahdollista, ettd ne ovat ainakin osittain hajonneet ja niiden sisaltdm&d DNA on

reagensseissa vapaana, joka havaitaan analyysissa ilman solujen hajottamista.

6.4 Uusi menetelma

Testattujen mahdollisten uusien menetelmien valilla oli paljon eroa. Menetelmat, joissa
ei kaytetty mitdan pesuvaihetta, epdonnistuivat (Kuva 10). Epdonnistuneiden kokeiden
kohdalla CQ-arvot ovat ldhes 40 sykli, eli niissé ei tapahdu DNA:n monistumista. Niiden
tuloksista huomattiin myds, ettd primer mixin sisédltdma sisédinen monistuskontrolli ei
monistunut. llman pesuja nayte sisaltda inhibiittoreita, jotka aiheuttavat PCR-reaktion
epaonnistumisen. Proteiinikinaasi K:n ja lyysauspuskuri 2:den pois jattaminen johti
samaan lopputulokseen, joten reaktion ep&onnistuminen johtuu jommastakummasta
reagenssista tai reagensseista. Pesujen tarkoitus on pestd naytteestd pois mahdollisia
inhibiittoreita ja my0s hajottamiseen tarvittavia menetelmédn alkupadssa kéytettavia
reagensseja. Soluseinien hajotus tapahtuu entsymaattisesti, joten ndma entsyymit voivat
hajottaa myds DNA:ta ja DNA-polymeraasientsyymia hairiten néin reaaliaikaista PCR-

reaktiota.

Onnistuneet kokeet jaettiin kolmeen eri ryhmaan (Kuva 10). Kaikkien ryhmien Cg-
keskiarvot erosivat toisistaan hieman. Kuitenkin erot olivat hyvin pienia ja melkein kaikki
havainnot ovat kahden syklin siséll& toisistaan. Eroihin vaikuttaa erot ndytteenkésittelyssé

eristysvaiheessa ja reaaliaikaisen PCR:n tehokkuudessa.

Kaikki toimineet menetelmét antoivat pienemman Cg-arvon kuin nykyisen menetelman

arvioinnissa maitondytteen kohdalla, eli menetelmé& havaitsee kontaminaation helpommin
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pelkista reagensseista kuin maitondytteestd. Reagenssit ovat helpompi ndytematriisi kuin
maitonaytteet, ja siksi niissé vapaana oleva DNA on helpompi havaita, sill& niissa ei ole
samanlaisia inhibiittoreita. Tuloksia voidaan myos verrata kdytossa olevan menetelman
solukontaminaatiotuloksiin, koska kontaminaation lisdys on ollut sama jokaisessa
reagenssissa. Kaikkien reagenssien yhdistetty Cg-keskiarvo on 33,2 syklid. Tama on
my®6haisempi keskiarvo, kuin uusilla menetelmillé saadut.

Uudeksi menetelmaksi valittiin menetelma seitseman, jossa tehtiin kaikki DNA-
eristysprotokollaan tehdyt pesut, mutta ei yhtadan inkubointeja eika lisatty lyysauspuskuri
2:ta tai proteiinikinaasi K:ta. Uusi laadunvalvontaohje on esitetty liitteessé 1. Tulokseen
paadyttiin, koska onnistuneiden menetelmien valilla ei ollut isoja eroja. Inkubointeja
tarvitaan vain, jos mukaan lisatdan lyysauspuskuri 2:ta tai proteiinikinaasi K:ta. Nama
voidaan jattaa pois, silla reagensseissa mahdollisesti olevat solut eivét ole ndiden tulosten
mukaan ehjid. Tastd syystd kontaminaatio voidaan havaita helposti myods lyhennetyll&
menetelmalld. Samasta syystd menetelmd& huomaa myOs pesupuskureissa tai
eluutiopuskurissa olevat kontaminaatiot. Menetelmén herkkyyden todettiin vastaavan
aikaisempia maarityksia. Uudella menetelmalla sadstetddn huomattavasti aikaa, silla sen
tekeminen L-kitill4 vie puolet lyhentdmattdman menetelmén suorittamiseen kuluvasta

ajasta.

Uutta menetelméa verrattiin nykyisen menetelméan solukontaminaatioiden tuloksiin
(Kuva 12). Kuvasta nahdaan, ettd vain eluutioliuoksella (AE) Cqg-keskiarvo on
alhaisempi kuin uudella menetelmé&lld. Tama kertoo, ettd uusi menetelm& huomaa

solukontaminaation yhta hyvin kuin nyt kaytossé oleva menetelma.
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Kuva 12. Uuden  menetelmdn  Cqg-keskiarvo  verrattuna  kaikkien  reagenssien
solukontaminaatiotuloksiin nykyisen laadunvalvontamenetelmén testauksessa.

Uudessa menetelméssd on otettava huomioon, ettd samalla on valvottu myos
proteiinikinaasi K:n puhtautta. Proteiinikinaasi K:n kohdalla tulisikin siirtyd omaan
laadunvalvontaan, koska sen kontaminaatiot eivat ena jaisi kiinni PathoProof-tuotteiden
laadunvalvonnassa. Lyysauspuskuri 2:den kohdalla tehddén jo valmistusvaiheessa oma
puhtaustesti, joten tdméan reagenssin puhtaudesta voidaan olla varmoja ilman DNA-

eristyskittien laadunvalvontaa.

Tuloksien varjolla olisi my6s mahdollista siirtdd L-kitin puhtaustesti S-kitilla tehtavéksi,
silla S-kittien ja L-kittien vélilla ei ollut merkittdvaa eroa, paitsi menetelmien 5 ja 15
kesken. Kittien tulisikin toimia samalla tavalla, koska ne siséltavat samat reagenssit. Jos
siirto tehtéisiin, olisi L-kittien kolonnilevy testattava erikseen. Tama lisdisi testaukseen
kuluvaa aikaa. L-kittien ympdristosta tuleviin kontaminaatioihin ratkaisu on, etti
menetelmaddn vaihdetaan ohje sulkea kolonnilevy AirPore-teipilld myods toisen
pesupuskurin jalkeen. Ohjeessa teippi on ohjeistettu jattaméaan pois, jotta etanoli haihtuisi
mahdollisimman tehokkaasti. Teipin vaikutus haihtumiseen on kuitenkin niin pieni, ett4
teipin voi lisatd levyn pdalle ilman vaikutuksia DNA-naytteen laatuun. Teippi on
huokoista materiaalia, joten se paastéé alkoholin haihtumaan, vaikka teippi olisi kaivojen

paalla.
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7 Johtopaatokset

Standardimaito todettiin kéyttotarkoitukseen soveltumattomaksi. Siitd saatiin eristettya
kaikkia siihen lisattyja taudinaiheuttajia, mutta standardimaito on kuitenkin hyvin
erilainen matriisi verrattuna mastiittimaitoon. Siita voidaan saada selville vain se, etta
DNA-eristys onnistuu standardimaidosta, mutta ei valttdmattd mastiittimaidosta.
Mastiittimaidon inhibiittoreita ei voida jarkevésti replikoida ja maitojen tilaus
ulkopuolelta olisi liian vaikeaa. Eristyksessa kéytetty lyysauspuskuri 2:n laatua valvotaan
kayttden mastiittimaitondytteitd. Myo6s saapuvat DNA-eristyskitit laadunvalvontaan
valmistajan puolesta, joten niiden tiedetdan eristdvdn DNA:ta. Toiminnallisen testin
suorittaminen saapuville Kiteille toistaa testit kolmannen kerran. Téastd syysta

toiminnallinen testi paatettiin jattaa pois uudesta laadunvalvontaohjeesta.

On kuitenkin otettava huomioon se, ettd mastiittimaitondytteet ovat loppumassa myods
lyysauspuskuri 2:den laadunvalvonnasta. Myds tahédn on kehitettdvd uusia keinoja
tulevaisuutta varten. Mahdollista olisi hyddyntdd tatd tyotd varten valmistettua
standardimaitoa, jos voidaan ensin varmistua, etteivat mastiittimaidon inhibiittorit

vaikuta myos lyysauspuskuri 2:den toimintaan.

Puhtaustesti on hyvin tarkeé Kitin laadunvalvonnassa, joten sen muuttaminen voidaan
tehda vain, jos vaihtoehto todetaan yhta hyvin toimivaksi kuin vanha menetelmé. Kittien
puhtautta valvotaan myds niiden valmistajan puolesta, mutta kaupallisten kittien on
todettu sisaltdvan DNA-kontaminaatioita (13). Niist4 ei voida testata kaikkia mahdollisia
taudinaiheuttajia, joten spesifiin analyysiin kaytetyt DNA-eristyskitit on tarpeen testata
niiden kohdepatogeenien DNA:n varalta. Eristyskittien kontaminaatio ei valttdmatta ole
perdisin kohdepatogeeneista. On mahdollista, etta kitteihin pdésee valmistusvaiheessa
jotakin vierasta ainetta, joka monistuu PCR-reaktiossa. Tuotteet on suunniteltu spesifeiksi

kohdepatogeeneja vastaan, mutta monistuminen on silti mahdollista.

Puhtaustestin osalta paadyttiin uuteen menetelmaéan, jossa lyysauspuskuri 1, AL-puskuri
ja etanoli yhdistetdan samaksi liuokseksi ja sentrifugoidaan kolonnin 1&pi. Tdman jélkeen
kolonnia pestddn AW1- ja AW2-pesuliuoksilla ja lopuksi ndyte eluoidaan AE-puskurilla.

Menetelma siis jattdd pois inkuboinnit ja lyysauspuskuri 2:den ja proteiinikinaasi K:n.
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Néin saadaan lyhettya laadunvalvontaan kuluvaa aikaa puolella. Uusi menetelma huomaa
kontaminaatiot yht4d hyvin kuin vanha menetelmda (Kuva 12). Inkubaatioiden ja
lyysausentsyymien poisjattdminen on perusteltua, silla solujen yhtendisena pysyminen
reagensseissa on epatodennakoistd niiden alkoholi- tai entsyymisiséllon takia.
Menetelmédn herkkyyden todettiin my6s olevan yhtenevdinen verrattuna nykyiseen

laadunvalvontamenetelmadn aikaisempien tulosten perusteella.

KingFisher-kitin kohdalla laadunvalvontaohjetta ei paadytty muuttamaan, silla
automaattinen eristysmenetelmé vie jo ennestddn vahemman aikaa verrattuna S- ja L-
kittien DNA-eristysohjeeseen. Jos KingFisher-kitin laadunvalvonnassa siirryttaisiin
my0s lyhennettyyn menetelmaén, tulisi sitd testata lisda. Kitissdé on osittain eri
reagensseja kuin S- ja L-Kiteissd, joten niiden toimivuudesta uudessa menetelmassa ei
voida olla varmoja. Etenkin magneettihiukkasia siséltavad reagenssia olisi haastavaa

laadunvalvoa lyhennetylla menetelmalla.

Taman opinndytetyon tavoitteena oli véhentdd laadunvalvontaan kuluvaa aikaa ja
suoraviivaistaa tyOvaiheita sekd ratkaista mastiittimaitondytteiden loppumisesta
aiheutuneet ongelmat. Laadunvalvontaprosessista paatettiin jattdd pois toiminnallinen
testi, joten mastiittimaitoja ei ole tarpeen korvata. Puhtaustestin osalta valittiin
menetelmd, jossa tyOvaiheiden maaréd puolittui. Lisdksi laadunvalvontaan kuluva aika
vaheni puolella puhtaustestin osalta. Kun otetaan huomioon toiminnallisen testin
poisjattdminen, on ajanséastd 75 % S- ja L-kiteilld verrattuna nykyiseen
laadunvalvontaohjeeseen. Uuteen laadunvalvontaohjeeseen Kirjoitettiin myos tarkat
ohjeet puhtaustestin hyvaksymisestd. Ennen ohje oli epdmaarainen sallituista tuloksista
jase ei ollut yhteneva muiden tuoteperheen tuotteiden laadunvalvontakriteereihin nahden.

Namaé kaikki muutokset parantavat huomattavasti laadunvalvontaprosessia.
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Tédssa dokumentissa kuvataan DMA-eristyskittien laadunvalvonta (incoming QC°), joka suortetaan
jokaiselle uudells tuctantoerille.

1. LYHYT KUVAUS LAADUNVALVONTAOHJEESTA

Ohjeessa kuvataan laadunvalvonta PathoProof™ tuoteperheen DNA-enistyskiteille:
- S-kitti

- L-kitti

- KingFisher-kitti

Incoming QC-protokollan avulla selvitetaan uusien enstyskitti-lottien komponenttien ja reagenssien
puhtaus. Vertailussa kdytetadn PathoProof Complete-16 tuotetta.

2. LAADUNVALVONTAOHJE

2.1 Eristysnollat

Eristysnollia eristetdan 12 nnnakkaista. Eristysnoliilla kontrolloidaan eristysreagenssien puhtautta.
Eristykseen kiytetedan 5- ja L-kitilld nopeutettua menetelmasd, joka on muokattu DMA-enstyskittien
menstelmiohjeesta. KingFisher-kiteilld noudatetaan menstelmaohjetta.

2.2 PCR-nollat
PCR-nollia ajetaan ainakin kaksi innakkaista laadunvalventa-ajon yhteydessa. PCR-nollilla
kontrollcidaan gPCR-reagenssien puhtautta laadunvalvonnassa.

3. LAADUNVALVONNAN KULKU
3 S-kitti

1. ‘Valmista laadunvalvottavista reagensseista mix allaclevan taulukon mukaizsesti.

Reagenssi 1 x reaktio V [ul} [ 14 x reaktiota V {ul)
F-B71 350 4300
AL-puskuri 200 2800
Etaxh 200 2800
Tilavuus yhteensa 750 10500

Pipetoi naytteitd 750 pl kelonneihin varoen reagenssien vaahtoamista.

Sentrifugoi 14 000 rpm 1 min.

Asgeta kolonni puhtaaseen kerdysputkeen ja lisda 500 pl AW 1. Sentrifugoi 14 000 rpm 1 min.
Aszata kolonni puhtaaseen kerdysputkeen ja lisda 500 pl AW2. Sentrifugei 14 000 rpm 3 min.

Asata kolonni puhtaaseen Eppendorf-putkeen ja lisda 100 pl AE. Inkuboi hucneenldmmobssd 1
min. Sentrifugoi 14 000 rpm 3 min. Senfrifugoinnin jlkeen heitd kaytetty kolonni pois ja sulje
Eppendorf-putken korkki.

U
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3.2  L-kitti

1. Valmista laadunvalvottavista reagensseista mix allaclevan taulukon mukaisesti.

Reagenssi 1 x reaktio V (pl) | 14 x reaktiota V (ul)
F-871 350 A300
AL-puskuri 200 2800
Etaxi 200 2800
Tilavuus yhteensa 750 10500

2. Aseta 96 plate S-blokin p3alle. Jaa seos 12:sta kaivoon (750 pl) ja sulje AirPore-teipilld. Valmista
tarvittaessa vastapaino pipetoimalla tyhjaan S-blokkiin vettd (750 plkaivo) ja aseta toisen S-
blokin paalle vastapaino-plate.

Sentrifugoi 6000 rpm 4 min, Thermo Herasus Multifuge X3.

Aseta 96 plate uuden S-blokin pdalle ja peista teippi. Poista mahdellinen neste kaivoista
pipetoimalla ja lisda 500 pl AW1. Sulje AirPore-teipilld. Valmista tarvittasssa wvastapaino
pipetoimalla tyhjgan S-blokkiin vetta (500 plkaivo) ja aseta S-blokin pdalle vastapaino-plate.

Sentrifugoi 6000 rpm 4 min, Thermo Herasus Multifuge X3.

Aseta 96 plate uuden S-blokin pdalle ja peista teippi. Poista mahdellinen neste kaivoista
pipetoimalla ja liz&8 500 pl AW2. Kaytd tarvittaessa edellamainittua vastapaino-platea.

Sentrifugoi 6000 rpm 15 min, Thermo Herasus Multifuge X3,

Aseta 96 plate Elution Microtubes —putkien paalle ja lisda 100 pl AE. Sulje AirPore-teipilld.
Merkitse putket selventdvilld merkinndilld.

9. Sentrifugoi 6000 rpm £ min, Thermo Herasus Multifuge X3.
10. Sulje putket korkeilla {caps for Elution Microtubes).

3.3 DMA-eristys KingFisher Flex —kitilla

1. Valmistele kuusi 96 DeepWell kuoppalevya alla olevan taulukon mukaan. Aseta
magneettisauvojen suoja tyhjille 96 DeepWell kuoppalevylie. 96 DeepWell kuoppalevyt laitetaan
KingFizher Flex -laitteeseen kohdassa 9.

Tilavuus per
Reagenssi )
kaivo
Pesu 1 Buifer AW1 800 pl
Pesu 2 Buffer AW1 S00 pl
Pesu 3 Buffer AW2 S00 pl
Pesu 4 Buffer AW2 S00 pl
dHz0, 0,02 % Tween
Pesu 5 600 pl
20
Eluutio Buffer AE 150 pl

2. Li=&a reaktioputkiin 400 pyl F-871 (Lysis soluiton 1)
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3. Sentrifugoi 1500 g 3 min.
4. Poista supematantti (nestekemos) pipetoimalla.

5. Li=éa 40 pl proteinaasi Kia tyhjin DeepWell —kuoppalevyn kaivoihin. Taytd kaivoja
naytemaarasi mukaisesti.

6. Liz&a putkiin 100 pl F-872 (Lysis Solution 2) ja siirma néyte tyhjdn DeepWell kuoppalevyn
kaivoon pipetilla.

T. Kytke KingFisher Flex-laite padlle. Kayttdeassdsi KingFisher Flex:d tietokoneen kautta,
kaynnista Bindlt ohjelmisto tietokoneelta, joka on yhdistetty KingFisher Flex —laitteeseen.

8. Valitze “PathoProof” —protokolla DNA/RMNA —valikosta. Paina "Start” aloittaaksesi protokollan.

9. Awaa instrumentin suojakuor ja aseta kuoppalevyt laitteeseen ndytdn ohjeiden mukaizesti.
Jokaisen levyn jdlkeen paina "Start” ja kun laitteen tydpdytad on pydrahtanyt, laita laitteeseen
seuraava levy. Viimeisen levyn jalkeen sulje sucjakuor ja paina "Start” aloittaaksesi

eristyksen.

10. Jos Buffer RLT/etancliMagAtiract Suspension G —seosta ei ole valmistetiu etukiteen, valmista
5805, jossa on seuraavat tilavuudet jokaista naytettd kohti: 200 pl Buffer RLT, 200 pl etanclia
(96—100 %) ja 40 pyl MagAftract Suspension G. Jos kaytat monikanavapipettid, tee seosta
hieman ylimadrin (esimerkiksi 20 ndytteelle valmista 4 Wliimdariista reaktiota ja 96 naytteelle
valmista 10 ylimadrdistd reaktiota) pipetointivaraksi. Vorieksoi MagAttract Suspension G:ta 3
min ennen ensimmaistd kayttdkertaa ja 1 min ennen seuraavia kayitdkertoja. (Valmistaessasi
seoksen yhdestd 35 ml RTL-buffer pullosta, ovat filavuudet 35 ml RLT Buffer, 35 ml etanoli
(96—100 %) ja T ml MagAtiract Suspension G.)

11. Kun eristysprotokolla pysahtyy, sekoita Buffer RLT/etanoliMagAtiract Suspension G —se0s
hyvin ja lisad 440 pl jokaiseen naytekaivoon elekfronisella monikanavapipetilla. Varo
koskemasta karfilld kaivojen reunoja tai nestepintaa. Laita levy takaigin laitteeseen kun laite
pyytaa asettamaan naytelevyn. Paina "Start” jatkaaksesi ajoa. Protokolla jatkuu itzendisesti
loppuun asti.

12. Kun eristys on valmis poista levyt laitteen naytdn ohjeiden mukaisesti. Paina "Start”
poistettuasi levyn, jolloin laitteen tyopoyta pyorahtaa ja voit poistaa seuraavan levyn. Sulje
eluuticlevyn kaivet Cap Mat- tai Adhesive Plate Seal -sulkijalla sdilytystd varten.

4. QPCR-REAKTIOT

Eristysnollista tehdaan jokaisesta nelja gPCR-multiplex-reaktiota kiyttien PathoProof Mastitis
Complete-16 tuctteen Primer Mixejd 1-4 (tarvittaessa kis_ kitin manuaali).

Jokaisesta primer-mixistd (Mixit 1-4) valmistetaan erstysnollia varten QPCR-premix 16 reakticlle
seuraavasti:

285 yl F-882 (10 pl per reaktio)
95 yl F-961/F-962/F-96 3F-964 Primer Mix (5 pl per reaktio)

Premix (15 pl) ja naytteet (5 pl) jastaan gPCR-levylle simerkiksi seuraavan plate-upin mukaisesti..
PCR-nollia varten pipetoi kaivoihin 5 pl MO-vettd.
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3) Laadunvalvonta-ajon plate setup

v]2]3]als]e]7]a]alin]11]2
Eristysnolla 1 | Eritysnolla 9
Eristysnolla 2 | Eritysnolla 10
Eristysnolla 3 | Eritysnolla 11
Eristysnolla 4 | Eritysnaolla 12
Eristysnolla 5 PCR-nolla
Eristysnolla & PCR-nolla
Eristysnolla 7 PCR-nolla
Eristysnolla 8 | PCR-nolla
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Laadunvalvonnan eristysnollat sekd PCR-nollat ajetaan Stratagene Mx3005FP gPCR-aitieella kdyttéen
valmista ajotemplaattia Complete-16 tuctteelle.

5. TULOKSET

Tulokzet analyscidaan MxPro-chjelmalla kdyitden analyzointihetkelld voimassa olevia
hyvaksymiskriteersja.



