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Anaerobinen suolistobakteeri Brachyspira pilosicoli on usealla eldinlajilla ja myds ihmisella
tavattava taudinaiheuttaja. Taloudellisesti merkittavin sairaus on sikojen spirokeettaripuli, jota
esiintyy nuorilla sioilla sikakasvattamoissa. Tauti ei yleensd aiheuta kuolleisuutta, mutta
hidastaa sikojen kasvua. Porsastuotantotilalla B. pilosicoli -tartunta voi olla my6s oireeton ja
bakteeria esiintyykin yleisend ympéari maailman. Spirokeettaripulia voi pahentaa sekatartunnat
muiden bakteerien kanssa. Brachyspira pilosicolin havittdminen porsastuotantotilalta on

vaikeaa sen useiden isantélajien ja fysikaalisten ominaisuuksien vuoksi.

Perinteisessa laboratoriodiagnostiikassa bakteerin osoittaminen on vaatinut viljelyn
puhdaskasvuksi, mika voi kestdd jopa 2-4 viikkoa. Kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR-
menetelmd mahdollistaisi nopean spesifisen bakteerin toteamisen suoraan ulosteesta, milla

saataisiin my0s olennainen tieto bakteerin maarasta ndytteessa.

Tassa tydssd suunniteltiin ja optimoitiin kaksi erilaista koettimeen perustuvaa PCR-
menetelmdd suoraan ulosteesta eristetylle DNA:lle. Hybridisaatiokoettimen kohteena
kaytettiin bakteerin 16S rDNA:ta ja hydrolyysikoettimen 23S rDNA:ta. Menetelmien
optimoinnin jalkeen valmistettiin standardinaytteet, joilla méaéritettiin herkkyys. Menetelmat
testattiin vield oireettomista sioista otetuilla ulostendytteilld, joista osasta kuitenkin

perinteisilla diagnostiikkametodeilla oli osoitettu B. pilosicoli.

TyoOssd onnistuttiin kehittdméaan spesifinen kvantitatiivinen PCR-menetelmd B. pilosicolin
toteamiseen, minka herkkyys on tiedossa (1 x 10° bakt./g ulostetta). Herkkyytta heikenta

ulosteen suuri mééara PCR-inhibiittoreita ja DNA:n eristyksen tehottomuus.
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The anaerobic intestinal sprirochete Brachyspira pilosicoli is pathogenic for various animal
species and humans. From the economic perspective, porcine intestinal spirochaetosis (PIS) is
of great importance to animal husbandry and it is reconignized worldwide. PIS causes non-
fatal diarrhoea in young pigs and reduces the weight gain of the pigs. The infection can be
fairly silent or it can be co-infected with other enteric pathogens. The eradication of
Brachyspira pilosicoli from herds is difficult because of the risk of reinfections from wide

range of carriers.

Traditionally the detection of B. pilosicoli has required isolation of bacteria from faecal
sample to pure subculture, which can take 2-4 weeks. Quantitative real-time PCR could
provide a fast and sensitive method to detect and quantify Brachyspira pilosicoli in faecal

sample.

In this study two different probe-based quantitative real-time PCR methods for faecal samples
were designed and optimized. The target for the hybridization probe was 16S rDNA and for
the hydrolysis probe 23S rDNA. After optimizing methods, the sensitivity limits of detection
were tested with spiked samples. The methods were tested with samples from pigs that had no
clinical symptoms of spirochetosis, but of which some had been tested positive to

Brachyspira pilosicoli by traditional detection methods.

The study was succesfull for developing spesific quantitative real-time PCR method for
detection of Brachyspira pilosicoli. The quantification limits were 1 x 10° B. pilosicoli
bacteria/g feces. The method sensitivity was limited by great amount of PCR inhibitors in the

faecal samples and poor efficiency of DNA extraction.
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1 JOHDANTO

Brachyspira pilosicoli -bakteeri on suolistospirokeettoihin kuuluva spirokeettaripulin
taudinaiheuttaja, ja taloudellisesti sen suurimmat merkitykset aiheutuvat sikakasvattomoissa
tuotantotappioina. Spirokeettaripuli ilmenee porsaiden heikkona kasvuna ja huonona
rehuhydtysuhteena. B. pilosicoli -bakteerin ongelmallisuutta sikakasvatuksessa lisaa sen
vaikeaa havittdminen tiloilta ja sekatartunnat muiden taudinaiheuttajien kanssa. Tietdmys B.
pilosicoli -bakteerista on kasvanut vasta viime vuosikymmening, ja sen esiintyvyydesta seka
merkittdvyydestd taudinaiheuttajana eri eldinlajeilla on vield huomattavasti selvitettdvaa. B.
pilosicoli -bakteeri on Brachyspira-heimosta vasta toinen myds ihmisilld todettu

taudinaiheuttaja.

Brachyspira pilosicoli -bakteerin diagnostiikka on edistynyt padasiassa sikadysenterian
taudinaiheuttajan B. hyodysenteriae -bakteerin diagnostiikan kehittyessa. Perinteisessa
brakyspirojen lajidiagnostiikassa bakteerit on eristetty maljalle viljellystd ulostendytteests,
minka jalkeen lajimadaritys on tehty biokemiallisilla testeilla ja hemolyysiasteen vertailulla.
Diagnoosin suorittaminen maljaviljelylld vaatii kuitenkin huomattavasti aikaa (2-5 viikkoa),
laadukkaan ndytteen ja se ei kerro B. pilosicoli -bakteerin kohdalla tarkedd tietoa bakteerin
madrastd. Ulosteen bakteerin mé&arésta voitaisiin arvioida, onko B. pilosicoli -bakteeri
primaaritaudinaiheuttaja vai onko kyseessd sekatartunta toisen taudinaiheuttajan kanssa.
Viljelyssa lajiméaaritystd vaikeuttaa myds brakyspirojen sekakasvut ja bakteerikantojen véliset

biokemialliset poikkeavuudet.

Konventionaaliset PCR-menetelmat on todettu suurilla ndytemaarilla spesifisemmiksi kuin
maljaviljely B. pilosicoli -bakteerin toteamiseksi (Brooke 2003). Reaaliaikainen
kvantitatiivinen PCR-menetelmé suoraan ulostendytteestd mahdollistaisi nopean diagnoosin ja
antaisi lisdksi tiedon bakteerin maéarasta ulosteessa. Kvantitatiivisella PCR:Il& myos
laboratoriokontaminaatioriski laskee konventionaaliseen PCR:&an verrattuna, koska PCR-

reaktion jalkeen putkia ei tarvitse enda avata.

Taman tyon tavoitteena oli kehittd4 reaaliaikainen PCR-menetelma Brachyspira pilosicoli -
bakteerin kvantitatiiviseen osoittamiseen sikojen ulosteesta. Tavoitetilassa menetelman

spesifisyys olisi 100 %, detektiokynnys tunnettu ja menetelma rutiinik&ytdssa. Detektiorajan



olisi oltava viljelya herkempi ja tutkimuksen suorittaminen tulisi onnistua tunneissa verrattuna

viikkoja kestavaan maljaviljelyyn.

B. pilosicoli -bakteerin 16S rDNA eroaa muista tunnetuista brakyspiroista huomattavasti,
mika mahdollistaa lajispesifisen PCR:n kehittdmisen. Konventionaalisissa B. pilosicoli -PCR-
menetelmissé 16S rDNA -sekvenssin siséltdma uniikki TTTTTT-jakso on yleensa siséllytetty
toiseen alukkeeseen. Té&ssd tutkimuksessa suunniteltiin ja kehitettiin TTTTTT-jaksoon
spesifinen hybridisaatiokoetin ja sille soveltuvat alukkeet. Rinnalla kehitettiin 16S rDNA:n
myos realiaikaista PCR-menetelméa ilman koetinta, seka hydrolyysikoettimeen perustuvaa
menetelmaa 23S rDNA:Ile, mink& alukkeet tiedettiin spesifisiksi (Leser ym. 1997). Tama tyo
keskittyy naiden menetelmien kehitykseen ja testaukseen.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Brachyspira-bakteerit

Taksonomisesti Brachyspira-suvun bakteerit kuuluvat Spirochaetales-luokkaan ja sen sisalla
Brachyspiraceae-heimoon. Spirochaetales-luokka kasittad Brachyspiraceae-heimon liséksi
Spirochatetaceae- ja Leptospiraceae-heimot (Kuva 1) (Paster & Dewhirst 2000, Brooke 2003
mukaan). Suomessa tunnetuimpia spirokeettoja ovat ihmiselle borrelioosia aiheuttava
Borrelia burgdorferi ja kuppaa aiheuttava Treponema pallidum. Suomea l&mpimammissa
maissa leptospirat ovat huomattavia taudin aiheuttajia. Vaikka leptospirat ovat primaarisesti
eldinten patogeenejd, ovat tavallisimmat lajit kuitenkin zoonoottisia, kuten esimerkiksi L.
interrogans (Seppalda ym. 2003). Suomessa vakavaa kuumetautia leptospiroosia

diagnosoidaan korkeintaan pari kertaa vuodessa.

Brachyspira-suvun bakteerit ovat anaerobisia, 16yh&n spiraalin muotoisia suolistobakteereja
(Fossi 2000). Anaerobisuudestaan huolimatta brakyspiroille on mahdollista metaboloida
pieni& maaria happea NADH-oksidaasia kayttden, mik4 mahdollistaa bakteerien
selviytymisen my0s heikossa happialtistuksessa (Stanton 1997, Fossi 2006 mukaan).
Suolistospirokeetat ovat uniikin solurakenteen ja 4-28 periplasmisen flagellansa vuoksi
erittdin liikkkuvia bakteereja nestemaisessd, korkean viskositeetin ympéristossa (Holt ym.
1994, Brooke 2003 mukaan).

Brachyspira-suvun bakteereihin kuuluu taudinaiheuttajia sek& suoliston normaaliflooran
bakteereja. Brakyspiralajeista monen merkitys on vield epaselvé ja luultavasti kaikkia ei ole
vield l0ydetty tai méaéritetty erillisiksi lajeiksi. Brachyspira-suvun bakteerien tutkimus
kaynnistyi toden teolla vasta 1970-luvulla niiden eristys- ja viljelymenetelmien kehittymisen
myota (Fossi  2000). Brachyspira-suku siséltda télla hetkelld 16 tunnettua lajia

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Root), jotka on esitetty

kuvassa 1. Tunnetuin ja ensimmainen eristetty Brachyspira-suvun taudinaiheuttaja on B.

hyodysenteriae, joka aiheuttaa sikadysenteriaa.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Root
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Kuva 1. Spirochaetales-luokan sukupuu ja vuoteen 2013 mennessé tunnetut brakyspiralajit
(The NCBI taxonomy database).

2.1.1 Brachyspira hyodysenteriae

B. hyodysenteriae voi aiheuttaa verisen ja kuolioisen paksusuolitulenduksen sioilla eli
sikadysenterian (Fisher & Olander 1981, Fossi 2000 mukaan). Sikadysenteria on nuorten
sikojen tauti, ja se voi hoitamattomana aiheuttaa jopa 50 prosentin kuolleisuuden, mutta
kroonistuessaan tilalla tartunta yleensa vain heikentdd eldinten kasvua ja hyvinvointia.

Kliinisind oireina sairauden alussa ilmaantuu ripulia, johon mydhemmin sisdltyy verta.
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Ensimmaiset tieteelliset kuvaukset sikadysenteriasta tehtiin 1900-luvun alkupuolella, mutta
vasta vuonna 1971 Taylor & Alexander todistivat spirokeetan sikadysenterian aiheuttajaksi
tartutuskokeellaan. Sikadysenteriaa tavataan sikaloiden vitsauksena maailmanlaajuisesti, ja se
aiheuttaa huomattavia tuotantotappiota. Sikadysenteriaa tavataan my6s Suomessa, mutta

nykyisin enéa vain harvakseltaan.

B. hyodysenteriae -bakteerin péaaasiallinen iséntdeldin on sika, mutta kokeellisesti on
onnistuttu tartuttamaan useita eri eldinlajeja, muun muassa hiirid, marsuja ja kananpoikia
(Brooke 2003). Bakteerin tarttuminen voikin olla mahdollinen jonkin vektorin vélitykselld tai

suoralla fekaalialtistuksella.

Verrattuna suureen osaan muita brakyspiroja B. hyodysenteriae on poikkeavan voimakkaasti
hemolyyttinen eli punasoluja hajottava. Tama ominaisuus nakyy hyvin kasvatettaessa
bakteeria verta sisaltdvalla agarmaljalla. Bakteerikasvun ympériltd agar kirkastuu
lapindkyvéksi, kun taas muut brakyspiralajit aiheuttavat epataydellisen hemolyysin. VVoimakas

hemolyyttisyys on yksi bakteerin patogeenisuustekijoista.

B. hyodysenteriae -bakteerin havittamisté sikatiloilta vaikeuttaa sen kolonisoituminen myos
muihin eldimiin, ensi sijassa jyrsijoihin (Fossi 2000; Joens & Kinyon 1982). Bakteerin on
tutkimuksissa todettu myos sailyvan tartuntakykyisenda jopa seitsemén péivaa ulosteissa,
huolimatta sen anaerobisuudesta (Harris ym. 1999, Brooke 2003 mukaan). Tilojen
saneeraaminen bakteerista on kuitenkin mahdollista yhdistdmall4 antibioottihoitoa, tilojen
desinfiointia sekd yleistd hygieniatason kohotusta. Suomessa saneeraaminen on

paasaantoisesti onnistunut hyvin (Fossi 2000, Rabb 2003).

2.1.2 Muista brakyspiralajeista

Brachyspira innocens on nimensd mukaisesti ei-patogeeninen Brachyspira-suvun

suolistospirokeetta. Laji I0ydettiin sikadysenteriaa tutkittaessa, mutta jatkotutkimuksissa sen

ei ole todettu olevan taudinaiheuttaja (Kinyon & Harris 1979, Brooke 2003 mukaan).

Brachyspira innocens on yleisesti tavattu brakyspira sioilla.
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Brachyspira intermedia muistuttaa biokemiallisilta ominaisuuksiltaan B. hyodysenteriae
bakteeria, mutta eroaa siitd heikommin hemolysoivana. B. intermedia bakteeria on I6ydetty
sioilta ja siipikarjasta. Siipikarjalle B. intermedia on todistetusti patogeeni, aiheuttaen
heikentynyttd munien tuottoa (McLaren ym. 1997), mutta sialla bakteerin patogeenisyys on

viela kiistanalainen.

Brachyspira murdochii on yleisesti tavattava brakyspira terveilla sioilla, koe-eldinrotilla
(Trott ym. 1996) ja linnuilla (Skrzypczak ym. 2007). B. murdochii -bakteeria pidetéén sialla

potentiaalisena patogeenind (Jensen TK ym. 2005), mutta siitd tarvitaan viel& lis&a tutkimusta.

Brachyspira aalborgi on edelleen vajavaisesti tunnettu brakyspiralaji, vaikka se l6ydettiin jo
vuonna 1982 (Hovind-Hougen ym. 1982). B. aalborgi on morfologisesti melko helposti
erottuva muista tunnetuista brakyspiroista, ja sen erityispiirteend voidaan pitéa isantaeldinten
rajoittuminen ihmisiin ja muihin kadellisiin nisékkaisiin. Brachyspira aalborgi on ihmisen

suolistospiroketoosin yksi tunnettu aiheuttaja.

Brachyspira alvinipulli on siipikarjasta tavattu brakyspira. Sen on todettu aiheuttavan
altistuskokeissa kanoilla lievid suolisto-ongelmia (Swayne ym. 1995). Brachyspira pulli taas
on melko uusi brakyspira-16yto, joten siité tiedetddn viela hyvin vahan. Se eristettiin vuonna

1997 australialaisista kanoista (McLaren ym 1997) ja on mité ilmeisimmin ei-patogeeninen.

Brachyspira canis on koirista eristetty brakyspira, ja siitd tiedetddn vielda melko véhan.
Bakteeria on 16ydetty muun muassa terveista koiranpennuista, joten sen ei uskota kuuluvan
taudinaiheuttajiin (Oxberry & Hampson 2003). Bakteeri on eristetty myds useista

suomalaisista koirista (Skrzypczak ym. 2007).

Brachyspira suanatina on d&skettdin tunnistettu, B. hyodysenteriae -bakteerien tavoin
voimakkaasti hemolysoiva brakyspira, mutta geneettisesti dysenteriabakteerista selvasti
eroava. Sitd on todettu Ruotsissa sioilla ja sorsilla. Kokeellisesti se aiheuttaa sialla ripulia,

mutta ei yhta vakavaa tautia kuin B. hyodysenteriae (Rasback ym. 2007).

11



2.2 Brachyspira pilosicoli

Brachyspira pilosicoli on brakyspiroista pienimpid, vain 5-12 um pituudeltaan ja 0.19-0. 30
um halkaisijaltaan. Silla on myds muihin brakyspiroihin verrattuna vahemman periplasmisia
flagelloita (47 kpl) (Lee ym. 1993; Trott ym. 1996). Brachyspira pilosicoli -bakteeri omaa
rakenteeltaan Brachyspira-suvulle tyypillisen “’korkkiruuvi”’-muodon (Kuva 2). B. pilosicoli
kuuluu  heikosti  B-hemolyyttisiin  suolistospirokeettoihin ~ (WBHIS),  useimpien

brakyspiralajien kaltaisesti.

Kuva 2. Brachyspira pilosicoli -bakteereja kuvattuna faasikontrastimikroskoopilla (Trott ym.
1996). Kuvassa palkin pituus 7 pum.

Brachyspira pilosicoli -bakteerilla on vérikds nimihistoria. Vuonna 1993 eristettiin uusi
brakyspiralaji, joka erottui silloin tunnetuista B. hyodysenteriae ja B. innocens -lajeista. (Lee
ym. 1993). Bakteeri nimettiin talléin Anguillina coli -bakteeriksi, kunnes vuonna 1996 16S
rDNA:n analyysilla se palautettiin silloisiin Serpulina-suvun bakteereihin nimelld Serpulina

pilosicoli. Nykyisin Serpulina-suvun bakteerit on yhdistetty Brachyspira-sukuun.
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2.2.1 Epidemiologia

Brachyspira pilosicoli on tunnettuna taudin aiheuttajana melko tuore, koska vasta vuonna
1980 Taylor ym. osoittivat heikosti B-hemolyyttisen brakyspiran aiheuttavan ripulia sioilla.
Tatd ennen brakyspiroista oli tunnettu taudin aiheuttajana vain B. hyodysenteriae. (Fossi
2000).

Brachyspira pilosicoli -bakteerilla on suolistospirokeetoista laajin isdntakirjo ja sitd on
eristetty useista koti- ja villieldimisté. (Trott 1996). Brachyspira pilosicoli -bakteerin on myos
Brachyspira aalborgi -bakteerin ohella todettu aiheuttavan ihmiselle suolistospiroketoosia
(HIS). Tartunta eldinlajeista toiseen on mahdollinen ja tapahtuu yleensd ulosteella

kontaminoituneesta ravinnosta tai vedesta.

2.2.2 PIS (Porcine Intestinal Spirochaetosis)

Brachyspira pilosicoli -bakteerin aiheuttamaa spirokeettaripulia on tutkittu eniten sioilla ja se
tunnistettiinkin  omaksi taudikseen 1980-luvulla (Taylor 1980, Fossi 2000 mukaan).
Spirokeettaripuli on sikadysenteriaa lievempi ja yleensd se ei aiheuta kuolleisuutta (Fossi
2000). Spirokeettaripuli aiheuttaa kuitenkin huomattavia taloudellisia tappioita hidastamalla
sikojen kasvua ja heikentamalla rehuhyotysuhdetta.

Spirokeettaripuli ilmenee yleenséd vetisena ripulina, jonka oletetaan liittyvan B. pilosicoli -
bakteerin kertymisestd suoliston pinnalle, jolloin passiivinen nesteiden imeytyminen estyy
(Hampson & Trott 1995, Brooke 2003 mukaan). B. pilosicoli -bakteerin virulenssitekijat ovat
kuitenkin vield hyvin epdaselvat ja vaativat lisatutkimuksia. Spirokeettaripulia voi pahentaa
sekatartunnat muiden bakteerien kanssa, esimerkiksi Salmonella- ja Yersinia-suvun bakteerit
(Thomson ym. 1998), seka Lawsonia intracellularis -bakteeri (Jacobson ym 2003, Fossi 2003

mukaan).
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Spirokeettaripulin  aiheuttajaa Brachyspira pilosicoli -bakteeria tavataan sikaloissa
maailmanlaajuisesti. Suomessa vuonna 1997 tehdyssa tutkimuksessa 14:sta sikalasta 50:sta

I0ydettiin Brachyspira pilosicoli -bakteeria (Heinonen ym. 2000).

Brachyspira pilosicoli -bakteerin eradikaatio yksittaisestd sikalasta on huomattavasti
vaikeampaa kuin B. hyodysenteriae -bakteerin (Duhamel ym. 1998). Syitd voi olla muun
muassa se, ettd B. pilosicoli on enemman happea ja pH:n vaihteluita kestdva kuin B.
hyodysenteriae. Brachyspira pilosicoli -bakteeria voidaan torjua useilla antibiooteilla, mutta
antibioottihoito tulee yhdistdd muihin puhdistaviin toimenpiteisiin, koska infektion
uusiutumisen vaara on suuri. Suomessa tehdyssé raportoidussa B. pilosicoli -saneerauksessa

onnistuttiin hyvin. (Fossi ym. 2001).

2.2.3 HIS (Human Intestinal Spirochaetosis)

Ihmisen suolistospiroketoosilla (HIS) on kaksi tunnettua aiheuttajaa: B. pilosicoli ja B.
aalborgi. B. aalborgi -bakteeri on taudinaiheuttajana yleisempi kehittyneissa maissa ja B.
pilosicoli -bakteeri kehitysmaissa, joissa ihminen el kotieldinten kanssa hyvin l&heisesti ja
puhtaan veden saanti on heikkoa (Brooke 2003). lhmisen suolistospiroketoosin yleisyys
vaihtelee huomattavasti maakohtaisesti, mikd johtunee ainakin osin siitd, ettd bakteerin

tunnettuus vaihtelee eri maissa. Tautia on kuitenkin todettu maailmanlaajuisesti.

Kehittyneissa maissa suolistospiroketoosia tavataan yleensa ihmisilla, joilla on entuudestaan
heikentynyt immuniteetti. Suolistospirokeettoja tavataankin ihmisilld, joilla on jokin muu
perustauti, esimerkiksi AIDS (Lindboe ym. 1993; Lee & Hampson 1994, Fossi 2000
mukaan). Homoseksuaalisilla miehill& suolistospirokeettoja tavataan myods muuta vaesttd
useammin, minka oletetaan johtuvan suolen mekaanisista vaurioista ja bakteerin helposta
leviamisestd anal-oral-seksuaalisessa kanssakdymisessd (Law ym. 1994, Brooke 2003
mukaan). My0s maahanmuuttajat tuovat varsinkin B. pilosicoli -bakteeria mukanansa

kehittyneihin maihin.

Kehitysmaissa suolistospirokeettoja tavataan ihmisilla ilman heikentynyttd immuniteettiakin.

Kehitysmaissa bakteerin levidmisen syy on usein ulosteella kontaminoitunut vesi tai ravinto.
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B. pilosicoli -bakteerin laajan isantéspektrin oletetaan olevan osasyyllinen tartuntoihin, ja
bakteerin zoonoottisuus onkin térked tulevaisuuden tutkimuksen kohde. Merkittavimman
tartuntariskin aiheuttaa kuitenkin jonkun perheenjasenen infektio (Munshi ym. 2004, Smith
2005 mukaan).

Valtaosa B. pilosicoli- ja B. aalborgi -infektioista ihmiselld on oireettomia (Smith 2005).
Ihmisen suolistospiroketoosiin sairastuneella yleisia oireita ovat vatsakipu ja verensekainen
ripuli (Harland & Lee 1967). Pahimmillaan suolistospiroketoosi voi oireilla pitkéan,
kuukausia tai jopa vuosia, aiheuttaen painon laskua. Spirokeetat ovat kuitenkin usein ihmisen

taudinaiheuttajina ”vahinkoloydoksia™ niiden huonon tuntemuksen vuoksi.

2.2.4 Brachyspira pilosicoli muilla el&inlajeilla

Brakyspiroja on tavattu lukuisista muistakin eldinlajeista kuin ihmisiltd ja sioilta.
Taloudellisesti merkittavimpana B. pilosicoli -bakteerin aiheuttamana sairautena muilla
elaimilla voidaan pitaa siipikarjan suolistospiroketoosia AIS (avian intestinal spirochaetosis).
Siipikarjalla B. pilosicoli -bakteeria on tavattu muun muassa Australiassa (McLaren ym.
1997), sekd myos &skettdin Suomessa tarhatuilla ankoilla ja sorsilla (Skrzypczak ym 2007)
AIS:n aiheuttaja voi olla myds muu brakyspira, esimerkiksi. B. intermedia tai B. alvinipulli.
Sairauden oletetaan olevan melko yleinen ja varsin alidiagnosoitu (Smith 2005). Kanoilla
spiroketoosin yleisimpia oireita on véhentynyt muniminen ja munien laadun laskeminen.

AlS:lla uskotaan olevan suuria taloudellisia vaikutuksia siipikarjataloudessa.

Brachyspira pilosicoli -bakteeria on 16ydetty my6s koirista Ruotsissa ja Australiassa tehdyissa
tutkimuksissa  (Fossi  2000), sek& myds Suomessa (Skrzypczak ym. 2007).
Suolistospiroketoosi oireilee nuorilla pennuilla kroonisena ripulina, mutta aikuiset yksil6t
voivat olla oireettomia kantajia. Koiria pidetddn mahdollisena riskina tartuttaa B. pilosicoli

bakteeria myds ihmisiin (Smith 2005).

Luonnonvaraisista linnuista on 16ydetty myds B. pilosicoli -bakteeria. Linnut muodostavatkin
suuren uhkatekijan siipikarja- ja sikatiloille B. pilosicoli -bakteerin tartunnan suhteen

(Oxberry ym. 1998, Smith 2005 mukaan). Luonnonvaraisten lintujen pel&td&n kontaminoivan
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tilojen ruoka- ja vesivarastoja. Suora tartunta ihmiseen on my6ds mahdollinen riistalintuja

kasitellessa.

Brachyspira pilosicoli -bakteerin yleisyydestd jyrsijoissa on véhén tutkimustietoa, mutta
bakteeria on kuitenkin 16ydetty muun muassa lemmikkihamsterista (Helie ym. 2000).
Brachyspira pilosicoli -bakteeria eristetddn jatkuvasti uusista eldinlajeista, ja sitd on

[6ydettykin muun muassa hevosesta (Hampson ym. 2006).

2.2.5 Tutkimusmenetelmia

B. pilosicoli -bakteerin tutkimusmenetelmien kehitys on yhteydessd suuresti B.
hyodysenteriae -bakteerin  menetelmien kehitykseen. B. hyodysenteriae -bakteerin
viljelymenetelmien kehittyminen on edistéanyt kaikkien brakyspirojen diagnostiikkaa.

Perinteisesti ihmisen suolistospiroketoosi on todettu histologisesta nédytteestd, jossa suoliston
pinnalle on kertynyt tiiviiksi kerrokseksi spirokeettoja (Kuvat 3 ja 4). Tata ilmiota kutsutaan

”false brush border”:iksi, mutta ilmi0 joudutaan vield varmistamaan muilla menetelmilla

spirokeettojen aiheuttamaksi (Kraaz ym. 2000).

Kuva 3. HE-vérjatyssa suolistoleikkeessa mikro-organismien muodostama hapsotus eli false
brush border” (Kraaz ym. 2000).

16



Kuva 4. Lépivalaisuelektronimikroskoopin kuva ”false brush border”:ista 11000 X
suurennoksella. B. aalborgi -bakteereja kiinnittyneinéd takaosastaan suolistoepiteelin pintaan
(Kraaz ym. 2000).

Mikrobiologisesti brakyspiroja on tutkittu viljelemalla ulostendytteita maljalle, josta bakteeri
on sitten eristetty. Yleisesti kdytdssa oleva kasvatusmedium on selektiivinen CVSBA
(kolistiinia, vankomysiinia ja spektinomysiinia siséltdvd veriagar), joka soveltuu kaikkien
sioilla tavattavien brakyspirojen etsintddn (Jenkinson & Wingar 1981, Fossi 2006 mukaan).
Maljan pintaan tehdéan viiltoja ennen viljelyd, mikd mahdollistaa spirokeettojen liikkumisen
viiltoja pitkin pois ulostendytteesta (Olson 1996). Viilloilla saavutetaan nopeammin puhtaat

jatkoviljelyt. (Kuva 5.)
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Kuva 5. B. pilosicoli -bakteerin kasvu porsaan ulostendytteesta. a. Ulostendyteviljely kolmen
paivén anaerobisen 42 °C inkuboinnin jalkeen CVSBA-maljalla b. B. pilosicoli -bakteeri
yltanyt kasvussaan maljalle tehtyjen viiltojen paéhén. (Fossi 2006.)

Brakyspirat kasvavat maljalla ulkonééllisesti hyvin lahella toisiaan, jolloin lajin méaéritys
(fenotyypitys) on tehty biokemiallisilla testeilld ja hemolyysiasteen vertailulla (Taulukko 1)
(Fellstrom & Gunnarson 1995; Fossi 2006). Maljalle viljelyn ja sitd seuraavan biokemiallisiin
ominaisuuksiin perustuvan fenotyypityksen heikkoutena on kuitenkin niiden pitk&kestoisuus

ja tyoteliaisyys.
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Taulukko 1. Brachyspira-bakteerien tarkeimmat biokemialliset erottelutestit ja hemolyysin
vertailu

Laji B-hemolyysi Indoli Hippuraatti  a-Galaktosidaasi B-Glukosidaasi  D-riboosi
B.
++ + - - + -
hyodysenteriae
B. pilosicoli + - +/- +/- - +
B. intermedia + + - - + -
B. murdochii + - - - + -
B. innocens + - - + + -

Useita uusia menetelmida B. pilosicoli -bakteerin ja muiden brakyspirojen nopeampaan
diagnostiikkaan on kehitetty, mutta useiden ongelmana on ollut niiden sopimattomuus
arkipéivaiseen diagnostiikkaan, esimerkiksi FISH (Fluorescent in situ hybridization)
(Podzorski & Persing 1995). Taman menetelméd etuna olisi bakteerin paikallistaminen
kudoksessa, mutta menetelman herkkyydessa ei ole péaésty B. pilosicoli -bakteerilla viljelyn
tasolle (Jensen 2005, Fossi 2006 mukaan).

B. pilosicoli -bakteerille on kehitetty myds useita PCR-menetelmia. Menetelmissé on kéytetty
kohteena bakteerin 16S rDNA:ta (Kraaz ym. 2000), 23S rDNA:ta (Leser ym. 1997) ja
NADH-oksidaasin (nox) geenid (Atyeo ym. 1999). B. pilosicoli -kantojen antigeenisesta
moninaisuudesta johtuen B. pilosicoli -bakteerille ei ole vield kaytossa serologista

diagnostiikkamenetelmaa (Lee & Hampson 1999, Fossi 2006 mukaan).

Brakyspira-bakteereille tehd&an alatyypityksid useilla eri menetelmilld, kuten MLEE
(multilocus enzyme electrophoresis), AFLP (amplified fragment lenght polymorphism
analysis) ja PFGE (pulsed-field gel electrophoresis). B. pilosicoli -bakteerille on erityisen
hyvéksi todettu PFGE, koska sen DNA ei haitallisesti hajoa prosessissa, kuten muilla

brakyspiralajeilla on todettu tapahtuvan (Fossi ym. 2003; Rashack ym. 2007).
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Eri elainlajeilta eristettyja B. pilosicoli -bakteereiksi epailtyja kantoja on vertailtu
sekvensoimalla bakteerin 16S rDNA:ta (Stanton ym. 1996). Eldinlajin sisélla talla
menetelmalla ei ole epidemiologista merkitystd, koska 16S rDNA:n sekvenssien vililla ei ole

riittavia eroja.
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3 TYONTAVOITTEET

Tyon kokeellinen osuus tehtiin osana Eldinlaékinta- ja elintarviketutkimuslaitoksen (EELA,
nyk. Elintarviketurvallisuusvirasto Evira) laajempaa hanketta ”Ripulia aiheuttavat brakyspira-
bakteeritartunnat suomalaisilla kotielaimilla 2002-2004” (Maatilatalouden kehittdmisrahasto
(MAKERA)), jossa kehitettiin Brachyspira-suvun bakteerien lajidiagnostiikkaa.

Tyon tavoitteena oli kehittad reaaliaikainen PCR-menetelméa Brachyspira pilosicoli -bakteerin

kvantitatiiviseen osoittamiseen sikojen ulosteesta.

4 MATERIAALIT JAMENETELMAT

4.1 Bakteerikannat ja naytteet

Brachyspira pilosicoli -spesifisten alukkeiden ja koettimien testaukseen, sekda menetelman
optimointiin kaytettiin Brachyspira pilosicoli ATCC 51139 -kantaa (American Type Culture
Collection), kolmea Brachyspira hyodysenteriae -kantaa (ATCC 31212, 27164, 49887), sek&
Brachyspira intermedia ATCC 51140, Brachyspira innocens ATCC 29796 ja Brachyspira
murdochii ATCC 700173 -kantoja.

Kliinisid ulostendytteita tutkittiin 10 kpl tilalta, jossa tiedettiin olleen Brachyspira pilosicoli -
bakteeria. Naytteista viisi oli noin 25 kg:n painoisista, vieroitetuista porsaista, ja viisi noin

45-55 Kkg:n painoisista lihasioista. Elaimilla ei ollut naytteenottohetkelld selvia ripulioireita.

Néytteet késiteltiin vuorokauden sisalla niiden saapumisesta ja séilytettiin jadkaapissa.

4.2 DNA:Nn eristaminen bakteereista

B. pilosicoli -bakteerin ja negatiivisten kontrollibakteerikantojen DNA:ta eristettiin suoraan

viljelymaljoilta kaytettdvaksi menetelmdn optimointiin. Saadulla DNA:lla testattiin
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alukkeiden ja koettimien spesifisyys, mééritettiin ajo-olosuhteet ja optimaaliset reagenssien

pitoisuudet.

Tutkimuksessa kaytetyt kannat sdilytettiin EELA:n -70 °C -pakastimessa. Viljely pakkasesta
tapahtui FAA-elatusaineelle (fastidious anaerobe agar), jonka jalkeen viljeltyja maljoja
inkuboitiin 42 °C:ssa anaerobisissa olosuhteissa 4-7 vrk.

DNA eristettiin kaupallisella QlAamp DNA Mini Kitilld (Qiagen) valmistajan ohjeen
mukaan. Eristetyn DNA:n puhtaus ja pitoisuus tutkittiin spektrofotometrilla (Ultrospec 2000,
Pharmasia Biotech). Konsentraatio varmistettiin silmédmaéraisesti agaroosigeelielektroforeesin

avulla ajaen 5 ul DNA-eluaattia geelille.

4.3 DNA:Nn eristaminen ulosteesta

DNA:n eristykseen ulostendytteista kaytettiin kaupallista QlAamp DNA Stool Mini Kit -
reagenssipakkausta (Qiagen). Pakkauksen avulla oli mahdollista saada kvantitatiiviseen
PCR:&én soveltuvaa DNA:ta. Pakkaus on erityisesti suunniteltu ulostendytteita varten, joissa
on paljon PCR-reaktiota hairitsevia komponentteja. Ulostendytteistd punnittiin 200 mg

ulostetta ja DNA eristettiin DNA Stool Mini Kitin ohjeen mukaan.

Kliinisten néytteiden lisaksi kéytettiin Brachyspira pilosicoli -bakteerista vapaata sian
ulostetta standardien ja negatiivikontrollien valmistamiseen. Kaytetty uloste oli aikaisemmin

todettu EELA:n tutkimuksissa negatiiviseksi, ja sité oli sailytetty - 20 °C -pakastimessa.

Standardinaytteet valmistettiin Brachyspira pilosicoli -bakteerin liemiviljelysta. Bakteeria
istutettiin 10 pl kertakdyttosilmukan toista puolta kayttden 10 ml:aan BHI-lient& (brain heart
infusion), joka sekoitettiin erittain hyvin. Valittomasti tasta putkesta otettiin naytettd 0,5 ml:aa
10 ml:aan BHI-fetaalivasikanseerumiputkeen (10 % fetaalivasikanseerumi), mink& jalkeen
lientd kasvatettiin 37 °C:ssa anaerobisissa olosuhteissa magneettisekoituksella. Bakteerin
kasvutiheyttd seurattiin Birker-kammiolla laskemalla seuraavina pdivind (3-4 paivas).
Samalla tarkasteltiin my0s bakteerien liikkuvuutta, kerélle menoa ja mahdollista

kontaminoitumista muilla  bakteereilla. Bakteerien kasvatusliemestd laimennettiin
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standardeihin sopivat bakteeritiheydet 0,9 % NaCl:iin. Laimennukset suunniteltiin niin, ettd
200 mg:aan Brachyspira pilosicoli -bakteerista vapaata ulostetta lisattiin 2 pl haluttua
laimennusta (Taulukko 2). Kaikista standardeista tehtiin rinnakkaiset naytteet ja DNA

eristettiin DNA Stool Mini Kitilld ohjeen mukaisesti.

Taulukko 2. Liemikasvatuksella valmistetut bakteerisuspensiot ja standardindytteiden
bakteeripitoisuus.

bakteerisuspensio (bakt. / | maara | puhdas uloste | B. pilosicoli -pitoisuus naytteessa
pl) () | (mg) (bakt. / mg)

1000000 2 200 10000

100000 2 200 1000

10000 2 200 100

1000 2 200 10

4.4 Reaaliaikainen PCR

4.4.1 PCR-alukkeiden ja koettimien suunnittelu

B. pilosicoli eroaa fylogeneettisesti muista tunnetuista Brachyspira-suvun lajeista enemman
kuin muut brakyspirat keskendan, mika helpottaa lajispesifisten PCR-sovellusten kehittdmista
(Park ym. 1995, Stanton ym. 1996, Pettersson ym. 1996). Monistuskohteina PCR:ssa on
kaytetty 16S rDNA:ta ja 23S rDNA:ta. Téssd tutkimuksessa suunniteltiin alukkeet ja
spesifinen hybridisaatiokoetin B. pilosicoli -bakteerin 16S rDNA:lle ja hydrolyysikoetin 23S
rDNA:Ile.

Brachyspira pilosicoli -bakteerin 16S rDNA -sekvenssi sisaltdd uniikin TTTTTT-jakson

(Kuva 6), joka konventionaalisessa B. pilosicoli -PCR:ssd on yleensa sisallytetty toiseen
alukkeeseen.
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171

Brachyspira pilosicoli GCTACATAAG TAGAGTAGAG GAAAGTT--T TTTCGCTTCA
Brachyspira hyodysenteriae  GCTACATAAG TAGAGTAGAG GAAAGGAGCA ATCCGCTTTA
Brachyspira murdochii GCTACACAAG TAGAGTAGAG GAAAGGAGCG ATCCGCTTTA

Kuva 6. B. pilosicolin 16S rDNA TTTTTT-jakson erottuminen muista brakyspiroista.

Tassa tyossa TTTTTT-jaksoon suunniteltiin spesifinen hybridisaatiokoetin ja sille toimivat
alukkeet. Ideaalitilanteessa sekd alukkeet ja niille suunniteltu koetin olisivat B. pilosicoli -
spesifiset. Alukkeita suunnitellessa lahtokohtana oli saada PCR-tuotteen maksimikooksi noin
200 bp ja siséltdmaan uniikin TTTTTT-jakson. Sopivia alukkeita haettiin Primer3-ohjelmalla

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), jonka tarjoamia alukepareja

otettiin jatkotarkasteluihin. Alukkeiden valintaan vaikuttivat sopivan sulamislammon
maadrittdminen ja dimeerien muodostumisen vélttdminen, mita tarkasteltiin Beacon Designer
2.0 (Premier Biosoft International)- ja Oligonucleotide Analyzer

(http://www.rnature.com/oligonucleotide.html) -ohjelmilla. Valituilla alukepareilla tehtiin

haut Blastilla (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), jolla varmistettiin, ettd alukkeet eivét

monista ei toivottujen bakteerien DNA:ta.

Alukkeiden valinnan jalkeen suunniteltiin PCR-tuotteen siséltamadn TTTTTT-jaksoon
hybridisaatiokoetin. Koettimen tulee olla spesifinen B. pilosicoli -bakteerille, ja
sulamislammon on oltava noin 5-10 °C korkeampi kuin alukkeilla. Hybridisaatiokoettimen
osien viélille tulee jaadd 1-5 nukleotidia FRET-ilmion (fluorescence resonance energy
transfer) mahdollistamiseksi. Braall- ja Brapilo-alukkeille suunnitellussa Pilo-koettimessa

osien valiin ja& kaksi emasta (Kuva 7).
IiIman koetinta kaytettavaksi suunniteltiin SP Pitké -alukkeet, joiden F-osa sijoittuu osittain B.

pilosicoli -bakteerin TTTTTT-jaksoon (Kuva 7). PCR-tuote detektoitiin kaksisdikeiseen
DNA:han sitoutuvalla SYBR Green -varilla.
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1 tgatcctggce tcagagcgaa cgttggegat gegtcttaag catgcaagte gagegggctt

»

61 attcgggcaa ctggataagt tagcggegaa ctggtgagta acacgtaggt aatctgecgt

—_—
121 gaagtggggg ataacccatg gaaacatgga ctaataccgc atatactctt getacataag

181 tagagtagag gaaagttttt tcgcttcacg atgagcectge ggectattag cctgttggta

P
<

241 gggtaatggce ctaccaaage tacgataggt agecgaccty agagggtgac cggecacatt
301 gggactgaga tacggcccag actcctacgg gaggcageag ctgagaatct tccacaatgg
361 acgaaagtct gatggagcga catcgegtga gggatgaagg cettcgggtt gtaaaccteg

421 gaaattatcg aagaatgagt gacagtagat aatgtaagcc tcggctaact acgtgecage

Brapilo F 5> GGTAATCTGCCGTGAAGTGG ¥’ —
R 5> CTCAGGTCGGCTACCTATCG 3’ D
Braall F 5> GCGAACTGGTGAGTAACACG ¥’ —
R 5> CTCAGGTCGGCTACCTATCG 3’ +—

SP Pitkda F 5’ TGCTACATAAGTAGAGTAGAGGAAAGTTTTT 3’
R 5> TCGCTCCATCAGACTTTCG 3’

Pilo Pilo 1 5’TGCTACATAAGTAGAGTAGAGGAAAGTTTTTTCG-
(fluoreskiini) 3’

Pilo 2 5°(Red640)TCACGATGAGCCTGCGGC 3°

Kuva 7. Brachyspira pilosicoli -bakteerin 16S rDNA (AY155458) ja siihen suunnitellut
alukkeet ja koettimet.
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Tyodssa suunniteltiin - myds hydrolyysikoetin  B. pilosicoli -bakteerin 23S rDNA:lle.

Menetelmaédn valittiin jo kaytossa olevat SP 23S -alukkeet (Leser ym. 1997), joille

suunniteltiin Beacon Desinger 2.0 -ohjelmalla koetin Pilo 23sTaq (Kuva 8).

B. pilosicoli
B. innocens

B. hyodysenteriae

B. pilosicoli
B. innocens

B.hyodysenteriae

B. pilosicoli
B.innocens

B. hyodysenteriae

SP 23S

Pilo 23sTaq

»
»

TTGCGTACGCGAGGTGATGGTTATCCTCGTCGAATAGCCGAGACTTGTGGTGAGTAAAAT
TTGCGTACGCGTTAGATTGGTAGATAACGTCAAACAGTTTAGACTTGTGATGAGTAAAAT
TTATGTACGCGTTAGATTGGTAGATAACGTCAAACAGTTTAGACTTGAGGTGAGTAAAAT

GCTTGCTGCTTTAAGGTTGAGG TGGATAGTGACTGGGCTTTCGGGTTCAGGAAGTTGCG
GCTTGTTGCTTTAAGGTTGAGGCTGGATAGTGACTGGGCTTTCGGGTTCAGGAAGTTGCG

GCTTGCTTCTTTAAGGTTGAGGCTGGATAGTGACTGGGCTTTCGGGTTCAGGAAGTTGCA

&

TGAATTAGGCTGTTTAGAAATAATTCCTAAGGTTAGGCATATTATAATTGTACCGCAAAC

TGAGCTAGGCTGTCGAGAAATAATTTTTAAGGTTAGGCATGTCATAATTGTACCGCAAAC
TGAGCTAGGCTGTCGAGAAATAATTTTTAAGGTTAGGCATGTCATAATTGTACCGCAAAC

F 5> AGGTGATGGTTATCCTC 3’ >
R 5 AACCTTAGGAATTATTTCTAA 3° +—
5’(FAM)CCCGAAAGCCCAGTCACTATCCACC 3* o—

Kuva 8. SP 23S -alukkeiden ja Pilo 23sTaq -koettimen sijoittuminen B. pilosicoli -bakteerin
23S rDNA:han (U72703) seké vertailu B. innocens (U72700) ja B. hyodysenteriae (U72699) -
bakteerien sekvensseihin.
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4.4.2 Alukkeiden ja koettimien testaus

Suunniteltujen alukkeiden testaus aloitettiin kvalitatiivisella konventionaalisella PCR-
laitteella. Optimaalisia olosuhteita haettiin vaihtelemalla Mg?*-ionikonsentraatiota ja
alukkeiden kiinnittymislampdtilaa. MgCl,:n madréa vaihtelemalla selvitettiin  dimeerien
muodostumista ja alukkeiden epdspesifistd sitoutumista. Kvalitatiiviset PCR-monistukset
tehtiin paasaantoisesti 25 ul:n reaktiotilavuudessa, jossa oli 0,2 mM dNTP-seos (Finnzymes)
ja 10 x puskuria (Qiagen) lisattynd lopulliseksi 1 x pitoisuudeksi. Reaktiotilavuus
tdydennettiin steriililld Molecular Grade -vedelld (Eppendorf), jota kaytettiin myos
negatiivikontrollina jokaisessa monistuksessa. Tuotteet ajettiin lopuksi etidiumbromidia

sisdltavalle 2 % agaroosigeelille ja kuvattiin UV-valossa.

Kvalitatiivisesta PCR:std saatuja tietoja hyvéksikéyttden aloitettiin  kvantitatiivisen
reaaliaikaisen PCR-reaktion optimointi. Reaktiotilavuutena kaytettiin 20 pl ja laitteistona

toimi Rotor-Gene 2000 (Corbett Research).

Alukkeita testattiin ensin fluoresoivaa SYBR Green -vdriainetta kayttamalla, jolloin laite
mittaa Kkaksijuosteisen DNA:n maarad ekstensiovaiheen jalkeen. Kaikki reaktioseokset
sisdlsivat 0,2 mM dNTP (Finnzymes), 1 x SYBR Green ja 10 x puskuria (Qiagen) lisattyna
lopulliseksi 1 x pitoisuudeksi. Rotor-Gene 2000 -laitteella SYBR Greenin detektioon
kaytettiin Sybr-kanavaa (470nm-585hp).

Kvantitatiivisen PCR-laitteiston asetukset optimoitiin molemmille suunnitelluille koettimille
yhdesséd alukkeiden kanssa. Koettimien testauksen loppuvaiheessa, standardisuorien
yhteydessd, siirryttiin kdyttaméaan QuantiTech Probe PCR Master Mix (Qiagen) -seosta, joka

sisaltdd PCR-reaktioon tarvittavat komponentit.

4.4.2.1 Brapilo- ja Braall-alukkeet seka Pilo-hybridisaatiokoetin

Pilo-hybridisaatiokoettimen toiminta perustuu FRET-ilmidon (fluorescence resonance energy

transfer), jolloin kaksiosaisen koettimen sitouduttua paikoilleen tapahtuu energian siirtymista
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osien valilla. Energiaa luovuttavan osan emittoima fluoresointi siirtyy vastaanottavalle osalle,
jonka fluoresointia mittaamalla kohde-DNA:n madréstd saadaan kuva. Pilo-koettimen
ensimmdisen osan (donor probe) 3’-pddssa on fluoreskeiini, joka luovuttaa energiaa
jalkimmadisen koettimen (acceptor probe) 5’-pdédssa olevalla Red 640 -fluoresoivalle aineelle.
Rotor-Gene 2000 -laitteella Pilo-koettimen detektioon kaytettiin Fret-kanavaa (470 nm-660

hp) emission mittaamiseksi.

Braall- ja Brapilo-alukkeiden testaaminen aloitettiin optimaalisen kiinnittymislampétilan
selvittamiselld ~ konventionaalisella  PCR:lI&. Ohjelmassa testattiin 10  eri
kiinnittymislampdétilaa  valilta 49 °C-65 °C. Entsyymid HotStarTag (Qiagen) oli
reaktioseoksessa 0,02 U/ul, alukkeita 0,6 uM, MgCl;:a 3 mM ja templaattina 20 ng B.
pilosicoli ja B. hyodysenteriae -bakteerien eristettyd DNA:ta rinnakkaisina naytteina.
Monistus suoritettiin T-Gradient Thermocycler (Whatman Biometra) -laitteella ohjelmalla 1
sykli 95 °C 15 min, 30 syklid [94 °C 1 min; 49 °C—65 °C 1 min; 72 °C 5 min], 1 sykli 72°C 5

min.

Alukkeiden optimaalisen Kiinnittymislampdtilan selvittdmisen jélkeen aloitettiin testaaminen
kvantitatiivisessa PCR:ssd. Alukkeita testattiin ilman koetinta SYBR Green -vériaineella
ohjelmalla 1 sykli 95 °C 15 min, 40 syklid [95 °C 20 s; 58 °C 20 s; 72 °C 15 g].
Reaktioseoksessa (25 ul) oli entsyymia HotStarTag 0,02 U/ul, MgCl, 3 mM, alukkeita 0,6
uM ja naytteind B. pilosicoli ja B. hyodysenteriae -bakteerien DNA:ta (10 ng, 1 ng ja 0,1 ng).

SYBR Greenilld jatkettiin  alukkeiden optimaalisen  pitoisuuden  madrittdmista
reaktioseoksessa tekemallda alukelaimennussarjat Brapilo- ja Braall-alukkeilla. Alukkeista
testattiin pitoisuudet 0,6 uM, 0,36 uM, 0,24 uM ja 0,12 uM, muuten reaktioseos ja ohjelma
pidettiin muuttumattomina. Naytteina oli 1 ng B. pilosicoli seka B. hyodysenteriae -bakteerien
DNA:ta.

Alukkeiden optimaalisten kiinnittymislampotilojen ja  reaktioseoksen pitoisuuksien
méaérittdmisen jalkeen testattiin herkkyyttd kahdella eri entsyymilld. Herkkyyden
madritykseen kéytettiin  DyNAzyme (Finnzymes) ja Tag DNA polymerase (Qiagen)
entsyymeja 0.02 U/ul reaktioseoksessa. Seka B. pilosicoli ettd B. hyodysenteriae -bakteerien

DNA:sta tehtiin laimennukset, joista otettiin ndytteiksi kuusi eri ndytemaaraa (10 ng, 1 ng, 0,1
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ng, 0,01 ng 0,001 ng ja 0,0001 ng/reaktio). Reaktioseoksessa oli MgCl,-konsentraatio 3 mM
(DyNAzyme) tai 4mM (Taq), alukkeita 0,6 uM ja ajo-ohjelma pysyi muuten samana, mutta

alkudenaturaatio oli 5 min.

Pilo-hybridisaatiokoettimen testaus aloitettiin Braall- ja Brapilo-alukkeille mééritetyilla
optimiolosuhteilla. Nayttein& oli 1 ng B. pilosicoli ja B. hyodysenteriae -bakteerien DNA:ta.
Brapilo-alukkeiden pitoisuutena kaytettiin 0,15 uM ja koettimen molempien osien 0,5 uM.
Ohjelmana oli 1 sykli 95 °C 15 min, 40 syklid [95 °C 20 s; 50 °C 30 s; 72 °C 20 s]. Koettimen
testauksessa Braall-alukkeiden kanssa alukkeiden pitoisuus oli 0,6 pM ja koettimen
molempien osien 0,4 uM. Ohjelmana Braall-alukkeiden kanssa oli 1 sykli 95 °C 15 min, 45
syklid [95 °C 20 s; 60 °C 20 s; 72 °C 20 s]. Braall-alukkeiden kanssa testaus toistettiin
pienentdmélld alukkeiden konsentraatiota (0,15 pM) ja nostamalla Pilo-koettimen
konsentraatiota (0,5 uM). Ohjelmana oli 1 sykli 95 °C 15 min; 40 sykli& [95 °C 20 s; 60 °C 30
s; 72°C 25 5].

Koska Braall-alukkeet toimivat Pilo-koettimen kanssa Brapilo-alukkeita paremmin, jatkettiin
optimointia Braall-alukkeilla. Braall-alukkeet ja Pilo-koettimen sisaltavaan reaktioseokseen
tehtiin MgCl,-sarja, jossa testattiin neljad eri konsentraatiota (1,5 mM, 2 mM, 3 mM ja 4
mM). Naytteind oli 1 ng B. pilosicoli sekd B. hyodysenteriae -bakteerien DNA:ta ja
entsyymind reaktioseoksessa DyNAzyme 0.02 U/ul. Pilo-koettimen ja alukkeiden
konsentraatio oli 0,4 uM ja ajo suoritettiin ohjelmalla 1 sykli 95 °C 5 min, 45 syklia [95 °C 15
s; 60 °C 25s; 72 °C 20 3].

Braall-alukkeille tehdyn MgCl,-sarjan tuloksista paateltiin, ettd Braall-alukkeiden F-osa
(forward) saattaisi kilpailla koettimen kanssa. Seuraavaksi testattiin Braall-alukkeiden F-osan
laimennussarjaa. Koettimen ja R-osan (reverse) alukkeen pitoisuudet pidettiin 0,4 pM:ssa,
mutta F-osan alukkeesta testattiin kuutta eri pitoisuutta (0,4 uM, 0,225 uM, 0,114 uM, 0,06
uM , 0,03 uM, 0,015 pM ja 0,0075 pM). Naytteind oli 1 ng B. pilosicoli sekd B.
hyodysenteriae -bakteerien DNA:ta, entsyymind DyNAzyme 0,02 U/ul, MgCl, 3 mM ja
ohjelmana 1 sykli 95 °C 5 min, 45 syklig [95 °C 15 s; 60 °C 25 s; 72 °C 20 s]. Samoilla
asetuksilla testattiin - my6hemmin myds Brapilo-alukkeiden F-osan pitoisuus, ainoana

muutoksena kiinnittymislampatilan lasku 58 °C:een.
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Braall R -osan pitoisuus mééritettiin laimennussarjalla (0,4 uM, 0,2 uM, 0,1 uM, 0,05 uM)
samoilla naytteilla kuin F-osan pitoisuus. Braall F -osan konsentraatio pidettiin 0,015 pM:na
ja koettimen 0,4 uM:na, entsyymina oli DyNAzyme 0,02 U/ul, MgCl,; 3 mM ja ohjelmana 1
sykli 95 °C 5 min, 45 syklid [95°C 20 s; 62 °C 25s; 72 °C 20 s].

Braall-alukkeiden  optimaalisten  olosuhteiden  selvittdmisessd  edettiin ~ parhaan
kiinnittymislampotilan etsintddn kvantitatiivisessa PCR:ssd koettimen ollessa mukana.
Entsyymin ja MgCl,:n erillisen lisddmisen sijasta reaktioseoksessa aloitettiin kéyttdmaan
QuantiTech Probe PCR Master Mix:a (Qiagen) valmistajan ohjeen mukaan. Lampdétila
haettiin valiltd 54-64 °C kahden asteen valein séilyttamélld muutoin ajo-olosuhteet
identtisind. Braall F -osan konsentraatio oli 0,015 pM ja R-osan sekd koettimen 0,4 uM.
Ohjelma oli 1 sykli 95 °C 5 min, 45 syklid [95 °C 15 s; 54 °C—64 °C 25 s; 72 °C 20 s].
Né&ytteind oli 1 ng B. pilosicoli sekd B. hyodysenteriae -bakteerien DNA:ta.

Alukkeiden F ja R -osien optimaalisten pitoisuuksien selvittya testattiin vield koettimen osien
konsentraation vaikutusta tuloksiin Braall-alukkeilla (F-osa 0,015 uM, R-osa 0,4 uM). Pilo-
koettimen molemmista puolista testattiin nelja konsentraatiota (0,4 uM, 0,3 uM, 0,2 uM ja
0,1 puM) reaktioseoksessa myos ristikkain. Naytteind oli 1 ng B. pilosicoli seka B.
hyodysenteriae -bakteerien DNA:ta ja ohjelmana 1 sykli 95 °C 15 min, 45 syklia [95 °C 20 s;
62°C 255s; 72 °C 20 s].

Optimoitujen reaktioiden herkkyys méaritettiin B. pilosicoli -bakteerin maljalta eristetyll&
DNA:lla. Braall-alukkeiden pitoisuudet reaktioseoksessa olivat F-osa 0,015 uM ja R-osa 0,4
uM, Pilo-koettimen pitoisuus oli 0,3 uM. Naytteind oli eristettyd B. pilosicoli -DNA:ta
seitseman eri maaraa (60 ng, 10 ng, 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng, 0,001 ng ja 0,0001 ng/reaktio)
neljané rinnakkaisena néytteend ja ajo-ohjelmana 1 sykli 95 °C 15 min, 45 syklid [95 °C 20 s;
62 °C 25 s; 72 °C 20 s]. Sarja toistettiin kolmella rinnakkaisella naytteell& ilman 60 ng:n

néytemaaraa.

Menetelmédn herkkyyttd madaritettdessa testattiin myds maljalta eristetyn DNA:n suoraa
ymppaystd puhtaisiin ulosteisiin. DNA-eluaateista laimennettiin vastaavan vahvuisia
pitoisuudeltaan kuin liemikasvatuksessa tehdyista standardeista (10-10000 bakteerisolua/mg

ulostetta). B. pilosicoli -bakteerin genomin massana kéytettiin B. hyodysenteriae -bakteerin
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genomin massaa, joka oli Journal of Bacteriology DOGS (Database of Genome Sizes) -
tietokannan mukaan 3,2 x 10° ep eli 3,242 fg. Téten 6,4 ng bakteerin DNA:ta vastaisi 2 x 10°
bakteerisolua 200 mg:ssa naytettd eli 10000 solua/mg. Neljdd eri méaaraa B. pilosicoli -
bakteerin DNA:ta (6,4 ng, 0,64 ng, 0,064 ng ja 0,0064 ng) liséttiin B. pilosicoli -bakteerista
puhtaaseen ulosteeseen, joista DNA eristettiin. Jokaisesta pitoisuudesta tehtiin kaksi
rinnakkaista eristystd ja suoritettiin kvantitatiivinen PCR. Ajo-ohjelmana 1 sykli 95 °C 15
min, 45 syklid [95 °C 20 s; 62 °C 25 s; 72 °C 20 s], ja reaktioseoksessa kaytdssd QuantiTech
Probe PCR Master Mix. Braall-alukkeiden pitoisuus reaktioseoksessa F-osa 0,015 uM ja R-
osa 0,4 uM, seké Pilo-koettimen pitoisuus 0,3 uM.

Liemiviljellysta B. pilosicoli -bakteerista valmistettiin standardit varsinaisille standardisuorille
ja tutkittaville Kliinisille ulostendytteille. Kasvatus ja standardien valmistus toistettiin kaksi
kertaa. Ensimmaisessa liemikasvatuksessa kasvatetut bakteerit laskettiin ja laimennettiin
kuudeksi eri laimennukseksi (1000000 bakt./ul, 100000 bakt./ul, 10000 bakt./ul, 1000
bakt./ul, 100 bakt./ul ja 10 bakt./ul). Laimennuksista lisattiin 2 pl B. pilosicoli -bakteerista
vapaaseen sian ulosteeseen (200 mg), mikd mahdollisti tunnettujen bakteerimadrien
standardindytteet (10000, 1000, 100 ja 10 bakteeria/mg ulostetta). Néaytteista eristettiin
DNA:ta ja saadusta eluaatista 2 pl k&ytettiin templaatiksi. Reaktioseoksessa kéaytettiin
QuantiTech Probe PCR Master Mix:ié ja jokaisesta standardista tehtiin rinnakkainen nayte.
Braall-alukkeiden pitoisuudet reaktioseoksessa olivat F-osa 0,015 uM ja R-osa 0,4 uM, seka
Pilo-koettimen pitoisuus 0,3 uM. Ajo-ohjelmana oli 1 sykli 95 °C 15 min, 45 syklia [95 °C 20
S;62°C 255s; 72°C 20 5).

Kliinisia ulostenaytteita tutkittiin 10 (Liha 1, Liha 2, Liha 3, Liha 4, Liha 5, Vier 1, Vier 2,
Vier 3, Vier 4 ja Vier 5) ja néytteista eristettiin kahdella erillisella kerralla DNA:ta. Jokaisesta
eristyksesta ajettiin kaksi rinnakkaista ndytettd. Ajo-ohjelmana oli 1 sykli 95 °C 15 min, 45
sykli&d [95 °C 20 s; 62 °C 25 s; 72 °C 20 s], Braall-alukkeiden pitoisuus reaktioseoksessa oli F-
osa 0,015 uM ja R-osa 0,4 uM, seké Pilo-koettimen pitoisuus 0,3 uM.
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4.4.2.2 SP Pitka -alukkeet

B. pilosicoli -spesifiseksi suunnitellun SP Pitka -alukkeiden testaus aloitettiin optimaalisen
kiinnittymislampotilan hakemisella konventionaalisella PCR:II4. Ohjelmassa testattiin 10 eri
kiinnittymislampotilaa  valilta 49 °C-65 °C. Entsyymid HotStarTag (Qiagen) oli
reaktioseoksessa 0,02 U/ul, alukkeita 0,6 M, MgCl, 4 mM ja templaattina 1 ng B. pilosicoli
ja B. hyodysenteriae -bakteerien eristettyd DNA:ta. Ohjelmana kéytettiin 1 sykli 95 °C 15
min, 30 syklia [94 °C 1 min; 49 °C-65 °C 1 min; 72 °C 1 min], 1 sykli 72 °C 5 min, laitteena
T-Gradient Thermocycler (Whatman Biometra). Vastaava ohjelma toistettiin vield

muuttamalla MgCl; pitoisuus 1,5 mM:een.

Konventionaalisessa PCR:ssa testattiin  SP  Pitkda -alukkeiden spesifisyys kaikilla
tutkimuksessa olleilla brakyspira-bakteereilla. Testaus suoritettiin UNO Il Thermocycler
(Biometra) -laitteella ohjelmalla 1 sykli 95 °C 5 min, 30 syklia [94 °C 1 min; 62 °C 1 min; 72
°C 1min], 1 sykli 72 °C 5min. Naytteina oli 1 ng tutkimuksessa bakteerien DNA-eluaattia.
Reaktioseoksessa entsyymind Taqg (Qiagen) 0,02 U/ul, MgCl,:n pitoisuus oli 4 mM ja
alukkeiden 0,6 uM.

SP Pitka -alukkeiden spesifisyytta testattiin myds kvantitatiivisessa PCR:ssd SYBR Greenilla
kaikkien tutkimuksessa kéytettyjen brakyspirojen eristetyilla DNA:illa. Alukkeiden pitoisuus
oli 0,6 uM ja MgCl,:n 4 mM. Ajo-ohjelmana oli 1 sykli 95 °C 5 min, 40 sykli& [95 °C 20 s; 56
°C 20 s; 72 °C 20 s ]. Entsyymind DyNAzyme (Finnzymes) 0.02 U/ul ja ndytteind 1 ng
bakteerien DNA:ta.

Reaktion standardisuora maédritettiin liemikasvatuksesta tehdyilla B. pilosicoli -bakteerin
standardiulostenaytteilla. Ajo-ohjelmana 1 sykli 95 °C 5 min, 55 syklid [95 °C 20 s; 60 °C 20
s; 72 °C 20 s ]. Alukkeiden pitoisuus oli 0,6 uM ja MgCl; 4 mM, entsyymina Taq (Qiagen)
0,025 U/ul.
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4.4.2.3 SP 23S -alukkeet ja Pilo 23sTaq -hydrolyysikoetin

Hydrolyysikoettimen Pilo23sTaq fluoresointi perustuu Tag-entsyymin aiheuttamaan
vaimennetun koettimen pilkkoutumiseen ekstensiovaiheen aikana. Vapautuneen variaineen
fluoresointi voidaan t&lldin mitata, mik& on suoraan verrannollinen kohde-DNA:n mé&é&raan.
Pilo23sTaq -koettimessa 5°-péassa olevan 6-FAM:n fluoresenssi voitiin mitata Fam-kanavalla
(470 nm-510 nm), kun vaimentimena 3’-pé&assd ollut TAMRA irtosi DNA-polymeraasin

vaikutuksesta.

SP 23S -alukkeille optimaalinen kiinnittymislampdtila selvitettiin valilta 45,5 °C-60,5 °C.
Reaktioseoksessa entsyymid Taq (Qiagen) oli 0,025 U/ul, alukkeita 0,48 uM, MgCl, 4 mM ja
templaattina 2 ng B. pilosicoli ja B. hyodysenteriae -bakteerien eristettyd DNA:ta.
Monistusohjelmana oli 1 sykli 94 °C 15 min, 30 syklia [94 °C 1 min; 45,5 °C-60,5 °C 1 min;
72 °C 5 min], 1 sykli 72 °C 5 min.

Optimointia jatkettiin SP 23S-alukkeilla MgCl,-sarjalla. Testauksessa kéytettiin kuutta eri
MgCl,-pitoisuutta (1,5 mM, 2 mM, 2,5 mM, 3 mM, 3,5 mM, 4 mM), joiden kanssa naytteina
oli sek& B. pilosicoli ja B. hyodysenteriae -bakteerien DNA:ta kahdella pitoisuudella (~1 ng ja
0,1 ng). Entsyymid Taq (Qiagen) oli reaktioseoksessa 0,02 U/ul ja alukkeita 0,5 puM.
Ohjelmana monistuksessa kaytettiin 1 sykli 94 °C 15 min, 35 syklid [94 °C 1 min; 53 °C 1
min; 72 °C 5 min], 1 sykli 72 °C 5 min.

SP 23S -alukkeiden spesifisyys testattiin vield konventionaalisesti kaikilla tutkimuksessa
kaytettyilla brakyspiroilla. UNO I (Biometra) laitteella ndytteet ajatettiin ohjelmalla 1 sykli
95 °C 5 min, 30 syklid [94 °C 1 min; 62 °C 1 min, 72 °C 1min], 1 sykli 72 °C 5 min. Naytteina
oli 1 ng bakteerien DNA-eluaattia ja entsyymina Taq (Qiagen) 0,02 U/ul. MgCl,:n pitoisuus
oli 4 mM ja alukkeiden 0,6 uM.

SP 23S -alukkeilla aiemmin kaytossa ollutta kiinnittymislampétilaa 45 °C (Leser ym. 1997)
nostettiin hieman paremman spesifisyyden saavuttamiseksi. Alukkeilla testattiin SYBR-
Greenié kayttéen eri pitoisuudet (0,25 uM, 0,37 uM, 0,5 uM, 0,63 uM, 0,75 uM, 0,86 uM ja
1 uM) ja ne myos testattiin ristiin. Entsyymid Taq (Qiagen) 0,02 U/ul, MgCl, 4 mM ja
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templaattina B. pilosicoli -bakteerin DNA:ta 1 ng ja 0,01 ng. Ohjelmana oli 1 sykli 95 °C 15
min, 45 syklia [95°C 20 s, 50 °C 20 s, 72 °C 20 s].

Pilo 23sTaq -koettimen ja SP 23S -alukkeiden yhteinen optimointi aloitettiin testaamalla
koetinta pitoisuudella 0,2 uM ja alukkeita 0,5 pM. Ndytteind oli 1 ng ja 0,01 ng B. pilosicoli -
bakteerin DNA:ta. Reaktioseoksessa k&ytossd oli QuantiTech Probe PCR Master Mix
(Qiagen) valmistajan ohjeen mukaan ja ajo-ohjelmana 1 sykli 95 °C 15 min, 45 sykli& [95 °C
15s; 58 °C 60 s].

Optimointia jatkettiin testaamalla SP 23S -alukkeiden nelj& eri pitoisuutta (1 uM, 0,6 uM, 0,3
uM ja 0,1 uM) myos ristikkaisilla vaihtoehdoilla. Kéyttssa oli QuantiTech Probe PCR Master
Mix (Qiagen) valmistajan ohjeen mukaan, Pilo 23sTaq -koetinta 0,2 uM ja ajo-ohjelmana 1
sykli 95 °C 15 min, 45 syklia [95 °C 15 s; 58 °C 60 s]. Vastaavalla ohjelmalla testattiin myos
Pilo 23sTaq -koettimen nelj&a eri pitoisuutta (0,1 uM, 0,2 uM, 0,3 uM ja 0,4 uM), jolloin
alukkeiden pitoisuutena kaytettiin 1 pM.

Kliiniset ulostenaytteet (Liha 1, Liha 2, Liha 3, Liha 4, Liha 5, Vier 1, Vier 2, Vier 3, Vier 4
ja Vier 5) tutkittiin ohjelmalla 1 sykli 95 °C 15 min, 45 syklia [95 °C 15s; 58 °C 60s]. Naiden
ajojen  yhteydessa  ajettiin my0s  standardindytteet  vastaavasti  kuin  Pilo-

hybridisaatiokoettimella.
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5 TULOKSET

5.1 Brapilo- ja Braall-alukkeet seka Pilo-hybridisaatiokoetin

Konventionaalisella PCR:114 alukkeiden optimaalisen kiinnittymislampotilan testaamisessa ei
eri lampaotilojen valilla havaittu eroja alukkeiden toimivuudessa. Koko lampétilavalilla 49-65
°C oikean kokoisen PCR-tuotteen monistuminen oli lahes yht& voimakasta, eika epéspesifista

monistumista havaittu. Kiinnittymislampaétilaksi seuraaviin kokeiluihin valittiin 58 °C.

Ensimmaisissd kvantitatiivisissa PCR:iss& SYBR Green -vériaineella sekd Brapilo- etta
Braall-alukkeet toimivat heikosti. Alukepitoisuuksien laimennussarjalla selvisi alukkeiden
toimivan paremmin korkeammilla pitoisuuksilla. Alukkeista valittiin jatkossa kéytettavaksi

pitoisuudeksi 0,6 pM.

SYBR Green -vdriaineella tehdyissa herkkyystesteissé ei alukkeiden toimivuudessa todettu
merkittdvia eroja eri valmistajien entsyymien (DyNAzyme, Finnzymes ja Tag DNA

polymerase, Qiagen) vlilla.

Pilo-hybridisaatiokoettimen  testauksessa  Braall-alukkeet  toimivat  huomattavasti
tehokkaammin koettimen kanssa verrattuna Brapilo-alukkeisiin.

Braall-alukkeiden MgCl,.sarjassa ei korkeammissa pitoisuuksissa huomattu monistuksen
parantumista, mika herétti epdilyksen alukekonsentraatioiden sopivuudesta. Braall-alukkeiden
F-osan tiedettiin mahdollisesti kilpailevan koettimen kanssa sitoutumiskohdasta, miké suurilla
F-osan konsentraatioilla heikentdd herkkyyttd. Braall F -osan laimennussarjasta (Kuva 9)
saaduista hyvisté tuloksista johtuen paatettiin kokeilla myds Brapilo-alukkeilla samaa, mutta

Brapilo-alukkeiden kohdalla tasta ei ollut hyotya.
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| Braall F 0,015 uM |

| Braall F 0,060 uM

==~ | {BraallF0,225M |

- Pl [NTC |

Kuva 9. Braall F -alukkeen laimennussarjasta esimerkkipitoisuuksia, jotka osoittavat
alennetun konsentraation hyédyn. NTC: No Template Control (negatiivikontrolli).

Braall R -osan konsentraation méaran vaikutus testattiin vield uudelleen, nyt lasketun F-osan
kanssa. R-osan pitoisuuden laskemisella oli vain negatiivista vaikutusta reaktion

tehokkuuteen. Braall-alukkeilla kaytettiin jatkossa pitoisuuksia F-osa 0,015 uM ja R-osa 0,4
pM.

Kvantitatiivisen PCR:n optimaalisten asetuksien mé&érittdmisessa siirryttiin seuraavaksi
Braall-alukkeilla hakemaan ideaalista kiinnittymislampotilaa. Siirryttdessa kéayttdmaan
QuantiTech Probe PCR Master Mix:a (Qiagen), testattiin tdmén toimivuus verrattuna
aikaisemmin kéytossa olleeseen itse valmistettuun reaktioseokseen ja todettiin toimivaksi.
Aikaisemmin oli kdytetty kiinnittymislampdtilana 60 °C, mutta nyt testattiin kaikki lampotilat
54-64 °C kahden asteen vdlein. Tehdyissa testauksissa todettiin, ettd korkeammalla
lampdtilalla (62 °C) ei ollut negatiivista vaikutusta menetelman herkkyyteen, minké& vuoksi
siirryttiin jatkossa kayttaméan tata lampotilaa. Korkeampi Kiinnittymislampdétila vahentaa

menetelman riskid epéspesifisestd monistumisesta.

Alukkeiden optimaalisten asetuksien l0ydyttyd, koettimen osien konsentraatioiden
vaikutukset testattiin. Koettimien eri osien maarilla ei todettu olevan vaikutusta menetelman

herkkyyteen, joten koettimien molempien osien pitoisuus sailytettiin 0,3 uM:ssa.
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Menetelman herkkyyden testaukset aloitettiin maljalta eristetystd DNA:sta, jonka pitoisuus oli
madritetty spektrofotometrill& sek& arvioimalla pitoisuutta geeliltd. Menetelman herkkyydeksi
saatiin 0,1-1 pg, joka vastaa noin 30-300 bakteeria reaktiossa (Kuva 10). Uusinnassa saatiin

sama herkkyys.

Norm. Fluoro.

10%0,75|

Kuva 10. B. pilosicoli -bakteerin DNA:n monistuminen Braall-alukkeilla ja detektio Pilo-
koettimella. Kdyrat vasemmalta oikealle 60 ng, 10 ng, 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng, ja 0,001 ng
DNA:ta/reaktio neljana rinnakkaisena.

Ulostenaytteiden testaus aloitettiin siirrostamalla tulevien bakteeriymppayksien vahvuisia
ulostendytteitd B. pilosicoli -bakteerin DNA:lla. Naytteistd kolmen vahvimman pitoisuuden
(6,4 ng, 640 pg ja 64 pg/200 mg ulostetta) osalta tulos oli selkeésti positiivinen, mutta 6,4
pg:n naytteitd ei voitu sijoittaa standardisuoralle niiden heikon monistumisen vuoksi, vaikka
ne silmamaéaraisesti positiivisilta vaikuttavatkin. DNA:n detektiorajaksi saatiin 6,4—64 pg/200
mg ulostetta, joka vastaa 10-100 bakteerisolua/mg ulostetta.

Liemiviljellyistd B. pilosicoli -bakteereista tehdyill4 standardeilla p&astiin samankaltaiseen
tarkkuuteen molemmilla kerroilla, ja tulokset olivat yhtenevat myds DNA-ymppéyksien
kanssa. Detektioraja oli 10-100 bakt./mg ulostetta, jolloin ndyte ndyttadé positiiviselta, mutta
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sitd ei voida sijoittaa kvantitatiiviselle suoralle kdyran huonon kulmakertoimen takia (Kuva
11).

1000 bakt. / mg

100 bakt. / mg |

Y — : == - muut néytteet |

Kuva 11. Alle 100 bakt./mg -ndytteiden fluoresenssin muutos ei ollut riittdvan suurta kaikilla
tehdyilld standardeilla.

Kymmenesta tutkitusta Kliinisesta ulostendytteestd saatiin molemmilla DNA:n eristyskerroilla
yhtenevat tulokset. Molemmilla kerroilla saatiin yhdesta lihasian ja kolmesta vieroitusporsaan
naytteestd positiiviset tulokset. Erityisesti huomiota heratti yhden vieroitusporsaan naytteen

standardeja suurempi pitoisuus (Taulukko 3).
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Taulukko 3. Pilo-hybridisaatiokoettimella saadut tulokset Kliinisistd ulostendytteista ja
standardeista toisella eristyskerralla.

Néyte | Ct | Tiedetty konsentraatio (bakt./mg) | Laskettu konsentraatio (bakt./mg)
1 |Lihal
2 |Lihal
3 |Liha2
4 | Liha?2
5 | Liha3
6 |Liha3
7 | Liha4| 32,0 780
8 | Liha4|333 162
9 |Liha5
10 | Liha 5
11 | Vier1
12 | Vier 1
13| Vier 2 | 26,8 385138
14 | Vier2 | 26,4 603889
15| Vier 3 | 32,6 392
16 | Vier 3 | 32,6 402
17 | Vier 4
18 | Vier 4
19 | Vier5 | 30,4 5306
20 | Vier5 | 30,6 4041
21 | 10000 | 29,9 | 10000 9476
22| 10000 | 29,4 | 10000 17536
23| 1000 | 32,8 | 1000 292
24 | 1000 | 33,1 | 1000 222
25| 100 34,8 | 100 27
26 | 100 33,1 | 100 210
27 | 10 34,3 |10 52
28 | 10 34,710 31
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5.2 SP Pitka -alukkeet

SP Pitka -alukkeiden optimaalisen kiinnittymislampoétilan hakemisessa konventionaalisessa
PCR:ssa todettiin monistumisen pysyvan eritdin tehokkaana 62 °C:een saakka. Talla
kiinnittymislampatilalla testattiin vield spesifisyys kaikkia tutkimuksessa mukana olleita

bakteereja kohtaan, eikd vaaraa monistumista havaittu.
Kvantitatiivisessa PCR:ss& huomattiin, ettd SP Pitka -alukkeet ovat herkki& tekemé&an primer-

dimer-tuotteita, jotka SYBR Green -vdriainetta kaytettdessd antavat vadran positiivisen

tuloksen (Kuva 12). Sulamislampdanalyysi osoittaa tuotteen olevan epéaspesifista (Kuva 13).

100]

El

8ol

&0l

5

B. pilosicoli
4l

El

2|
Muut brakyspirat ja NTC

Kuva 12. Kontrollien monistuminen SP Pitk& -alukkeilla on erittdin hyva B. pilosicoli -
bakteeria kohtaan, mutta ongelmaksi tuli primer-dimer-tuotteiden aiheuttama vaarat
positiiviset tulokset real-time-PCR-ajon loppupuolella.
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Kuva 13. Sulamislampdanalyysi SP Pitka -alukkeilla ja SYBR Green -vériaineella paljastaa,
ettd oikea PCR-tuote saadaan vain B. pilosicoli -kontrollilla. Muilla ndytteilld monistuu
alemmissa lampétiloissa denaturoituvia primer-dimer-tuotteita.

SP Pitka -alukkeilla ei ollut koetinta, joten SYBR Green -vériaineella ei voitu maarittaa
alukkeille standardisuoraa primer-dimer-tuotteiden vuoksi ja alukkeita ei testattu enempéa.

5.3 SP 23S -alukkeet ja Pilo 23sTaq -hydrolyysikoetin

SP 23S -alukkeille optimaalisen Kkiinnittymislampoétilan hakemisessa konventionaalisessa
lampotilagradientti-PCR:ssé todettiin monistumisen pysyvan tehokkaana 58 °C:een asti.
Epéspesifistd sitoutumista ei todettu millddn lampotiloilla ja jatkossa kaytettiin

Kiinnittymislampdtilana 53 °C :a.

Konventionaalisella PCR:1la MgCl,-sarjassa todettiin monistumisen olevan heikentynytta
vain kaikkein alimmalla pitoisuudella eli 1,5 mM. Jatkossa kaytettavéaksi pitoisuudeksi

valittiin 4 mM. Spesifisyystestissa ei havaittu va&rad monistumista muista brakyspiroista.

SYBR Greenilla tehdyissa alukekonsentraatiotesteissd huonoiten toimivat laimeimmat

konsentraatiot. Alukkeiden konsentraationa 0,3-1 uM toimi erittdin hyvin. Alukkeita ja
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koetinta yhdessé testattaessa paras alukepitoisuus oli 1 pM ja koettimella ei eroja eri
pitoisuuksien kohdalla todettu. Koettimen osalta pééatettiin jatkossa kayttdd pitoisuutta 0,2
pM.

Standardindytteind  k&ytettiin  samoista  eristyksistd saatua DNA:ta kuin pilo-
hybridisaatiokoettimen standardisuorissa. Pilo23Staq -koettimen osalta standardit ajettiin
samoissa PCR-ajoissa Kkliinisten ulostendytteiden kanssa. Menetelmén herkkyydessa
paadsimme samalle 10-100 bakt./mg -tasolle kuin toisellakin menetelmalld. Ongelmana
Pilo23Staq -koettimella on kvantitatiivisuuden havidaminen matalilla bakteeripitoisuuksilla,
koska 10000 bakt./ mg -ndyte ja 1000 bakt./mg -néyte monistuivat ajoissa lahes yhta hyvin.

Kliinisistd ulostenaytteistd tehdyistd DNA-eristyksista ajettiin  vastaavat ajot kuin
hybridisaatiokoettimilla. Ulostendytteista eristettiin DNA kahdella erillisella kerralla, ja
jokaisesta eristyksesté ajettiin kaksi rinnakkaista naytetta eli ndytteet tutkittiin yhteensa nelja
kertaa. Tuloksissa muut ndytteet antoivat positiivisen, mutta néaytteet Lihal ja Liha5 jdivat

kerran ja Vierl kolme kertaa negatiiviseksi (Taulukko 4).
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Taulukko 4. Pilo23sTaq

standardeista toisella eristyskerralla.

Néaytenro | Nayte Ct Tiedetty Laskettu Vaihtelukerroin | Standardipoikkeama
konsentraatio | konsentraatio
(bakt./mg) (bakt./mg)
1 Liha 1 37,6 363
2 Liha 1 25,9 76276
3 Liha2 38,2 280
4 Liha2 37,6 363
5 Liha 3 35,1 1158
6 Liha3 35,8 845
7 Liha 4 37,2 433
8 Liha 4 36,8 525
9 Liha5
10 Liha 5 44,8 13
11 Vier 1
12 Vier 1 41,8 54
13 Vier 2 28,2 26412
14 Vier 2 28,3 25815
15 Vier 3 33,5 2353
16 Vier 3 33,0 3039
17 Vier 4 38,3 268
18 Vier 4 37,0 479
19 Vier 5 31,9 4979
20 Vier 5 30,8 8270
21 10000 31,7 10000 5481 45,19 % 0,05
22 10000 31,6 10000 5737 42,63 % 0,05
23 1000 34,4 1000 1552 55,20 % 0,08
24 1000 34,3 1000 1670 66,98 % 0,08
25 100 44,5 100 15 84,52 % 2,24
26 100 40,1 100 119 19,43 % 2,24
27 10 45,0 10 12 24,28 % 16
28 10 41,8 10 53 434,21 % 1,6
29 nk
30 nk
31 ntc
32 ntc
33 ntc

-koettimella saadut tulokset Kliinisistd ulostenédytteista ja
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6 POHDINTA

Tutkimuksen tavoitteena oli kehittaa reaaliaikainen PCR-menetelmé Brachyspira pilosicoli -
bakteerin kvantitatiiviseen osoittamiseen sikojen ulosteesta. Tydssd suunniteltiin nelja
aluke/koetin-yhdistelmaa, joiden valilla suoritettiin vertailu soveltuvuudesta k&ytdnnon
diagnostiikkaan. Menetelmista kaksi eteni kliinisten naytteiden analysointiin asti.

Ulostenaytteille kvantitatiivisen PCR-menetelmén suunnittelun tekee haastavaksi jo
varsinaista PCR-menetelmaa edeltdvat vaiheet. Menetelman herkkyys vaatii DNA-
eristystuotteelta puhtautta PCR-inhibiittoreista (muun muassa metabolia-tuotteita ja
polysakkarideja), joita ulostendytteet sisdltdvat huomattavasti. Sian uloste sisaltdd myos
paljon Kkasviperdistd materiaalia, jonka polyfenolit tiedetddn erittdin voimakkaiksi PCR-
inhibiittoreiksi (Koonjul ym. 1999). PCR-inhibiittoreita voidaan véhentda kéayttamalla
erityisesti ulostenéytteille suunniteltua kaupallista DNA-eristyskittid, jonka on todettu olevan
parempi DNA-eristystapa ulostenaytteille, kuin perinteinen fenoli-kloroformiuutto (Jensen &
Hoorfar 2002).

Kaupallisilla kiteilla naytteen késittelysséd péastadn paremmin eroon PCR-inhibiittoreista,
mutta laskennallinen eristystehokkuus ei ole kovinkaan hyva. Esimerkiksi tutkimuksessa
kaytetylla QIAamp DNA Stool Mini Kitilla eristetystd DNA:sta laskennallisesti vain noin
seitsemassadas osa naytteen laht6-DNA:sta paatyy PCR-reaktioon templaatiksi. Brooke 2003
maadritti, ettd hanen menetelmélld&n PCR-reaktion detektioraja oli 40—400 bakteeria/reaktio,
joka kuitenkin vastasi QlAamp DNA Stool Mini Kitilla eristetyssd ulostendytteessé vain 1 X
10°-1 X 10° bakt/g pitoisuutta. DNA-eristys olisikin jatkossa yksi testattavista

kehityskohdista mahdollisesti parempaan menetelméherkkyyten paasemiseksi.

Ulostendytteilla on myods suuria eroja koostumuksessa, miké& vaikuttaa DNA-eristykseen ja
nain ollen myds koko menetelman herkkyyteen. Sikojen ruokavalioilla ja terveydentilalla on
vaikutuksia néytteen laatuun. Esimerkiksi jos sika on syonyt olkia tai muuta vastaavaa

b

sulamatonta voi ndytteen “vadristdd” eristyksessd mukana oleva sulamaton aines, joka ei
sisdlla bakteereja. Koska eristykseen otetaan ndyte painon perusteella, on my6s néytteen
sisaltamalla nesteelld suuri vaikutus. Oireellisen sian ulosteen vetisyys voi jopa pienentéa sen

sisaltdmien inhibiittoreiden m&&raa ja parantaa naytteen soveltuvuutta PCR-tutkimukseen. B.
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pilosicoli -bakteeri hakeutuu suoliston pintaan, jolloin bakteeria ei todenndkoisesti ole
tasaisesti ulosteessa. Ulostendytteiden yksilollisid& eroja voi ehkaistd huolellisella

naytteenotolla.

Menetelman herkkyys ei ole ainoa merkittdva asia, kun mietitddn menetelmén soveltuvuutta
kaytannon diagnostiikkaan. Reaaliaikaisessa PCR:ssa kéytettavilla fluoresoivilla koettimilla
on tapana vaimentua pitkdaikaisessa sdilytyksessd, mika voi aiheuttaa ongelmia. Jos
tutkittavia naytteitd on vahan ja uusi koetin jouduttaisiin tilamaan menetelman luetettavuuden
vuoksi usein, tulisi ndytekohtaisista kustannuksista huomattavan suuria. Brakyspira-
diagnostiikkaa tehddan talla hetkelld rutiinina vain lihasikojen ripulitapauksissa ja
naytemaarat ovat melko pienid. Viljelyd yksinkertaisemman reaaliaikaisen PCR:n myota
voidaan helposti tutkia suurempia maaria naytteitd. Menetelméd voidaan kéyttdd myos
projektiluontoisiin tutkimuksiin, esimerkiksi yksittaisen tilan B. pilosicoli -bakteeritilanteen
selvittdmiseen, sekd tilanteissa, joissa nayte on viljelykelvoton esimerkiksi pitkésta

happialtistuksesta johtuen.

Reaaliaikaisen PCR -menetelmén etuja perinteiseen brakyspiradiagnostiikkaan on
ehdottomasti my6s nopeus. Perinteisessa brakyspiradiagnostiikassa kestdd noin viikon,
kunnes mahdollinen brakyspira 16ydds on varmennettu. Kvantitatiivisella PCR:1la vastaus
saadaan saman paivén aikana kuin ndyte on saatu tutkittavaksi. Diagnostiikan nopeutuminen
auttaisi ndin myos oikeiden hoitotoimenpiteiden aloittamista. Reaaliaikainen PCR on myos
yleisesti vdhemmé&n herkka laboratoriokontaminaatioille verrattuna konventionaaliseen

PCR:&én, koska PCR-reaktion jalkeen ei putkia tarvitse avata.

Epidemiologisesti hyodyllisin asia kvantitatiivisen PCR-menetelmédn kehittdmisessa B.
pilosicoli -bakteerille on todellisen taudinaiheuttajan 16ytaminen. B. pilosicoli -bakteerille
tyypilliset sekatartunnat muiden taudinaiheuttajien kanssa on merkittdva tieto. On oletettu,
etta B. pilosicoli -bakteeri olisi primaaritaudinaiheuttaja vasta kun sen pitoisuus on yli 1 X 10°
bakteeria grammassa ulostetta (Neef ym. 1994 ja Fellstrom 1997). Viljelystd luopuminen
aiheuttaisi sen, ettd bakteeria ei voitaisi eristdd, mik& tosin ei B. pilosicoli -bakteerin

perusdiagnostiikassa ole merkittavaa.
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Alukkeiden ja koettimien suunnittelussa pitdydyttiin kaupallisten ohjelmistojen tarjoamissa
ehdokkaissa. Brakyspirojen 16S rDNA on erittdin konservoitunutta ja ainoa mahdollinen B.
pilosicoli -bakteerille spesifinen sitoutumiskohta koettimelle on uniikki TTTTTT-jakso, mika
pienensi mahdollisuuksia erilaisten koettimien suunnitteluun. Vastaavasti koettimelle
alukkeita suunnitellessa rajoituksia muodosti oikea PCR-tuotteen koko ja sulamislampdjen
sopiminen koettimelle. B. pilosicoli -bakteerin 23S rDNA:han oli jo olemassa valmiit
spesifiset alukkeet, joiden toimivuus oli varma ja tuotteen kokokin sopiva kvantitatiiviseen

PCR:&én. Tassa tilanteessa suunniteltiin toimiville alukkeille sopiva koetin.

Kaikille suunnitelluille kvantitatiivisile PCR-menetelmille tehtiin kattavat testaukset
reaktioiden optimoimista varten. Lopulta reaktioseoksessa paadyttiin kayttdméaan valmista 2 X
QuantiTech Probe PCR Master Mix -kittia (Qiagen) sen helppokéyttdisyyden ja hyvén

toimivuuden vuoksi.

Pilo-hybridisaatiokoettimelle suunnitelluilla Braall- ja Brapilo-alukkeilla jai néiden
monistusteho vaatimattomaksi. Ideaalitilanteessa seka kaytettavét alukkeet ettd koetin olisivat
olleet B. pilosicoli -bakteerille spesifisia, mutta Brapilo-alukkeita ei saatu toimimaan
tyydyttavésti. Kaikille brakyspiroille toimivat Braall-alukkeet toimivat kuitenkin riittavéan
hyvin, eiké spesifisyydesta tullut ongelmaa koettimen ansiosta. Braall-alukkeidenkin toiminta
naytti aluksi huonolta, kunnes koettimen sitoutumista parannettiin pienentdamalla Braall F -
osan konsentraatiota reaktiossa. Tulokset ovat vertailukelpoisia ja jopa parempia kuin
aikaisemmilla B. pilosicoli -bakteerin PCR-menetelmilld, joissa detektioraja on ollut 50-100
bakt./mg (Mikosza ym. 2001), 10-100 bakt./mg (Brooke 2003) ja 250-2500 bakt./mg
(Munshi ym. 2003). Braall-alukkeilla ja Pilo-hybridisaatiokoettimella paasimme tuloksiin,

joissa detektioraja oli 10-100 bakt./mg .

SP Pitkd -alukkeilla konventionaalisessa PCR:ss& saadut lupaavat tulokset kaatuivat
siirryttaessa kvantitatiiviseen PCR:n. Vaikka SP Pitka -alukkeet todettiin konventionaalisessa
PCR:ssd B. pilosicoli -bakteerille spesifiseksi, todettiin ndiden myéhemmin muodostavan
paljon primer-dimer-tuotteita. SP Pitk& -alukkeiden kanssa ei k&ytetty koetinta, vaan PCR-
tuote detektoitiin  SYBR Green -vérilla. SYBR Green -vériaine sitoutuu kaikkeen
kaksijuosteiseen DNA:han, jolloin my6s epéspesifiset PCR-tuotteet antavat positiivisen

tuloksen. SP Pitkd -menetelmadsté luovuttiinkin, ja jatkettiin lupaavammilla menetelmilla.
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Aiemmin julkaistuille B. pilosicoli -spesifisille SP 23S -alukkeille (Leser ym 1997)
suunniteltiin Pilo 23sTaq -koetin. Menetelma saatiin nopealla aikataululla ja vahéisilla
testeilla toimimaan hyvin, mutta kvantitatiivinen tarkkuus jai pienemmilld bakteeriméaarilla
heikoksi. Menetelmén detektioraja (10-100 bakt./mg ulostetta) oli samaa tasoa kuin Pilo-
hybridisaatiokoettimella, mutta jopa rinnakkaisissa PCR-néytteissa oli huomattavia eroja, eli
luotettavaa tietoa bakteerin maérasta ei saatu. Taman menetelman kayttoonotto tarvitsisi

huomattavasti lisaa testauksia.

Menetelmien testaukseen ja herkkyyksien maédrittdmiseen kaytetyt standardindytteet
valmistettiin kaksi kertaa, ja jokaista pitoisuutta kummallakin kerralla oli kaksi rinnakkaista
naytettd. Rinnakkaisten standardien valilla havaittiin huomattavia poikkeamia PCR:n
antamissa pitoisuuksissa. Standardit valmistettiin késin pipetoimalla, joten on mahdollista,
ettd standardien pitoisuudet todellisuudessa poikkesivat toisistaan, mutta menetelman

toistettavuuden arviointi vaatii viela lisdtestausta.

Ulostendytteet ovat yksilollisid, ja standardeissa kaytettiin yhdelld n&ytteenottokerralla
yhdestd siasta otettua ulostetta. Eri ulostendytteissa on erilaisia PCR-inhibiittoreita, jotka
vaikuttavat monistustehokkuuteen ja tulosten kvantitatiivisuus on siten suhteellinen. B.
pilosicoli -bakteerin suuri liikkuvuus aiheutti myds hankaluutta niita laskettaessa Biirker-
kammiolla, mutta yhtenevét tulokset standardien valmistuskerroilla osoittivat timan kuitenkin
onnistuneen varsin hyvin. B. pilosicoli -bakteerin kohdalla tarkan kvantitatiivisuuden
saavuttaminen ei ole pienissa pitoisuuksissa tarkedd, koska ollakseen primaarinen

taudinaiheuttaja sita olisi oltava paljon.

Kliinisind néytteina tutkittiin oireettomia sikoja tilalta, jolla tiedettiin olleen B. pilosicoli -
bakteeria aikaisemmin. B. pilosicoli -bakteeri on sitked sailymé&an sikatiloilla, joten voitiin
olettaa ainakin osan naytteistd olevan positiivisia. Naytteistd tehtiin DNA:n eristykset

kahdella erillisell& kerralla ja tulokset olivat yhtenevaiset.

Vieroitussioista saaduista naytteistd tehtiin  my0ds perinteisellda viljelymenetelmalla
tutkimukset EELA:n (nyk. Evira) Seindjoen alueyksikdssa. B. pilosicoli -bakteeri saatiin

eristetyksi naytteestd VIER4, joka jai kvantitatiivisessa PCR:sséd Pilo-hybridisaatiokoettimella
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negatiiviseksi ja Pilo 23sTaq -koettimella antoi hyvin matalan positiivisen arvon. Selityksen
ristiriitaan antaa australialaisten tutkimustulokset ihmisulosteilla, joissa vertailtiin eri
tutkimusmenetelmia B. pilosicoli -bakteerille (Brooke 2003). Brooken tutkimuksissa viljelylla
pystyttiin eristdimaén B. pilosicoli -bakteeri tehdyista ulostendytteistd, joiden pitoisuus oli vain
1 X 10°-2 X 10°® cfu/g, kun PCR:n herkkyydeksi méarittyi 1 X 10° bakt./g ulostetta. Viljelyn
heikkoudeksi oli kuitenkin muodostunut huono toistettavuus, luotettavuus ja sen pitka
kestoisuus. Viljelylla ei ollut saatu positiivista tulosta kaikista sellaisista naytteistd, jotka oli
mikroskoopilla todettu positiivisiksi eli viljely tuotti paljon vaéria negatiivisia tuloksia.
Viljely onkin PCR:adkin herkempi epdonnistumaan huonon ndaytteen vuoksi. Suurilla
naytemadrilla PCR paljasti enemman positiivisia tapauksia, eli ainoastaan yksittaisten

naytteiden kohdalla viljely osoittautui erityisen herkéksi.

Erityisen mielenkiintoinen oli ndyte VIER 2, joka kvantitatiivisilla PCR-menetelmill& oli
erittdin  voimakkaasti positiivinen. Seindjoella tehdyssé viljelyssd ndytteestd eristettiin
brakyspira, mutta lajinmaaritysta ei saatu tehtyd. Oireettomasta siasta olevaksi naytteeksi
tapaus on erityinen, koska sen bakteerimaara ylittaa standardindytteiden voimakkuuden. Tama
tukee késitystd, ettd B. pilosicoli -bakteerin m&&rdn on oltava suuri ollakseen kliinisten
oireiden aiheuttaja. Valitettavasti naytteitd ei ollut oireilevasta spirokeettaripulista kérsivasta
siasta, jolloin olisi néhty millaisella tasolla bakteerimadrat sairaiden eldinten naytteissa

olisivat olleet.

Viljelyssa muistakin ndytteistd (VIER1, VIERS3 ja VIERD) saatiin eristettya brakyspira, mutta

lajinméaritys jai vaillinaiseksi. Tama kuvastaa hyvin maljaviljelyn ongelmallisuutta.

Tassa tydssa onnistuttiin kehittdmaén kaksi reaaliaikaista kvantitatiivista PCR-menetelmaa B.
pilosicoli -bakteerin osoittamiseksi. Menetelmat ovat spesifisid ja valmiita kayttoon, mutta
detektiorajojen tarkempi madrittdminen vaatii kuitenkin lisitestauksia. Alustavissa
madarityksissa menetelmien detektioraja oli 1 X 10°-1 X 10° bakt/g ulostetta, mutta
kvantitatiivinen tarkkuus alkoi vasta pitoisuuksilla 1 X 10° bakt/g ulostetta. Voidaan
kuitenkin varmuudella sanoa, ettd jos B. pilosicoli -bakteeri on primaaritaudinaiheuttaja,
naiden menetelmien tarkkuus riittdd sen todentamiseen. Tulevaisuudessa menetelmiin tulisi
lisatd PCR-reaktioon sisédinen monistuskontrolli, koska ulosteesta eristetyt naytteet poikkeavat

toisistaan ja voivat sisaltdd paljon PCR-inhibiittoreita. Sisédinen monistuskontrolli auttaisi
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poistamaan Vv&&rat negatiiviset tulokset, sekd varmentaisi muutenkin tutkimuksen
laadukkuuden. Menetelman herkkyyttd voidaan jatkossa pyrkid parantamaan myos

seuraamalla ulostendytteille soveltuvien DNA-eristysmenetelmien kehittymistd ja paivittaa
DNA-eristysmenetelma tarvittaessa.
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