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Kiertovesiviljely (RAS) on vedenkdytoltdadan tehokas ja ekologinen
kalanviljelymenetelmd, joka mahdollistaa vesiviljelyn myos alueilla, joissa veden
saatavuus on rajallista. Kalojen patogeenit aiheuttavat kuitenkin haasteita
vesiviljelyssd, erityisesti virukset, kuten IHNV (tarttuva vertamuodostavan
kudoksen kuolio -virus) ja VHSV (virusperdinen verenvuotoseptikemia -virus),
joita vastaan ei ole hoitoa tai rokotetta. Kiertovesilaitokseen pédtyessdaan virus
voi levitd nopeasti koko laitokseen, jolloin tyhjennettdvdn ja desinfioitavan
laitoksen kokemat tappiot ovat merkittdvit. Nykyiset testimenetelmét eivét aina
tunnista piilevdd infektiota, minkd vuoksi sadnnollinen tuontikalojen ja -mé&din
testaaminen on tarke&d virusten levidmisen estamiseksi. Téssd tyossd optimoitiin
RT-qPCR-testimenetelm&dd  (kvantitatiivinen kadnteiskopiointipolymeraasi-
ketjureaktio) IHN- ja VHS-virusten havainnointiin ja vertailtiin virusten
konsentrointimenetelmid. Tyossd tarkasteltiin myo6s positiivisen kontrollin
lisddmistda RT-qPCR-reaktioon (multiplex-PCR), silld kliinisessd testauksessa
menetelmdd kdytetddan usein varmistamaan testin toimivuus. Ty6ssd testattiin
ultrasuodatusta, polyetyleeniglykolisaostusta (PEG-saostus), kylmdkuivausta ja
InnuPrep-helmid, jotka on valmistettu vettd sitovasta polymeeristd. Lisdksi
tarkasteltiin IHNV-infektoituneesta RAS-laitoksesta otettuja vesindytteitd ja
kokeiltiin kehitetyn testin toimivuutta ndytteilld. RT-qPCR-testistd saatiin tarkka,
ja testilld pystyttiin havaitsemaan 400 pl:n ndytteestd noin kolme viruspartikkelia.
Konsentrointimenetelmistd PEG-saostus ja ultrasuodatus kasvattivat nédytteen
konsentraatiota hieman, ja ultrasuodatus valittiin menetelmdn nopeuden ja
yksinkertaisuuden vuoksi RAS-laitokselta saatujen ndytteiden késittelyyn.
Kumpikaan menetelmistd ei kuitenkaan kasvattanut nadytteen konsentraatiota
merkitsevasti. Kahdessa RAS-laitokselta saadussa vesindytteessd havaittiin
pienid maarid IHN-virusta, mutta testituloksen varmistamiseksi PCR-tuote olisi
tullut sekvensoida. Loput seitsemdn ndytettd olivat negatiivisia viruksen suhteen.
Ultrasuodatuksen konsentrointitehokkuutta tarkasteltiin kalan RNA:n kautta
RAS-ndytteistd, jolloin pitoisuutta onnistuttiin kasvattamaan jopa 31-kertaiseksi.
Tyon tuloksia voidaan mahdollisesti hyodyntdd testaamisen nopeuttamisessa
kalanviljelylaitoksilla, silld kehitetty testi kaikkine vaiheineen vaatii vain noin
kuusi tuntia. Tamd on huomattavasti tdlld hetkelld kdytossda olevaa
soluviljelytestid nopeampi, jonka tulosten saamiseen saattaa kulua jopa 14
vuorokautta.
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Recirculating aquaculture system (RAS) is an ecologically sustainable method of
fish farming, and it can be used in a variety of environments, even in places that
lack water. Aquatic viral pathogens, such as diseases IHNV (infectious
hematopoietic necrosis virus) and VHSV (viral hemorrhagic septicemia virus),
threaten fish farming, because there are no vaccines or treatments against them.
Viral pathogens can spread rather fast to the whole facility, in which case the
entire facility has to be sanitized. This causes major economic losses to the facility.
The way to prevent the spread of fish diseases IHN and VHS is the recurrent
testing of fish fry and eggs before they are transported to facilities, but the current
test methods are not fast enough for this kind of testing. This work optimized the
RT-qPCR (quantitative reverse-transcript polymerase chain reaction) testing
method for detecting IHN and VHS viruses and investigated four different virus
concentration methods. In the study, the addition of a positive control to the
RT-qPCR reaction (multiplex-PCR) was also investigated, as in clinical testing,
this method is often used to verify the functionality of the test. Ultrafiltration,
polyethylene glycol (PEG) precipitation, freeze-drying, and InnuPrep beads,
which are made from a water-absorbing polymer, were the concentration
methods tested in this work. In addition, water samples were taken from an
IHNV-infected RAS facility, and the performance of the developed test was
tested on the samples. The RT-qPCR test was accurate and could detect
concentrations as little as three viral particles from a 400 pl sample. Among the
concentration methods, PEG precipitation and ultrafiltration slightly increased
the concentration of the sample, but ultrafiltration was selected for processing
samples from the RAS facility due to its speed and simplicity. Neither of these
methods had a significant effect on the concentration of the sample. Small
amounts of IHN virus were detected in two out of nine water samples from RAS
facility, but test results were not confirmed properly with sequencing. Samples
from the RAS-facility were ultrafiltrated, and the concentration of the fish RNA
in the sample was increased up to 31-fold. The results of this work could be used
to improve testing at fish farming facilities, as the test developed in the work can
be done in six hours, which is significantly less than the currently used testing
method, which can take up to 14 days.
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LYHENTEET

IHN
IHNV
NTC
PCR
PEG
RAS
RT-qPCR
VHS

VHSV

Tarttuva vertamuodostavan kudoksen kuolio (eng.
Infectious hematopoietic necrosis)

Tarttuva vertamuodostavan kudoksen kuolio -virus
(eng. Infectious hematopoietic necrosis virus)
Templaatiton kontrolli (eng. no template control)
Polymeraasiketjureaktio (eng. polymerase chain reaction)
Polyetyleeniglykoli (eng. polyethylene glycol)
Kiertovesiviljely (eng. recirculating aquatic system)
Kvantitatiivinen = kddnteiskopiointi -PCR  (eng.
quantitative reverse transcription -PCR)

Virusperdinen verenvuotoseptikemia (eng. Viral
hemorrhagic septicemia)

Virusperdinen verenvuotoseptikemia -virus (eng. Viral
hemorrhagic septicemia virus)



1 JOHDANTO

Vesiviljely ja kalastus ovat tdrkeitd ruoantuotantomenetelmid, jotka tuottivat
vuonna 2020 yhteensd 178 miljoonaa tonnia vesieldimid, kuten kaloja ja
katkarapuja (FAO 2022). Vesieldinten tuotantoa pidetddn mahdollisesti
helpottavana tekijana ravintokriisiin, silld alalla on paljon kasvumahdollisuuksia
useilla maantieteellisilld alueilla. Ongelmia aiheuttavat kuitenkin ylikalastus,
vesistjen saastuminen ja tartuntataudit. FAOm (Food and Agriculture
Organization,  suom.  Yhdistyneiden = kansakuntien elintarvike- ja
maatalousjdrjestd) raportin (2022) mukaan vesiviljelylld ja kalastuksella
tuotetaan 17 % eldinperdisestd proteiinista. Koska vesiviljelyn tuotantomaarit
ovat olleet kasvussa viime vuosien ajan, voidaan myos olettaa kalaperdisen
proteiinin tuotannon osuuden kaikesta proteiinintuotannosta kasvavan
tulevaisuudessa. Vesiviljely on keskittynyt muutamiin kalalajeihin, ja sisdmaan
vesiviljelyssd ldhes 80 prosenttia kalantuotannosta saadaan 15:std yleisimmasta
lajista, joista suurin osa on karppikaloja. Suolaisessa vedessd yleisimmin
kasvatettu kalalaji on lohi (Salmo salar), jonka tuotanto on noin 30 prosenttia
kaikesta suolaisen veden kalantuotannosta (FAO 2022). Suomessa tuotettiin
vuonna 2021 14,4 miljoonaa kiloa kalaa, josta 94 prosenttia oli kirjolohta
(Oncorhynchus mykiss) (Luonnonvarakeskus 2022).

Tsakiridis ym. (2020) vertailivat eri proteiininldhteitd ja niiden tuotannossa
syntyvid hiilidioksidipddstoja  hiilidioksidiekvivalentteina. = Hiilidioksidi-
ekvivalentti on kasite, jonka avulla kuvataan tuotantoon liittyvid péadstoja
suhteutettuna niiden kykyyn voimistaa kasvihuoneilmi6ta siten, ettd suurempi
luku kuvaa suurempaa vaikutusta kasvihuoneilmién voimistumiseen.
Vesiviljelylld tuotetun proteiinin hiilijalanjdlki on vain noin kuudesosa
nautaperdisen proteiinin hiilijalanjéljestd, pois lukien maitoproteiini (Tsakiridis
ym. 2020). Tutkimuksessa todettiin tonnin nautaperdistd proteiinia tuottavan
63 hiilidioksidiekvivalenttia, kun vesiviljelylld tuotettu proteiini tuottaa
10 hiilidioksidiekvivalentin verran pé&dstojd. Tamé on samaa luokkaa sianlihan
tuotannon kanssa (10 hiilidioksidiekvivalenttia), mutta korkeampi kuin
siipikarjan tuotannolla (4 hiilidioksidiekvivalenttia) (Tsakiridis ym. 2020). Pienen
hiilijalanjdlkensda  vuoksi  vesiviljely on ympadristoystdvillinen keino
eldinproteiinin ~ tuotantoon ja ekologinen vaihtoehto naudanlihalle
proteiininldhteend. Merikalastuksen hiilijalanjdlki on hieman vesiviljelya
pienempi (Tsakiridis ym. 2020), mutta liikakalastus on aiheuttanut runsaasti
pyydystettyjen kalalajien kantojen heikentymisen. Heikentyneet kalakannat
palautuvat sdd@nnollisestd pyynnistd huonosti, joten kalastuksen tuotantomaaria
ei pystytd kasvattamaan samassa mittakaavassa vesiviljelyn kanssa (FAO 2022).

Yleisimpid kalojen vesiviljelymenetelmid ovat verkkoallasviljely,
lapivirtausviljely sekd kiertovesiviljely (eng. recirculating aquatic system, RAS).
Merelld kalanviljelyyn kaytetdan verkkoallasviljelyd, jossa kaloja kasvatetaan
avovedessd (Sievers ym. 2022). Tdmédn tuotantotavan suurimpia ongelmia ovat
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verkkojen hajoaminen myrskyissd ja tdstd johtuvat joukkopaot, seka
olosuhteiden  sddtelymahdollisuuksien = puute  (Sievers ym.  2022).
Lapivirtausviljelyssd kaloja kasvatetaan altaissa, joihin luonnonvesistosta
johdettu vesi virtaa altaiden ldpi takaisin vesistoon (Snow ym. 2012).
Lapivirtausmenetelmédssa vedestd pystytddn poistamaan kiintedd ainesta
sedimentoimalla tai seulomalla, mutta liuenneiden yhdisteiden poistaminen on
haasteellisempaa (Snow ym. 2012).

Kiertovesiviljelyssd laitoksen vettd kierrdtetddn kasvatus-, puhdistus- ja
hapetusaltaiden vililld. Kiertovesiviljelyn ekologisuus perustuu veden
tehokkaaseen puhdistamiseen mekaanisia ja biologisia filttereitd hyodyntamalld,
jolloin suurin osa vedestd voidaan ohjata hapetuksen kautta takaisin
kasvatusaltaisiin (d’Orbcastel ym. 2009). Puhdasta vettd joudutaan tdlloin
kdyttimdan huomattavasti pienempid maéddrid verrattuna esimerkiksi
lapivirtauslaitokseen. Veden mekaaniseen puhdistamiseen kadytetdan
sedimentaatiota tai seulontaa. Biofilttereilldi muokataan haitallisia yhdisteitd
mikrobien avulla muiksi yhdisteiksi (Mirzoyan ym. 2010), esimerkiksi
ammoniumtyppiyhdisteet hapetetaan nitrifikaatiobakteerien avulla nitriiteiksi ja
nitraateiksi, jotka ovat ymparistolle ja kaloille vahemman haitallisia (Mirzoyan
ym. 2010). Vertailemalla kiertovesilaitoksen ja ldpivirtauslaitoksen poistovesid,
d’Orbcastel ym. (2009) havaitsivat kiertovesilaitoksen poistoveden sisdltdvan
huomattavasti vihemman ammonium- ja fosforiyhdisteitd (kuva 1).

Fosfaatti-fosfori I

Lapivirtausviljely

mRAS
Nitraatti-typpi .
Ammonium-
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Jateveden padstomadrat (g/kg)"(rehu/ paiva)
Kuva 1. Jatevedestd  eristettyjen  typpi- ja  fosforiyhdisteiden = maééarat

kiertovesilaitoksessa (RAS) ja ldpivirtausviljelylaitoksessa, kuva on muodostettu
d’Orbcastel ym. (2009) julkaisusta. Sekd kaloille ettd ymparistolle haitallisen
ammoniumtypen madrd on huomattavasti matalampi kiertovesilaitoksen jatevedessd,
silld nitrifikaatiobakteerit muokkaavat sitd nitraatti- ja nitriittitypeksi. Myos fosfaattien
madrd on kiertovesiviljelyn jatevedessd vahdisempi kuin lapivirtausviljelyssd. Kuvassa
x-akselilla on esitetty jateveden sisdltdima aineen méaérd, ja y-akselilla eri yhdisteet.

d’Orbcastel ym. (2009) vertailivat tuotannoiltaan samankokoisia
kiertovesilaitosta ja lapivirtauslaitosta. Tutkimuksen ldpivirtauslaitos sijaitsi
Ranskassa, ja kiertovesiviljelylaitoksen data oli hypoteettista perustuen
tanskalaiseen  kiertovesiviljelylaitokseen, jonka tuotanto oli skaalattu
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yhtenevdiseksi ldpivirtauslaitoksen kanssa. Ladpivirtauslaitos kulutti pédivittdin
jopa 172800 kuutiometrid vettd, kun taas kiertovesilaitoksen vedenkulutus
pdivdssd oli 8701 kuutiometrid (d’Orbcastel ym. 2009). Huomattavasti
viahdisemmain vedenkulutuksen vuoksi kiertovesilaitokset soveltuvat alueille,
joissa veden saatavuudessa on haasteita. Kiertovesikasvatuksen haasteita ovat
kuitenkin veden pumppaamisesta ja lampotilan sddtelystd johtuva suuri
sdahkonkulutus, osaavan ja koulutetun huoltohenkilokunnan tarve sekd
vedenpuhdistukseen liittyvdt ongelmat, kuten laitteistojen toimintahdiritt
(Badiola ym. 2012).

1.1 Virusperiiset kalataudit

Virusperdiset kalojen ja muiden vesieldinten taudit aiheuttavat merkittavia
taloudellisia tappioita vuosittain (Oidtmann ym. 2018). Taudit vaikeuttavat
myds tuotannon kasvattamista, silld kasvatetuissa populaatioissa taudit levidvit
tehokkaasti, johtuen populaatiotiheydestd seké stressaavan kasvatusympaériston
immuunipuolustusta heikentdvéastd vaikutuksesta (Ogut ja Reno 2004).
Oidtmann ym. (2018) katsausartikkelissa tarkasteltiin useiden vesiviljelyssd
tauteja aiheuttavien virusten infektiivisyyttd ja eri tekijoiden vaikutusta virusten
inaktivoitumiseen. Esimerkiksi lampotilojen nousu ja veden sisdltamén
orgaanisen aineksen pitoisuuden kasvu olivat tekijoitd, jotka nopeuttivat
virusten inaktivoitumista. Toisaalta veden lampdétila ja puhtaus vaikuttavat
myos kalojen hyvinvointiin, joten orgaanista ainesta tulee poistaa
kasvatusaltaista ja lampotilan on oltava kalalajille suotuisa (Oidtmann ym. 2018).
Tautien aiheuttamat taloudelliset tappiot koostuvat sairastuneiden kalojen
lopettamisen ja myyntikelvottomuuden lisdksi laitoksen desinfioinnista ja
bioturvallisuuden parantamiseen liittyvistd kuluista (Walker ja Winton 2010).
Viljelylaitoksen saneeraus on kuukausia kestdvd projekti, jonka aikana uutta
kalantuotantoa ei voida kdynnistdd, mikd on tappiollista aikaa laitokselle.
Taloudellisten vaikutusten lisdksi viljelylaitoksissa esiintyvat tartuntataudit
vaikuttavat ymparistoon. Verkkoallaskasvatuksessa ja ldpivirtauskasvatuksessa
kasvatusaltaissa virtaava vesi on suoraan yhteydessd ympéroivdan vesistoon,
jolloin infektoituneesta kasvattamosta saattaa siirtyd patogeeneja myds
ympadristoon. Jos tartuntatauti on paikalliselle kalapopulaatiolle uusi eikd esiinny
alueella kotoperdisend, saattaa tauti aiheuttaa jopa paikallisia sukupuuttoja
immuunivasteen puuttuessa (Walker ja Winton, 2010). Paikallisen kalakannan
merkittdavd  pienentyminen taas puolestaan vaikeuttaa petoeldinten
ravinnonsaantia, mika voi aiheuttaa paikallisen lajiston kdyhtymistd (Walker ja
Winton, 2010).

Tarttuva hematopoieettinen nekroosivirus (eng. infectious hematopoietic
necrosis virus, IHNV) on wuseita kalalajeja infektoiva virus, joka kuuluu
rhabdoviruksiin (Dixon ym. 2016). IHNV on vaipallinen virus, jonka genomi on
negatiivista, yksijuosteista RNA:ta (ssRNA, eng. single-strand RNA), ja kooltaan
noin 11 kb. Negatiivinen RNA tulee kopioida solussa vastinjuosteekseen, jotta se
olisi kdytettdvissd ldhetti-RNA:na (positiivinen RNA). Viruksen rakenne on
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melko yksinkertainen, silldi se koostuu viidestd rakenneproteiinista seké
polymeraasientsyymistd. IHNV infektoi useita lohikaloja, kuten kirjolohta, jotka
ovat taloudellisesti merkittdvid saaliskaloja. IHN:n, tarttuvan vertamuodostavan
kudoksen kuolion (eng. infectious hematopoietic necrosis), tavallisimmat oireet ovat
vdrinmuutokset nahassa, silmien pullistuminen sekd mustelmat, ja oireista
haitallisimpia ovat pistemdiset verenvuodot. IHNV voi levitd useita eri reittejd
pitkin, erityisesti vesivilitteisesti laitoksen sisélld seka viljelylaitoksesta toiseen
laitokseen  siirtyvien kalojen mukana, mikd on tavallinen syy
kalanviljelylaitoksessa tapahtuvaan infektioon (Dixon ym. 2016). Koska tautia
vastaan ei ole hoitoa tai rokotetta, ainoa keino tartuntojen ehk&isemiseksi on
kalojen ja mddin sddnnollinen testaaminen, erityisesti ennen laitosten valilld
tapahtuvaa siirtoa (Yong ym. 2019). IHNV:id on tavattu Suomessa
kalanviljelylaitoksilla kolmesti vuosina 2017-2022, mutta tauti ei ole levinnyt
viljelylaitosten ulkopuolelle. Euroopassa IHNV:td on havaittu erityisesti
Saksassa ja Tanskassa vuonna 2021 (EURL 2021).

Kalatiheydellda on havaittu olevan vaikutusta IHNV:n levidmiseen
viljelylaitoksessa. Ogut ja Reno (2004) totesivat kalatiheyden olevan
verrannollinen infektioiden mddrdan. Tutkimuksessa testattiin seitsemdd eri
kalatiheyttd, ja jokaiseen kasvatusaltaaseen lisdttiin IHNV:Il4 infektoitu kala.
Tartuntoja todettiin tapahtuneen sitd enemmén, mitd suurempi altaan kalatiheys
oli. Alle 0,08 kalan litratiheydessd tartuntoja ei tapahtunut lainkaan. Erojen
tartuntojen maddrdssd arveltiin johtuvan infektoituneiden kalojen ldheisemmasta
kanssakdymisestd terveiden kalojen kanssa suuren tiheyden altaissa. Lisdksi
tiheissd populaatioissa kalojen on havaittu olevan stressaantuneempia kuin
vdljemmissd populaatioissa, mikd osaltaan lisdd infektioalttiutta (Ogut ja Reno
2004). Tutkimuksessa testatut kalatiheydet olivat huomattavasti normaaleja
viljelyolosuhteita pienempid, silld kasvatusaltaan kalatiheys saattaa olla jopa 30
kalaa vesilitraa kohden (Ogut ja Reno 2004).

Rhabdoviruksiin kuuluva virusperdinen verenvuotoseptikemiavirus
VHSV (eng. wviral hemorrhagic septicemia virus) aiheuttaa virusperdistd
verenvuotoseptikemiaa (viral hemorrhagic septicemia, VHS), jonka pédasiallisia
oireita ovat runsas sisdinen ja ulkoinen verenvuoto (Walker ja Winton 2010).
VHSYV on IHNV:n tapaan vaipallinen RNA-virus, jonka perimé on yksijuosteista,
negatiivista RNA:ta. Virus koostuu viidestd rakenneproteiinista ja
polymeraasientsyymistd. VHSV levidd IHNV:td herkemmin, silld siind missa
IHNYV levidd vesivdlitteisesti ja sairaiden kalojen valilld, VHSV voi levitd myos
kontaminoituneiden vélineiden kautta (Ruokavirasto 2023). VHS aiheuttaa
vuosittain kalakuolemia erityisesti kalanviljelylaitoksissa, joissa olosuhteet
viruksen levidmiselle ovat otolliset (Walker ja Winton 2010). VHSV:t4 esiintyy
villeissd kalapopulaatioissa pohjoisella pallonpuoliskolla, ja myods Suomessa
havaintoja on tehty kalanviljelylaitoksilla (Raja-Halli ym. 2006). Raja-Halli ym.
(2006) tutkivat suomalaisista verkkoallaskasvattamoista eristettyjen virusten
patogeenisyyttd sekd genomien samankaltaisuutta keskenddn, ja totesivat
virusten olevan todenndkoisesti samaa alkuperdd. Tutkimuksessa arveltiin
virusten pddtyneen meren rannikolla sijaitseviin verkkoaltaisiin meriveden



mukana, silld verkkoaltaat ovat avoimia systeemejd veden virtauksen suhteen
(Raja-Halli ym. 2006). VHSV:td havaittiin Suomessa useita kertoja vuosina 2000-
2012, jonka jédlkeen ei ole havaittu tapauksia (Ruokavirasto 2023). Vuonna 2021
VHS-tautia havaittiin Euroopassa pddosin Saksassa, mutta myods muualla
yksittdisid tapauksia (EURL 2021).

1.2 RT-qPCR ja TagMan diagnostiikassa

Polymeraasiketjureaktio (eng. PCR, polymerase chain reaction) on tehokas tapa
monistaa DNA:ta ja RNA:ta (Holland ym. 1991). Monistaminen tapahtuu kohde-
DNA:lle suunniteltujen alukkeiden ja polymeraasientsyymin avulla sopivassa
lampotilassa. Reaktion aikana ldmpotilaa muutetaan vaiheittain, jolloin

ensimmadisessd vaiheessa nukleiinihapon kaksoisjuoste avautuu
(denaturaatiovaihe, eng. denaturation), minka jalkeen lampétilaa lasketaan, jotta
alukkeet voivat kiinnittya mallijuosteeseen (eng. annealing).

Polymeraasientsyymi  kiinnittyy  alukkeeseen ja luo  mallijuosteen
emdsjdrjestyksen perusteella vastinjuosteen (pidentymisvaihe, eng. elongation).
Nditd kolmea vaihetta toistetaan haluttu m&drd (Holland ym. 1991). PCR-
reaktioissa kdytetddn termofiilisistd bakteereista eristettyjd polymeraaseja, kuten
Thermus aquaticus -bakteerin polymeraasia (Tag-polymeraasi), jotta entsyymi
kestdisi korkeita lampotiloja (Chien ym. 1976).

Reaktioon voidaan lisdtd fluoresoivia reagensseja, jolloin reaktion kulkua
pystytddn seuraamaan reaaliaikaisesti (QPCR, eng. quantitative PCR). TagMan-
koettimet (eng. probe) ovat lyhyitd oligonukleotideja, joiden 5°-pddssd on
fluoresoiva merkki, ja 3’-pddssd on fluoresointia estdvad liitdinndinen (eng.
quencher). Koetin liittyy mallijuosteeseen alukkeen kiinnittymisvaiheessa. Kun
mallijuostetta kopioiva Tag-polymeraasi kohtaa juosteeseen kiinnittyneen
koettimen, se irrottaa koettimen ja hajottaa tdmédn pienempiin osiin, jolloin
koettimen 5°- ja 3"-pddt eivdt vuorovaikuta keskenddn ja fluoresenssi ilmenee
(Holland ym. 1991). TagMan-koettimien avulla pystytddan havaitsemaan haluttu
geenisekvenssi reaktiosta, jonka vuoksi menetelmaé soveltuu esimerkiksi virusten
havaitsemiseen nédytteestd. Koettimen ja alukkeiden tulee olla huolellisesti
suunniteltu, jotta ne ovat spesifit tutkittavalle virukselle, ja kuitenkin soveltuvat
useimpiin  viruksen  kantoihin. RT-qPCR:ssd eli  kvantitatiivisessa
kadnteiskopiointi -PCR:ssd (eng. quantitative reverse transcription -PCR) reaktioon
lisdtddan kaanteiskopiojaentsyymi, jonka avulla RNA muutetaan DNA:ksi, ja
DNA:ta kédytetddn templaattina ajon qPCR-vaiheessa (Wang ja Brown 1999). RT-
qPCR:ssd reaktion tulokseksi saadaan Cg-arvo (eng. quantification cycle), joka
madrittyy templaattiin sitoutuneiden koettimien aiheuttaman fluoresenssin
ylittdessd kynnysarvon. Cg-arvosta voidaan johtaa standardisuoran avulla
reaktiossa olevan templaatin alkupitoisuus (SQ, eng. starting quantity)(Wang ja
Brown 1999). RT-qPCR-testejd kdytetddn monien patogeenien testaukseen:
esimerkiksi SARS-CoV-2-testauksessa hyodynnetddn RT-qPCR-menetelmaa
(Dutta ym. 2022). Muihin diagnostiikkamenetelmiin verrattuna RT-qPCR-testi
oli herkkd sekd tarkka, mutta vaatii muihin testimenetelmiin verrattuna



enemman koulutettua henkilokuntaa sekd monia erityisid laboratoriotarvikkeita
(Dutta ym. 2022).

IHNV:td ja VHSV:td testataan kalanviljelylaitoksilta sdannollisesti, seka
mahdollisen tautitapauksen ilmetessd (Olesen ym. 2021). Suomessa virusten
esiintymistd valvoo Ruokavirasto, ja kasvatuslaitoksia tarkastetaan tietyin
mddrdajoin ja tuontikalojen tutkimista virusten varalta suositellaan
(Ruokavirasto 2022). Padasiallinen testimuoto on soluviljely, jossa sairastuneen
kalan kudoksesta valmistetaan homogeeninen liuos, jota Kkaisitellddn
antibiooteilla bakteeritautien poissulkemiseksi analyysistd. Lisdksi liuosta
kasitelldan IPNV-vasta-aineella (tarttuva haimakuolio -virus, eng. infectious
pancreatic necrosis virus) IPNV-tartunnan poissulkemiseksi, ja varmistetaan
taudin olevan joko IHNV:n tai VHSV:n aiheuttama. Soluja kasvatetaan
seitsemadstd kymmeneen vuorokautta, jonka jalkeen solujen kunto tarkastetaan ja
jos merkkejd tartunnasta ei ole, jatketaan kasvattamista. Jos soluissa esiintyy
kasvatuksen aikana sytopaattista efektid, eli solujen pyoristymistd ja irtoamista
kasvatusmaljan = pohjasta, tarkastetaan efektin  aiheuttaja = ELISA:n
(entsyymivdélitteinen immunosorbenttimééritys, eng. enzyme-linked
immunosorbent assay), IFAT:n (epdsuora fluoresenssivasta-ainetesti, eng. indirect
fluorescence antibody test) tai RT-qPCR:n avulla (Olensen ym. 2021). VHSV:n
tunnistamiseen kdytettdava RT-qPCR-testi kohdistuu VHSV:n nukleoproteiinia
koodaavaan geenin (n-geeni) osaan, genomin nukleotideihin 532-608. IHNV:n
testi on my0s kohdistettu viruksen nukleoproteiinin geeniin, nukleotideihin 796-
893. Yksivaiheista RT-qPCR-protokollaa, jossa kadnteiskopiointi suoritetaan
samassa ajossa PCR-reaktion kanssa, IHNV-testaukseen on kehitetty (Cuenca ym.
2020) aiemmin kaytetyn kaksivaiheisen RT-qPCR-protokollan tilalle, ja EU:n
kala- ja dyridistautien vertailulaboratorio (EURL, eng. European Union Reference
Laboratory for Fish and Crustacean diseases) suosittaa kdyttdimdan kyseisessd
tutkimuksessa kehitettyd protokollaa. EURL esittdd myos suositellut alukkeet ja
koettimet virusten tunnistamiseen. Soluviljelytesti on esimerkiksi Suomessa
ainoa virallisena diagnostisena testind kdytetty menetelméd (Ruokavirasto 2022).
Soluviljely on kuitenkin hidas menetelmd, ja testituloksen varmistumiseen
saattaa kulua jopa kaksi viikkoa, kun taas suoraan naytteestd tehtavan PCR-testin
tulokset voivat valmistua alle vuorokaudessa.

1.3 Virusten konsentroiminen vesindytteestd

Virusten havaitseminen vesindytteestd voi olla haastavaa, silld tutkittavien
ndytteiden otoskoko on usein pieni suhteutettuna systeemin kokoon, eiké talloin
vélttamatta kuvaa tutkittavaa systeemid erityisen hyvin. Lisdksi vesindytteeseen
saattaa pddtyd vain yksittdisid kappaleita tiettyd virusta, minkd vuoksi ndytteen
konsentroiminen on olennaista. Nadytteen konsentroimiseksi vesimassaa voidaan
suodattaa erilaisilla menetelmilld, kuten ultrasuodatuksella tai suodattamalla
elektronegatiivisen tai -positiivisen kalvon ldpi, tutkittavasta partikkelista
riippuen (Ahmed ym. 2020). Ahmed ym. (2020) suodattivat viruspartikkeleita
jatevesistd ultrasuodatuksella, jonka jdlkeen viruksia havainnoitiin RT-qPCR:1I4.
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Tutkimuksessa verrattiin ultrasuodatusta muihin suodatusmenetelmiin, kuten
ultrasentrifugointiin, ja havaittiin ultrasuodatuksen tehokkuuden olevan samaa
tasoa tehokkaimpien tutkimuksessa kdsiteltyjen menetelmien kanssa.
Vertailussa tehokkaimpia olivat suodattimet, joissa haluttu partikkeli sitoutuu
elektropositiiviseen tai -negatiiviseen kalvoon, josta se eristetddn eluoimalla.
Tdllaisten suodattimien avulla pystyttiin eristimddn vedestd noin 65 prosenttia
viruspartikkeleista, kun taas ultrasuodatuksella eristettiin 56 prosenttia
viruksista (Ahmed ym. 2020). Grant ym. (2011) testasivat ultrasuodatusta
IHNV:lle, ja tutkimuksessa viruksista saatiin eristettyd suodatuksen jdlkeen
keskimddrin 96 prosenttia, ja konsentroinnin avulla viruspitoisuus saatiin
keskimddrin 23-kertaiseksi (Grant ym. 2011). Kim ym. (2015) konsentroivat
VHSV:td vedestd ultrasuodatuksella 100-10000-kertaiseksi pitoisuudeksi.
Vaikka ultrasuodatuksessa osa viruspartikkeleista saattaa ldpdistd suodattimen
sopivasta huokoskoosta huolimatta, konsentrointi kasvattaa pitoisuutta niin
paljon alkuperdistd suuremmaksi, ettd suodattaminen on kannattavaa (Kim ym.
2015, Ahmed ym. 2020).

Tehokkaalla ultrasuodatusmenetelmdlld on pystytty havaitsemaan viruksia
vesindytteistd, jossa viruksen pitoisuus on ollut vain kolme partikkelia
kymmenessd litrassa vettd (Batts ja Winton 1989). Tassd menetelmdssad vesindyte
huuhdotaan ontoista kuiduista koostuvan kalvon ldpi, jolloin pienimmidt
partikkelit, kuten suolat, kulkeutuvat kalvon ldpi, ja suuremmat partikkelit
jadvat kalvoon kiinni. Kalvoille on mééritetty molekyylipainoraja-arvo (MWCO,
eng. molecular-weight cut-off), jota pienemmit partikkelit huuhtoutuvat
suodattimen kuitujen ldpi suurempien jaddessd kuituihin kiinni. Suodatinta
voidaan tdman jdlkeen huuhtoa liuottimella, jolloin halutut partikkelit saadaan
eluoitua ldhtotilavuutta huomattavasti pienempdan tilavuuteen (Cashdollar ja
Wymer 2013). Ultrasuodatus on verrattain halpa menetelms, ja soveltuu erityisen
hyvin konsentraatioltaan alhaisten ndytteiden kaisittelyyn, silld saman
suodattimen ldpi voidaan huuhtoa jopa useita satoja, jopa tuhansia litroja vettd
(Rhodes ym. 2011).

Polyetyleeniglykoli (PEG) on pitkédketjuinen polymeeri, jonka toistuva osa
voi olla tuhansia yksikkojd pitkd. PEG-yhdisteilld on monia kéyttotarkoituksia,
ja niitd voidaan kayttdd my6s virusten (Lewis & Metcalf 1988) ja
nukleiinihappojen (Lis & Schleif 1975) saostamiseen. PEG muodostaa
sentrifugoinnin aikana suodattimen omaisen kalvorakenteen, jonka avulla
muodostuva pelletti on stabiili ja neste poistuu pelletistd tehokkaasti. Torii ym.
(2022) vertailivat tutkimuksessaan inkubaation pituuden vaikutusta PEG-
saostuksen tehokkuuteen ja virusten palautumisasteeseen (eng. recovery rate).
Konsentroinnin kannalta tehokkaimmalta késittelyltd vaikutti suoraan, ilman
inkubaatiota tehty saostus, ja virusten palautumisaste oli myos talla kéasittelylla
hyvéa verrattuna muihin inkubaatiopituuksiin (Torii ym. 2022). Tutkimuksessa
ilman inkubaatiota tehty konsentrointi jopa yli 60-kertaisti ndytteen pitoisuuden.
PEG-saostuksen on todettu olevan toimiva menetelméd esimerkiksi koronavirus
SARS-CoV-2:n levidmisen seurannassa (Zheng ym. 2023). Aiemmin mainitussa
vertailututkimuksessa (Ahmed ym. 2020) testattiin myods PEG-saostuksen



konsentrointitehokkuutta, ja tutkimuksessa todettiin menetelmédn olevan
konsentrointitehokkuudeltaan neljanneksi paras, eluointimenetelmien ja
ultrasuodatuksen jdlkeen.

Kylmékuivauksessa nédytteestd poistetaan vettd pakastamalla nédyte
tyhjiossd, jolloin vesi sublimoituu (Hansen ym. 2015; Merivaara ym. 2021).
Kaasumainen vesi pumpataan tyhjiopumpun kautta pois kammiosta, jolloin
Kylmédkuivausta kdytetddn muun muassa virusten sdilomiseen, silld
kylmékuivauksen luonteesta johtuen proteiineja ei tarvitse altistaa korkealle
lampétilalle, joka aiheuttaa proteiinien denaturoitumista (Hansen ym. 2015).

Superabsorboivien polymeerien (eng. superabsorbent polymers, SAPs) avulla
vesipitoisesta ndytteestd voidaan nopeasti poistaa suuria maarid vettd (Xie ym.
2016; Chen ym. 2021). Polymeeristd valmistetaan helmid, joiden huokoiseen
rakenteeseen sitoutuu hydrofiilisten vuorovaikutusten ansiosta vettd. Vesi
voidaan poistaa materiaalista esimerkiksi kuumentamalla, minkd ansiosta
helmet voivat olla uudelleenkéytettdvissa (Xie ym. 2016).

1.4 Tutkimuksen tavoitteet, tutkimuskysymykset ja hypoteesit

Tamdn tutkimuksen yleisend tavoitteena oli mahdollistaa nopea ja tehokas
virustestaus  kalanviljelylaitoksilla  infektioista aiheutuvien tappioiden
vahentdmiseksi. Tatd tavoitetta ldhestyttiin neljan konkreettisen tavoitteen
kautta: ensisijainen tavoite oli kadyttoonottaa RT-qPCR-protokolla eli
standardoitu tyoskentelyn toimintamalli IHN- ja VHS-virusten tunnistamiseksi
vesindytteestd, ja arvioida menetelmdn avulla pienin havaittavissa oleva
virusmdara vesindytteessd. Tyon toinen tavoite oli lisétd menetelméan herkkyytta
erilaisten konsentrointimenetelmien avulla. Kolmas tavoite oli tutkia IHNV-
tartunnan  vuoksi  saneeraukseen joutuneen kiertovesiviljelylaitoksen
vesindytteiden viruspitoisuudet. Lopuksi tavoitteena oli arvioida testin
soveltumista kdytannon taudintorjuntaan kalanviljelylaitoksella. Tutkimuksen
tuloksia voidaan mahdollisesti hyodyntdd tartuntatautien havaitsemisessa ja
levidmisen ehkdisyssd kalanviljelylaitoksissa, silldi nopean ja tehokkaan
testimenetelmdn avulla laitoksille tuotavat poikaskalat ja méti voitaisiin
tarkastaa IHNV:n ja VHSV:n varalta ennen laitokseen siirtdmistd. Kuljetuksen
aiheuttama stressi lisdd kalojen infektioalttiutta, minkd vuoksi lievéd infektio, joka
ei ole havaittavissa testeilld, voi puhjeta matkan aikana. Tamaén takia kalat ja méti
olisi tarpeen testata myos loppusijoituskohteessa alkukasvatuslaitoksen lisdksi.

Tyon tutkimuskysymykset olivat seuraavat: “voidaanko IHN- ja VHS-
madritykset  tehdd  yhdessa  RT-qPCR-reaktiossa  multiplex-RT-qPCR-
menetelmdlld?” ja “pystytddanko vesindytteen konsentroinnilla lisddméddn
menetelmdn herkkyyttda kalanviljelylaitoksella piilevan RNA-virustaudin
selvittdimiseksi?” Tutkimuskysymyksiin pyrittiin vastaamaan RT-qPCR-
menetelmdn kadyttoonoton ja optimoinnin aikana keréattyjen tulosten avulla seka
konsentrointimenetelmien  vertailukokeiden avulla.  Multiplex-RT-qPCR-
menetelmdd, jossa yhteen PCR-reaktioon lisdtddn alukkeet ja koettimet
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useamman kohteen tunnistamiseksi, kdytetddn usein kliinisessd diagnostiikassa
positiivisen kontrollin yhdistdmiseksi testiin, sekd reagenssien ja tyon méadran
vdhentdmiseksi, kun testataan usean patogeenin ldsndoloa niytteestd.
Testaamalla kehitettyd protokollaa RAS-laitokselta saatuihin vesindytteisiin,
voitiin tarkastella tydssd kdayttoonotetun protokollan toimivuutta kdytannossa.

Aikaisempien tutkimusten perusteella ultrasuodatus on toimiva
menetelmd IHNV:n ja VHSV:n konsentroimiseen, vaikka viruspitoisuus
ndytteessd olisi hyvin alhainen (Batts ja Winton 1989, Kim ym. 2015). My6s PEG-
saostus vaikutti etukdteen lupaavalta menetelmaltd (Torii ym. 2022, Cheng ym.
2023). Tyossda hypoteesina oli, ettd ultrasuodatus tai PEG-saostus olisivat
konsentrointimenetelmistd tehokkaimmat sekd parhaiten kdytantoon soveltuvat.
Kalanviljelylaitoksella, josta vesindytteet saatiin, todettiin IHNV-tartunta kesalla
2022. Virusta oletettiin 16ytyvan todenndkoisimmin vesindytteistd, jotka otettiin
sairaita kaloja sisdltdneistd kasvatusaltaista, ja terveitd kaloja sisdltdneissd
altaissa virustaakan arveltiin olevan nditd altaita pienempi. Veden
puhdistusaltaissa, kuten denitrifikaatioaltaassa, virusmddrdn oletettiin myos
olevan pieni, silld ndissd orgaanisen aineksen méadra on muita altaita suurempi,
minkd vuoksi viruspartikkelit havidvéat ndytteestd nopeasti (Oidtmann ym. 2018).
Laitoksen tuloveden ei uskottu siséltdvan virusta, silld kyseistd virusta ei esiinny
alueella kotoperdisena.

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Tutkimusaineisto

Tyossda kdytettiin  kolmenlaista aineistoa: aluksi RT-qPCR-menetelman
optimointiin tuotettiin IHN- ja VHS-virusten RNA:ta tilatuista DNA-
konstrukteista, joihin oli liitetty viruksen konservoituneen n-geenin sekvenssi ja
sopivat alukesekvenssit (liite 1). Vesindytteiden konsentrointimenetelmien
vertailuun saatiin puhdasta merivettd Itdmerestd IHN-viruksella saastuneen
ahvenanmaalaisen RAS-laitoksen ldheisyydesta. Tamd ndyte (5 1) oli otettu
22.10.2022, ja se ldhetettiin Jyvaskylddn pakasteena. Lisdksi tyossa
kayttoonotetun ~ RT-gPCR-menetelmédn  hyodyntamistda ~ IHN-viruksen
diagnostiikkaan tutkittiin kyseisestd, Ahvenanmaalla sijaitsevasta RAS-
laitoksesta laitoshuoltajan toimesta kerittyjen (9.8.2022) yhdeksdn vesindytteen
avulla. Ndiden laitosndytteiden ottopaikat on esitetty taulukossa 1. Kaikki
laitosndytteet otettiin samalla ndytteenottimella puhdistamatta sitd vélissda. Noin
300 ml:n néytteet sdilottiin 0,33 litran pulloissa -20 °C pakastimessa. Naytteet
kuljetettiin Jyvaskyldan pakastettuina kylmédlaukussa, ja ne sdilytettiin BSL2-
tiloissa (bioturvataso 2, eng. biosafety level 2) -20 °C pakastimessa.



Taulukko 1. Vesindytteet 1-10: kiertovesiviljelylaitos, Ahvenanmaa, 9.8.2022.
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Virusndytteiden késittelyd varten haettiin lupa Ruokavirastolta (liite 2).
RAS-laitokselta otettujen vesindytteiden siirtdmiseen Jyviaskylddn saatiin lupa
Ahvenanmaan maakuntahallitukselta (liite 3). Tyota varten
tyoskentelylaboratorio tuli rekistertidd Ruokavirastoon (liite 4), ja tyossd
noudatettu tautisuojausjdrjestelmd on esitetty liitteessd 5. Tyon kokeellisen
osuuden vaiheet on esitetty kuvissa 2 ja 3. Kuvassa 2 on esitetty RT-qPCR-testin
kayttoonottoon liittyvdt tyovaiheet, jotka tehtiin oikeanlaisen protokollan
varmistamiseksi tyossd kédytetyille reagensseille. Kuvassa 3 on esitetty
konsentrointikokeen vaiheet.

- T laatti-
Templaatin DNA- ERm{";iL
valmistaminen testin konstruktin | L
e . tuottaminen
kdyttoonottoa varten monistaminen -
- DNA:sta

UNG-entsyymin ja
RT-qPCR-testin » dUTP:n lisaaminen
kayttoonotto reaktioon
+ Tiivistematon ja
liimaltaan
Kontaminaation n paksumman
vihentdminen "l muovikannen
kaytto 96-
[ kuoppalevyilla
Mastermixin
Y Y » valmistaminen eri
Standardien tilassa
valmistaminen Annealing-
ja pitoisuuksien gradientti
valinta
Y Y
Alukkeiden ja Suolan
koettimien .
. vaikutuksen
pitoisuuden tarkistaminen
optimointi
Kuva 2. RT-qPCR-testin kdyttoonoton vaiheet, nuolten avulla kuvataan tyon

etenemisjédrjestystd. Kontaminaation vadhentdmiseen liittyvédt vaiheet tuli suorittaa,
ennen kuin voitiin jatkaa optimoinnin seuraaviin vaiheisiin.
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Kuva 3. Konsentrointikokeen kulku, nuolten avulla kuvataan tyon etenemisjarjestysta.

2.2 RT-qPCR-diagnostiikkamenetelman optimointi ja kayttoon-
otto

Tyossda otettiin  kdyttoon RT-qPCR-testimenetelmd IHNV:n ja VHSV:n
havainnointiin ndytteestd. Testin kadyttoonottoa varten tuli tehdd kuvassa 2
esitetyt tyovaiheet, jotta voitiin varmistua testin olevan toistettava ja luotettava.
IHNV:n ja VHSV:n RT-qPCR-diagnostiikkamenetelmdn optimointiin kaytetyt
alukkeet ja koettimet valittiin EURL:n suositteleman ohjeistuksen (Olesen ym.
2021) mukaan, joka nojaa aiempiin tutkimuksiin (Jonstrup ym. 2013, Hoferer ym.
2019, Cuenca ym. 2020). Kalan RNA:n havaitsemiseen kadytettiin kalojen (-
aktiinin (ns. housekeeping-geeni) tunnistavia koettimia ja alukkeita, kohdistettuna
geenin nukleotideihin 509-527 (Forward-aluke), 552-574 (Reverse-aluke) seka
529-550 (koetin) (NCBI: NM_001124235). Tama geenialue on konservoitunut, ja
esiintyy soluissa erittdin runsaana. Phi6-faagille kdytetyt alukkeet ja koetin
tilattiin Gendron ym. (2009) tutkimuksen pohjalta. Kaikkien tyossa kadytettyjen
alukkeiden ja koettimien sekvenssit on esitetty taulukossa 2. Kaikki alukkeet ja
koettimet tilattiin Metabion International AG:ltd (Steinkirchen, Saksa), ja DNA-
konstruktit IHNV:lle ja VHSV:lle tilattiin Eurofins Genomics:lta (Ebersberg,
Saksa).

Tyossd kdytettiin koettimissa kolmea eri fluoroforia: IHNV:n koettimessa
oli FAM-fluorofori, kalan koettimessa HEX-fluorofori ja VHSV:n ja phi6-faagin
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koettimissa  kdytettiin ROX-fluoroforia. ~Eri fluoroforeja  kayttamalla
mahdollistettiin useampien ndytteiden diagnosointi samassa RT-qPCR-ajossa
(multiplex-PCR). Kaikki tyon qPCR- ja RT-qPCR-ajot tehtiin C1000 Touch
Thermal Cycler -laitteella (CFX96 Real-Time System, Bio-Rad), ja ajoasetukset
sdddettiin Bio-Rad CFX Maestro 2.3 -ohjelmistolla (versio 5.3.022. 1030, 2021).
Tyossd mitattiin DNA:n ja RNA:n konsentraatioita Qubit-laitteella (Qubit 2.0,
Life Technologies, Itdvalta) laitteen ohjeen mukaisesti, jotta voitiin madrittaa
templaattina kaytettivan liuoksen mddrd. PCR:ssé muodostuneen DNA:n
konsentraatio ja juosteiden koot tarkastettiin TapeStation-mittauksella
(TapeStation 2200, Agilent Technologies) laitteen ohjeen mukaisesti. Tuloksia
tarkasteltiin 2200 TapeStation Controller -ohjelmistolla (versio A.02.02(SR1)).

Taulukko 2. Tyossd kdytettyjen alukkeiden ja koettimien sekvenssit.

Nimi Sekvenssi (5" - 3)

IHN Forward -aluke AGAGCCAAGGCACTGTGCG

IHN Reverse -aluke TTCTTTGCGGCTTGGTTGA

IHN-koetin 6-FAM-AGCGGGACAGGRATGACAATGGTG-BHQ1
VHS Forward -aluke AAACTCGCAGGATGTGTGCGTCC

VHS Reverse -aluke TCTGCGATCTCAGTCAGGATGAA
VHS-koetin ROX-TAGAGGGCCTTGGTGATCTTCTG-BHQ2
Kala Forward -aluke CCACCGGTATCGTCATGGA

Kala Reverse -aluke =~ CGTAGCCCTCGTAGATGGGTACT
Kala-koetin HEX-TCCGGTGACGGCGTGACCCACA-BHQ1
Phi6 Forward-aluke @TGGCGGCGGTCAAGAGC

Phi6 Reverse-aluke =~ GGATGATTCTCCAGAAGCTGCTG

Phi6-koetin ROX-CGGTCGTCGCAGGTCTGACACTCGC-BHQ2
IonA-aluke CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
P1-aluke CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT

RT-qPCR-testin ~ optimoinnissa  kdytettiin ~ kdytdnnon syistd ja
bioturvallisuuden varmistamiseksi virusten sijaan IHNV:n ja VHSV:n
konservoituneen n-geenin sisaltdvad RNA:ta, jota tuotettiin tilatusta konstrukti-
DNA:sta. Aluksi konstrukti-DNA:ta monistettiin riittdvyyden varmistamiseksi
kdyttden Maxima SybrGreen Fluorescein qPCR -mastermixid (K0241, Thermo
Scientific, Liettua) taulukossa 3 esitetylld reaktioseoksella ja taulukossa 4
esitetyilld qPCR-ajoasetuksilla. Monistettu DNA-konstrukti puhdistettiin SparQ-
magneettihelmilld (QuantaBio SparQ PureMag) ohjeen mukaan.
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Taulukko 3.DNA:n monistaminen Maxima SybrGreen Fluorescein qPCR -mastermixid

kayttden.

Reagenssi Konsentraatio reaktiossa
Maxima SybrGreen Fluorscein qPCR (2x) 1x

IonA-aluke (Forward, 10 pM) 0,2 uM

P1-aluke (Reverse, 10 uM) 0,2 uM
Templaatti-DNA (5 ng/pl) 0,2ng/ul

dHO 10,5 ul/reaktio

Reaktion kokonaistilavuus 25 ul

Taulukko 4.qPCR-ajoasetukset DNA:n monistuksessa.

Vaihe Lampotila (°C) Kesto
1. Alkudenaturaatio 95 10 min
Vaiheita 2-5 toistetaan 20 kertaa

2. Denaturaatio 95 15s

3. Alukkeiden sitoutuminen 52 30s

4. Pidentyminen 72 30s

5. Kuva

Templaattina kédytetyn konstrukti-DNA:n pitoisuus oli ensimmdisessa
qPCR:ssd 0,2 ng/ ul, mutta odotettua matalamman saannon vuoksi monistettiin
DNA:ta uudelleen kadyttden korkeampaa templaattikonsentraatiota (0,5 ng/pl),
sekd kunkin alukkeen konsentraationa 0,3 pM. Reaktiossa kaytettiin samoja
ajoasetuksia kuin edelld. Koska parempaa saantoa ei edelleenkddn saavutettu,
oletettiin ettd templaatin lisddminen ei paranna saantoa, ja DNA:ta monistettiin
uudelleen riittdvan DNA-m&ddrdan saavuttamiseksi. Reaktiossa templaatin
konsentraationa kaytettiin 0,12 ng/pl ja alukkeiden konsentraationa oli 0,3 uM,
jolloin saatiin tuotteeksi templaatin mdardaan ndhden korkeampia pitoisuuksia
DNA:ta. Rinnakkaiset reaktiot (4 kpl) yhdistettiin SparQ-puhdistusta varten,
jossa kaytettiin 1,5 x SparQ-helmia ja eluointi tehtiin 50 pl:aan dH>O:ta.

221 RNA-synteesi IHN-ja VHS-virusten mallinnusta sekd RT-qPCR-stan-
dardia varten

Edellisessd kohdassa (kpl 2.2) monistetusta, puhdistetusta DNA-konstruktista
tuotettiin IHNV:td ja VHSV:td mallintavaa RNA:ta myohemmin kaytettdvaksi
RT-qPCR-testin ~ optimoinnissa sekd standardisuoran muodostamiseen
RT-qPCR-reaktiossa. RNA:ta tuotettiin synteesikitin (E2050S, HiScribe T7 Quick
High Yield RNA synthesis Kit, New England Biolabs) avulla kitin ohjeiden
mukaisesti. Reagenssit (taulukko 5) sekoitettiin ja inkuboitiin 37 °C:ssa (T100
Thermal Cycler, BioRad) kaksi tuntia. Templaatti-DNA:ta (IHNV tai VHSV)
liséttiin reaktioon 0,05 pg/ul. Ajon jalkeen tuotetusta RNA:sta poistettiin DNA-
jaamat dsDNase-kasittelylld kitin (dsDNase, #EN0771, Thermo Scientific) ohjeen
mukaan (taulukko 6). Liuosta inkuboitiin 30 minuuttia 37 °C:ssa, jonka jdlkeen
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dsDNase-entsyymi deaktivoitiin 5 minuutin inkubaatiolla 65 °C:ssa. RNA:n
pitoisuus liuoksessa mitattiin Qubitilla, jotta tydn seuraavissa vaiheissa voitaisiin
arvioida RT-qPCR-reaktion kulkua ja tehokkuutta, sekd muodostaa standardit,
joiden avulla pystyttdisiin arvioimaan pitoisuudeltaan tuntemattoman naytteen
pitoisuutta.

Taulukko 5. RNA-synteesin reagenssit.

Reagenssi Tilavuus
dH>O 6 ul
NTP Buffer Mix (20 mM) 10 pl
Templaatti-DNA (0,5 pg/ul) 2 pul

T7 RNA Polymerase Mix 2l
Reaktion kokonaistilavuus 20 ul

Taulukko 6.dsDNase-kasittelyn reagenssit.

Reagenssi Tilavuus
10x DNase buffer 4 ul
dsDNase 4 ul
RNA 20 ul
dHO 12 ul

Reaktion kokonaistilavaus 40 pl

2.22 RT-qPCR-menetelmidn optimointi

EURL:n protokollasta johdetun, IHNV:n ja VHSV:n havaitsemiseen kaytettdavan
RT-qPCR-menetelmdn kayttoonottoa varten protokolla tuli optimoida tédssa
tyossd kdytetyn mastermixin ja muiden reagenssien osalta sekd laitteiden
toimivuuden varmistamiseksi. Edellisessd vaiheessa tuotettua RNA:ta kaytettiin
templaattina RT-qPCR-reaktiossa (taulukko 7) kdyttden qScript XLT One-Step
RT-qPCR Toughmix:id (QuantaBio, tilausnro. 95132-02K). RT-qPCR-ajoasetukset
on esitetty taulukossa 8. Reaktiossa voitiin kdyttdd yhden, kahden tai kolmen
ndytteen alukkeita ja koettimia muuttamalla veden mddrdd reaktiossa. RNA
laimennettiin sopivaan pitoisuuteen ja kéaytettiin 1-10 pl:aa laimennosta
templaattina kokeesta riippuen. Sopiva pitoisuus mddritettiin standarditestien
pohjalta siten, ettd kaikilla (IHNV-, VHSV- ja kala-) ndytteilld olisi
mahdollisimman  samankaltainen = Cg-arvo.  Standardin  ensimmdisen
laimennoksen Cgq-arvoksi pyrittiin saamaan noin 20, ja muiden testien templaatin
pitoisuus sdddettiin olemaan standardien suurimman ja pienimmaén pitoisuuden
valilla. Tarkalla pitoisuudella ei ole merkitystd, silld tehtyjen testien tuloksia
kasiteltiin kontrolliin verraten.

Reaktioihin lisdttiin my06s positiiviseksi kontrolliksi kirjolohen ssRNA:ta
(vksijuosteinen RNA) (jatkossa kalan RNA, valmistettu lyysatusta kirjolohesta
ennen projektin alkua), jota esiintyisi myos mychemmin tutkittavissa
kalanviljelylaitokselta tehdyissé testeissd, silld kalanviljelylaitoksella kasvatettiin
kirjolohia. T&lloin voitaisiin varmistua reaktion toimivuudesta, vaikka viruksia
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ei havaittaisikaan. Naytteistd tehtiin kolme rinnakkaista toistoa. Myos kahden ja
kolmen ndytteen kontrollien yhdistimistd samaan reaktioon testattiin, ja
todettiin tulosten olevan yksittdin tehtyjd testejd vastaavat, joten jatkettiin
yhdistetyilld testeilld (IHNV ja kala, VHSV ja kala tai IHNV, VHSV ja kala
samassa reaktiossa). IHNV-templaatin pitoisuus ennen laimentamista oli 3,02
ng/ul, VHSV-templaatin 1,79 pg/pl ja kala-templaatin 2,69 pg/pl, ja ndistd
varastoliuoksista ~ valmistettiin laimennokset kuhunkin = RT-qPCR-testin
kayttoonottoon liittyvadn testiin sekd standardeihin.

Taulukko 7.RT-qPCR-mastermix. Veden (dH.O) ja templaatin md&drdat vaihtelivat
reaktioiden viililla. Reaktion lopputilavuus oli joko 20 tai 50 pl. Alukkeina
kaytettiin joko IHNV-, VHSV- tai kala-alukkeita, ja vastaavasti koettimina
IHNV-, VHSV- tai kala-koettimia (taulukko 2).

Reagenssi Pitoisuus reaktiossa

qScript (2x) 1x
Forward-aluke (10 pM) 500 nM
Reverse-aluke (10 pM) 500 nM
Koetin (10 pM) 200 nM
dHO -
Templaatti-RNA -

Taulukko 8. RT-qPCR-reaktion ajoasetukset.

Vaihe Lampotila (°C)  Kesto
1. RT-reaktio 50 10 min
2. Alkudenaturaatio 95 1 min
Vaiheita 3-5 toistetaan 40 kertaa

3. Denaturaatio 95 10s

4. Alukkeiden sitoutuminen ja pidentyminen 60 60 s

5. Kuva

2.2.3 Ristikontaminaation ehkidiseminen UNG-kasittelylla

Tyoskentelyn aikana templaatittomien kontrollien (NTC, eng. no-template control)
havaittiin reagoivan RT-qPCR-reaktion aikana, joten mahdollisia RNA- ja DNA-
kontaminaatioiden ldhteitd pyrittiin vdhentdmé&ddn valmistamalla RT-qPCR-
reaktioiden mastermix:it erillisessd tilassa, josta ei ollut yhteytta PCR-laitteisiin.
Templaatit liséttiin reaktioihin jatkossa vetokaapissa eri tilassa kuin missa
mastermix:it valmistettiin. PCR-levyilld kéytettiin liimaltaan paksumpia kansia
(Thermo Scientific, Adhesive Sealing Sheets, AB-0558), ja kaytettiin PCR-ajon
aikana tiivistemattoa levyn pdilld. RT-qPCR-reaktioon liséttiin urasiili-DNA-
glykosylaasi-entsyymid (UNG, ThermoScientific, REF ENO0361, Liettua) sekéd
urasiilinukleotideja (dNTP/dUTP Mix, R0251, Thermo Scientific, Liettua)
(taulukko 9) aiemmista PCR-ajoista aiheutuvan sisdisen kontaminaation
vdhentamiseksi. UNG hajottaa urasiilia sisdltavdaa DNA:ta (Kleiboeker 2005).

15



Kun PCR-reaktioihin lisdtdan dNTP:eiden lisdksi dUTP:td, joka korvaa PCR-
reaktiossa satunnaisesti tymiininukleotidit, seuraaviin reaktioihin joutuessaan
edellisten reaktioiden tuotteet hajoavat entsyymin vaikutuksesta. Ndin késittely
vahentdda DNA-kontaminaation madrdd RT-qPCR:ssd, jossa templaatti on
RNA:ta (Kleiboeker 2005). Kasittely ei vaikuta alukkeisiin tai koettimiin, silld
namad eivét sisdlld urasiilia. PCR-ajon alkuun lisdttiin UNG-inkubaatio (5 min,
25 °C) kédyttden entsyymin pitoisuudelle ja inkubaatioajalle Agenan SARS-CoV-
2-testin protokollaa (REF 13279). Ty6ssd testattiin myds pidempédd inkubaatiota
korkeammassa lampotilassa (20 min, 30 °C) (Kleiboeker 2005) verraten
lyhyempéddn inkubaatioon samassa lampétilassa (5 min, 30 °C), ja tulosten
pohjalta valittiin jatkossa kdytetty inkubaatiopituus (20 min, 30 °C) (taulukko 10).
Naytteistd tehtiin kolme rinnakkaista toistoa.

Taulukko 9. Mastermix, jossa UNG ja dUTP mukana. Reaktio voitiin skaalata myos 50 plin

tilavuuteen.
Tuote Pitoisuus reaktiossa
qScript (2x) Ix
UNG (5 U/pl) 0,05U /ul
dUTP (10 mM) 0,5 mM

Forward-aluke (10 pM) 400 nM
Reverse-aluke (10 uM) 400 nM
Koetin (10 pM) 200 nM
Templaatti-RNA -
dH>O -
Reaktion kokonaistilavaus 20 ul

Taulukko 10. RT-qPCR-reaktion ajoasetukset, lisdtty UNG-inkubaatio.

Vaihe Lampetila (°C) Kesto
1. UNG-inkubaatio 30 20 min
2. RT-reaktio 50 10 min
3. Alkudenaturaatio 95 1 min
Vaiheita 4-7 toistetaan 45 kertaa

4. Denaturaatio 94 15s

5. Alukkeiden sitoutuminen 60 40s

6. Pidentyminen 72 20s

7. Kuva

224 RT-qPCR-menetelmin standardisuorien mairittaiminen

RT-qPCR-ajoon muodostettiin standardi, jonka avulla voitaisiin arvioida
ndytteen sisdltimdn RNA:n konsentraatiota. Standardit sdddettiin siten, etta
reaktioiden kulku olisi eri naytteilla (IHNV-, VHSV- ja kala-RNA)
mahdollisimman samanaikainen kéayttden aluksi templaatin pitoisuutena
reaktiossa 2,50 x 101 - 2,50 x 10 pg/ul. Reaktioiden samanaikaisuuden
saavuttamiseksi kokeiltiin nédytteille eri konsentraatioita, ja valitut konsentraatiot
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on esitetty tuloksissa luvussa 3.1.1. Standardit laimennettiin sarjana veteen
laimennettuun PolyA:han ja sen puskuriin (Chemagic Viral DNA/RNA kit, lot
683966), jonka avulla templaatti-RNA:n pitdisi pysyd liuoksessa vapaana
laimeissakin pitoisuuksissa tarttumatta muovipintoihin. Testissd kaytettiin
taulukoissa 9 ja 10 esitettyja mastermix:id ja RT-qPCR-asetuksia. Useampien
ndytteiden (IHNV-, VHSV- ja kala-RNA) alukkeiden ja koettimien kayttod
samassa reaktiossa testattiin (multiplex-PCR), silld haluttiin selvittdd, hdiritseeko
useampien alukkeiden ja koettimien kaytto RT-qPCR-reaktiota. Naytteistad
tehtiin kolme rinnakkaista toistoa.

22,5 RT-qPCR-menetelmin annealing-gradientti

IHNV:lle ja VHSV:lle kaytettiin kirjallisuudessa erilaisia lampdtiloja RT-qPCR-
ajojen alukkeiden sitoutumisvaiheessa (engl. annealing), joten halutiin tarkastaa,
voiko IHNV:n ja VHSV:n RT-qPCR-testien annealing-lampdétila olla sama, vai
vaikuttaako lampotila huomattavasti reaktion tehokkuuteen. Tama oli oleellista
erityisesti yhdistetyn RT-qPCR-testin kannalta, silld jos annealing-lampotilat
poikkeaisivat eri ndytteilldi huomattavasti, reaktioita ei voisi tehdd yhdessd
reaktiotehokkuutta heikentamatta. Optimaalisinta alukkeiden
sitoutumislampétilaa testattiin lampotilagradienttitestilld, jossa PCR-ajossa
kaivojen ldampotila vaihteli kaivojen vélilld ennalta maédrdtylld tavalla.
Alukkeiden sitoutumisvaiheen gradientiksi asetettiin 55-65 °C. Testi toistettiin
lampotiloilla 50-60 °C. Testissd kaytettiin taulukoissa 9 ja 10 esitettyjd
mastermix:id ja RT-qPCR-asetuksia soveltuvin osin. Naytteistd tehtiin kolme
rinnakkaista toistoa.

2.2.6 RT-qPCR-menetelmin aluke- ja koetintestit

Aluke- ja koetinkonsentraatiota muuttamalla pystytdan vaikuttamaan reaktion
tehokkuuteen. RT-qPCR-testin optimointiin kuului sopivien aluke- ja
koetinkonsentraatioiden maddrittdminen siten, ettd reaktion tehokkuus ja
kustannukset olisivat optimaaliset. Alukekonsentraation vaikutusta IHNV:n,
VHSV:n ja kalan RT-qPCR-reaktioon testattiin seuraavilla konsentraatioilla:
200 nM, 400 nM, 600 nM ja 800 nM. Koettimien optimipitoisuutta testattiin
pitoisuuksilla 100 nM, 200 nM, 300 nM, 400 nM ja 500 nM. Testissd kaytettiin
taulukoissa 9 ja 10 esitettyjd mastermix:id ja RT-qPCR-asetuksia, aluke- ja
koetinpitoisuutta lukuun ottamatta. Kokeen tulosten pohjalta jatkettiin kidyttden
alukkeista 800 nM:n konsentraatiota, ja koettimesta 200 nM:n konsentraatiota.
Naytteista tehtiin kolme rinnakkaista toistoa molemmissa kokeissa.

2.2.7 Veden suolapitoisuuden vaikutus RT-qPCR-menetelmin toimivuu-
teen

Suolaisen veden vaikutusta reaktioon tarkasteltiin, jotta varmistuttaisiin reaktion
toimivan myo6s suolaa siséltdvalld ndytteelld. Mikdli PCR-reaktio tehtdisiin
vedestd suoraan ilman RNA-eristystd, ndytteen suolapitoisuus vastaisi
meriveden suolapitoisuutta. RT-qPCR-reaktioon liséttiin suolaa (NaCl, AnalaR
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NORMAPUR, VWR chemicals, CAS 7647-14-5) sen RAS-laitoksen, josta tydssd
kasiteltdavat vesindytteet otettiin, alueen merivettd vastaava pitoisuus (0,7 %).
Naytteille tehtiin RT-qPCR-ajo kédyttden kontrollina 0,2 pm sekd suolatonta etta
asetyyliasetaatti-ruiskusuodattimella (0,2 pm, Filtropur, Sarstedt) esisuodatettua
ndytettd. Testissd kdytettiin taulukoissa 9 ja 10 esitettyjda mastermix:id ja RT-
qPCR-asetuksia, muokaten ohjelmia aiempien testien perusteella. Naytteistd
tehtiin kolme rinnakkaista toistoa.

2.3 Eri menetelmien vertailu virusten konsentroimiseen vesinayt-
teesta

Yksi tyon tavoitteista oli arvioida parasta konsentrointimenetelméd vesindytteen
késittelyyn laitosolosuhteissa, ja tarkastella konsentroinnin vaikutusta RT-qPCR-
reaktion herkkyyteen. Konsentrointimenetelmdt valittiin vertailuun ottaen
huomioon niiden soveltuvuus mahdolliseen kayttoon kalanviljelylaitoksilla.
Lisdksi menetelmien tuli olla melko yksinkertaisia, jottei niiden kdyttdminen
vaatisi monimutkaisia laitteistoja tai pitkdd koulutusta kalanviljelylaitoksen
henkilokunnalta. ~Konsentrointikokeisiin ~ kéytettdvd ndyte valmistettiin
seuraavasti: sulatettuun meriveteen lisattiin [IHNV-RNA:ta1 x 103 pg/ul, VHSV-
RNA:ta 1 x 10+ pg/ul sekd kirjolohen RNA:ta (5,51 x 102 ng/ul). Lisdksi
ndytteeseen lisdttiin kontrolliksi 0,5 ml/l phi6-faagia (Elina Laanto). Faagin
konsentraatiosta ei ollut tietoa, eikd silld ollut merkitystd, koska tuloksia
kaytettiin suhteellisina. Faagi toimi kokonaisen viruksen mallina, sillda IHNV:sta
tai VHSV:sté ei bioturvallisuuden vuoksi voitu kédyttda kokonaisia viruksia. Phi6
on vaipallinen faagi, joka infektoi Pseudomonas-suvun bakteereja (Aquino de
Carvalho ym. 2017). Phi6:n genomi on kaksijuosteista RNA:ta, ja kooltaan noin
13,5 kb (Aquino de Carvalho ym. 2017), ja ominaisuuksiensa puolesta faagi
muistuttaa rhabdovirusta niin paljon, ettd uskottiin faagin sopivan mallintamaan
kokonaisen viruksen kayttaytymistd konsetrointikokeissa. Edelld valmistettu
ndyte suodatettiin imusuodattimella (VWR Vacuum Filtration System PES 0,2
pum), ja jaettiin ndyte 250 ml:n pulloihin. Néytteet, joita ei jatkokasitelty heti,
pakastettiin (-18 °C).

Naytteille tehtiin seuraavat késittelyt viruksen (phi6) ja nukleiinihappojen
(IHNV-, VHSV- ja kala-RNA) konsentroimiseksi: ultrasuodatus Amicon-
suodattimella, kylmékuivaus, PEG-saostus sekd InnuPrep-kasittely. Jokaisessa
kasittelyssd oli nelja 250 ml:n replikaattia ndytteistd, paitsi ultrasuodatuksessa,
jossa ndytteiden koko oli 15 ml:aa, joka oli ultrasuodattimen tdyttokapasiteetti.
RT-qPCR-testeissd kaytettiin joko IHN- ja VHS-koettimia ja -alukkeita, tai kala-
ja phi6-koettimia ja alukkeita. Koska VHS:n ja phi6:n koettimien fluoroforit olivat
samat, niitd ei olisi pystytty erottamaan toisistaan yhteisessa RT-qPPCR-testissd,
eikd nditd kahta koetinta voitu kdyttda samassa reaktiossa.

2.3.1 Konsentrointi ultrasuodatuksella

50 ml:aa suodatettua, pakastettua nédytettd sulatettiin ja jaettiin neljian Amicon-
ultrasuodattimeen (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit, Millipore, UFC9010,
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10 kDa MWCO) ja sentrifugoitiin 45 minuuttia (4000 g). Suodattimeen jdi noin
200 pl néytettd, joka sdilottiin RNA-DNA-eristystd varten pakastimessa (-18 °C).

2.3.2 Konsentrointi kylmdkuivauksella

Kylméakuivaus tehtiin Christ LOC-1m -laitteella (B.Braun Biotech International).
Naytteind kaytettiin suodatettuja vesindytteitd (250 ml, 4 kpl). Naytepullojen
suut peitettiin parafilmilld, ja ndytteitd sdilytettiin ennen kuivauksen alkamista
-80 °C pakastimessa. Parafilmiin tehtiin muutama reikd ennen kylmékuivauksen
aloittamista. Néaytteiden annettiin kuivua noin yhdeksdn vuorokauden ajan,
jolloin vettd ei vaikuttanut endd olevan jdljelld. Kylmédkuivauksen tuotteena
ndytepullo sisélsi valkoista kidemdistd ainetta. Naytteisiin lisdttiin 15 ml:aa vettd,
ja ndytteen annettiin liueta vaililld sekoitellen. Naytteet suodatettiin
ultrasuodattimella (4000 g, 45 min). Suodattimien yldosaan jaaneet 200 pl:n
ndytteet poistettiin ja sdilottiin nukleiinihappoeristystd varten pakastimessa
(<18 °C).

2.3.3 Konsentrointi PEG-saostuksella

Ennen PEG-saostusta ndytteet (250 ml, 4 kpl) sulatettiin ja suodatettiin
imusuodattimilla. PEG-saostus tehtiin PEG-20 000:1la (MERCK-Schuchardt,
8.17018.1000, Lot S35263 210, Saksa). Naytteisiin lisdttiin natriumkloridia
(1 mol/1) sekd PEG:id (7 %). Kiinteédt aineet liuotettiin magneettisekoituksessa,
jonka jalkeen ndytteet siirrettiin sentrifuugipulloihin ja sentrifugoitiin Sorvall RC
6+-laitteella (30 min, 7300 rpm) kayttden F12-6X500-roottoria. Supernatantti
poistettiin, ja koska pulloihin ei muodostunut havaittavaa pellettid, oletettiin
ndytteen sitoutuneen pullon reunaan. Nayte pyrittiin resuspensoimaan yhteen
millilitraan vettd pipetoimalla. Pullon reuna kaytiin edestakaisin pipetoiden ldpi,
ja livos sdilottiin pakastimessa (-18 °C).

Koska pulloihin ei muodostunut nadkyvdd pellettid, PEG-koe toistettiin
pidennetylld sentrifugointiajalla (60 min) ja korkeammalla
sentrifugointinopeudella (8400 rpm).

2.3.4 Konsentrointi InnuPREP-menetelmailli

InnuPREP-kasittelyssa kdytettiin vettd sitovia InnuPREP-helmid (InnuPREP TCT
Target Concentration Kit Water, IST Innuscreen GmbH, Saksa). Naytteind
kaytettiin suodattamatonta ndytettd (250 ml, 4 kpl). Naytteisiin lisdttiin 5 g
InnuPREP-helmid, inkuboitiin huoneenlammossa 30 min, lisdttiin 2 g helmid,
inkuboitiin 4 tuntia. Siirrettiin vesindytteet uusiin astioihin ja liséttiin 3 g helmid,
inkuboitiin tunti, lisdttiin 2 g helmid ja inkuboitiin tunti. Lopuksi nédyte
suodatettiin ruiskusuodattimella, ultrasuodatettiin Amicon Ultra
15 -suodattimilla ja s&dilottiin ndytteet RNA-DNA-eristystd varten (-18 °C).
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2.3.5 Konsentroitujen ndytteiden RNA-DNA-eristys

Eri menetelmilld, ultrasuodatus (200 pl, 4 kpl), kylméakuivaus (400 pl, 4 kpl), PEG-
saostus (400 ul, 12 kpl) ja InnuPrep-konsentrointi (400 ul, 4 kpl), konsentroiduista
ndytteistd eristettiin nukleiinihappoja RNA-DNA-eristyskitilld (Quick-RNA
Viral Kit, R1034, Zymo Research) kitin protokollan mukaisesti. Vaikka tyossa ei
olisi ollut tarvetta eristdid DNA:ta, kdytetylld kitilld oli mahdollista eristda
suurempia mddrid nukleiinihappoja verrattuna vastaavaan, vain RNA:ta
eristavaan kittiin. Kitin Viral RNA -puskurissa kdytettiin ohjeen mukainen maara
2-merkaptoetanolia (98 %, CAS 60-24-2, Sigma-Aldrich). Eristystuotteille tehtiin
RT-qPCR-testi aiemmin muodostetun protokollan (taulukko 9 ja taulukko 10)
mukaisesti, kdyttden UNG-inkubaationa 20 minuutin inkubaatiota (30 °C) seka
alukkeiden konsentraatioina 800 nM. Testi tehtiin yhtdaikaisesti my0s
konsentroimattomille nédytteille, jotta pystyttdisiin vertamaan konsentroinnin
tehokkuutta eri menetelmissa.

2.4 Kiertovesiviljelylaitokselta saatujen vesindytteiden kisittely

RAS-laitokselta saatuja vesindytteitd 1-8 ja 10 (kts. taulukko 1) konsentroitiin
ultrasuodattamalla, eristettiin ndytteistd RNA ja DNA seka tehtiin RT-qPCR-testi
seuraavasti: 300 ml:n ndytepulloja sulatettiin jdilld, kunnes saatiin 30 ml:n néyte
sulaa vettd. Loppu ndyte pakastettiin uudelleen. Jokainen nédyte jaettiin kahteen
ultrasuodattimeen ja sentrifugoitiin 45 min (4000g, MEGASTAR 1.6R Centrifuge).
Konsentroiduista 200 pl:n nédytteistd eristettiin RNA ja tehtiin RT-qPCR-testi
kdyttden reaktioissa IHN- ja kala-alukkeita ja -koettimia. Kaikille naytteille RN A-
eristys tehtiin mys suoraan konsentroimattomasta naytteestd. Naytteiden 5 ja 6
havaittiin olevan mahdollisesti positiivisia, mutta signaali oli havaitsemisrajan
tuntumassa. Taméan vuoksi nédytteiden 5 ja 6 testit uusittiin kdyttdaen RT-qPCR-
reaktiossa vain IHNV:n alukkeita ja koetinta, jotta reaktioiden reagenssit
kuluisivat ensisijaisesti IHNV:n havainnointiin. Nayte 9 ei ollut vesindyte, joten
sitd ei kdsitelty tyossa.

24.1 RAS-laitosndytteiden dsDNase-kisittely RT-qPCR-menetelmin tehok-
kuuden parantamiseksi

Koska tyossd kdaytetty RNA-DNA-eristyskitti (kts. kpl. 2.3.5) eristi myos DNA:n
ndytteistd, ja IHNV:n perimén tiedettiin olevan RNA:ta, poistettiin eristetty DNA
ndytteistd 5 ja 6 (raikastusaltaat) dsDNase-késittelylld. Talloin ndytteeseen jdisi
havaittavaksi vain RNA:ta. Késittelylld pyrittiin parantamaan RT-qPCR-testin
detektioherkkyyttd ja vdhentaméaan kilpailua reagensseista reaktiossa. dsDNAse-
kasittely tehtiin aiemmalla kitilld (dsDNase, #EN0771, Thermo Scientific) ohjeen
mukaan (taulukko 6). Testattiin my6s dsDNase:n lisdamistd suoraan RT-qPCR-
reaktioliuokseen, jolloin entsyymin oletettiin toimivan yhtdaikaisesti UNG-
entsyymin kanssa samassa inkubaatiossa, eikd ndin ollen ollut tarpeen lisdta
erillistd inkubaatiota. Koska kaytetyt alukkeet ja koettimet olivat yksijuosteista
DNA:ta, oletettiin ettei dsDNase-kasittely vaikuttaisi niiden toimintaan.
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2.5 RT-qPCR-aineiston kasittely

Tyon aikana saatu aineisto kasiteltiin Bio-Rad CFX Maestro 2.3 -ohjelmistolla
(versio 5.3.022. 1030, 2021). Saatuun dataan asetettiin Cq-arvon kynnysarvo (engl.
threshold) mm. NTC-kaivojen perusteella. Kynnysarvoksi asetettiin suurimmalle
osalle ndytteitd noin 100 RFU, mutta ndytteestd riippuen arvoa saatettiin saataa
vastaamaan paremmin muita ndytteitd. Standardien perusteella muodostettiin
standardisuora, jonka yhtdlon avulla laskettiin RN A:mn alkupitoisuus. RT-qPCR-
reaktioiden tehokkuudeksi oletettiin 100 %, silli standardisuorien mukaan
reaktion tehokkuus oli suurempaa kuin 100 % kaikilla naytteilld. Naytteiden
vertailuun kadytetty ASQ-arvo laskettiin ndytteille kaavan 1 mukaan:

ASQ =2(C qkontrolli— C qnéyte) x 100 % (1),
jossa ASQ kuvaa konsentraation suhteellista muutosta kaisittelyjen valilld,
Cgkontrolli on kontrollireaktion Cg-arvo ja Cgndyte on kaisittelyn Cg-arvo.
Tulosten merkitsevyyttd tarkasteltiin kaksisuuntaisella t-testilld (Excel, versio
2307, 16.0.16626.20170). Tuloksia pidettiin tilastollisesti merkitsevénd, jos p-arvo
< 0,1, ja erittdin merkitsevanad, jos p-arvo < 0,05.

3 TULOKSET

3.1 RT-qPCR-protokollan optimointi

RT-qPCR-testin ~ protokollan  optimointiin  kuului  ristikontaminaation
vihentdminen UNG-entsyymin avulla ja sopivan inkubaation lisdédminen
reaktion alkuun, standardien muodostaminen, koettimien ja alukkeiden sopivien
pitoisuuksien  tarkistaminen sekd  alukkeiden  sitoutumislampétilan
tarkistaminen.

Sisdistd kontaminaatiota onnistuttiin vahentdamaan UNG-entsyymin avulla.
UNG-entsyymin havaittiin toimivan paremmin 5 minuutin (30 °C)
inkubaatioajalla reaktion alussa (kuva 4) kuin 30 minuutin inkubaatiolla, kun
molemmat suhteutettiin ilman UNG:td tehtyihin reaktioihin. Lyhyempi
inkubaatio hidasti reaktiota 4,0 + 0,31 syklid, kun taas pidempi inkubaatio
2,6 £0,31 syklid. UNG-kasittely vahensi templaatin méarad reaktiossa 81 % £ 6 %
(p-arvo = 0,0008), kun dUTP:t4 sisdltanyt PCR-templaatti oli laimennettu 1:10 000,
ja91 % £1,9 %, kun templaatti oli laimennettu 1:1000 (p-arvo = 0,000001) (kuva
5). Molemmilla inkubaatioajoilla reaktio hidastui verrattuna kéasittelemattomaan
ndytteeseen, mikd osoittaa kisittelyn vdhentdvan aiemmista PCR-reaktioista
siirtyvén, urasiilia sisdltdavan DNA:n aiheuttamia reaktioita naytteissa.
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Kuva 4. Inkubaatioajan vaikutus UNG-entsyymin toimintaan. Lyhyempi inkubaatio

hidasti reaktiota noin 1,5 syklid enemmén pidempddn inkubaatioon verrattuna, kun
ndyte sisdlsi dUTP:td. Kuvaajassa x-akselilla on nédytteiden nimet, ja y-akselilla Cq-arvon
muutos UNG-kisittelylld verrattuna kontrolliin. Kaikilla naytteilld n = 6. Pystyviiva
kuvaa néytteen keskivirhetta.
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Kontrolli 1:1000 UNG 1:1000 Kontrolli 1:10 000 UNG 1:10 000

Kuva 5. UNG:n vaikutus laimennettuun PCR-tuotteeseen. Templaatin konsentraatio
vaikutti UNG-entsyymin tehokkuuteen reaktiossa, mutta erittdin laimeallakin (1:10 000)
ndytteelld entsyymi vdhensi reaktion tehokkuutta. Kontrollina reaktiossa oli ndyte, johon
ei lisdtty UNG-entsyymid. Kuvaajassa x-akselilla on ndytteiden nimet ja templaatin
laimennokset, ja y-akselilla konsentraation suhteellinen muutos. Kaikille ndytteillen = 9.
Pystyviiva kuvaa nédytteen keskivirhetta.
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3.1.1 Standardointi seki aluke- ja koetinkonsentraatioiden optimointi

Standardeihin sopiviksi pitoisuuksiksi havaittiin taulukossa 11 esitetyt
pitoisuudet, joilla RT-qPCR-reaktiot olivat melko yhdenaikaiset eli Cq-kayrat
leikkasivat treshold-tasoa melko yhtdaikaisesti. Standardien avulla muodostettiin
standardisuorat, joiden yht&lot kullekin fluoroforille on esitetty kuvassa 6. Koska
VHS:n ja phi6:n havainnointiin kdytettiin samaa fluoroforia, ja phi6-faagin
tuloksia késiteltiin vain suhteellisina osuuksina, phi6:lle ei muodostettu omaa
standardisuoraa, vaan konsentraatiomuutoksia tulkittiin VHS:n standardisuoran
avulla. Yhdistettyjen testien (multiplex-PCR) tulokset eivit poikenneet yksittdin
tehtyjen testien tuloksista. Alukkeiden sitoutumislampétilaksi (kuva 7) valittiin
lampotila 58 °C RT-qPCR-testin tulosten ja aiempien tutkimusten pohjalta
(Jonstrup ym. 2013, Hoferer ym. 2019), silld tuloksissa ei ollut merkitsevid eroja.

Taulukko 11. Standardeihin valitut konsentraatiot. S1 on sarjan ensimmdinen laimennos
(standardi 1), ja ndytteet laimennettiin sarjana 1:10.

S1 52 S3 54 S5 S6 Yksikko
IHN  250x101 2,50x102 2,50x103 2,50 %104 2,50x105 2,50x10°¢ pg/ul

VHS 2,50 x103 2,50 x104 2,50 x105 2,50 x 105 2,50 x 106 2,50 x 107 pg/ul
Kala  250x10% 2,50x102 2,50 %10t 2,50 2,50 x101 2,50 x 102  pg/ul

IHN Kala
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Kuva 6. Standardisuorat kullekin fluoroforille. IHN:n havainnointiin kdytettiin FAM-

fluoroforia, kalalle HEX-fluoroforia ja VHSille sekd phi6:ille ROX-fluoroforia.
Standardisuoran yhtdlo ja R?-arvo on esitetty kunkin kuvaajan rinnalla. Kuvaajassa x-
akselilla on ndytteen konsentraatio 10-kantaisena logaritmina, ja y-akselilla Cq-arvo. n =
3, paitsi IHN S6 n = 2 ja VHS S6 n = 1. Pystyviiva kuvaa hajontaa replikaattien valilla.
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Kuva 7. Annealing-gradienttitesti. Gradientin eri lampétilojen valilld ei havaittu suurta

eroa Cg-arvoissa millddn néytteelld (n = 2). IHN:n gradientilla suurimmat lampdotilat
hidastivat reaktiota. Kalan gradienttitestissa lampdtilat 50 °C ja 50,7 °C olivat muita
lampotiloja heikommat reaktion tehokkuuden kannalta. Kuvaajassa x-akselilla on
gradientin lampétila, ja y-akselilla Cq-arvo. Pystyviiva kuvaa keskihajontaa replikaattien
valilla.
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Aluke- (kuva 8) ja koetinkonsentraation (kuva 9 ja kuva 10) vaikutusta RT-
qPCR-reaktion tehokkuuteen testattiin, jotta voitaisiin optimoida reagenssien
mddrd ja reaktion tehokkuus. Alukkeiden konsentraatioksi valittiin kokeen
perusteella 800 nM, silld erityisesti VHS-ndytteelld alukekonsentraation
nostaminen paransi reaktion tehokkuutta, eli pienensi Cg-arvoa.
Koetinkonsentraation pienentdminen olisi heikentdnyt reaktion tehokkuutta,
mutta suurempien konsentraatioiden vililld ei havaittu merkittdvaa eroa, joten
jatkettiin ldhdeartikkeleissa (Jonstrup ym. 2013, Hoferer ym. 2019) kédytetylld
konsentraatiolla (200 nM). Koettimen pitoisuuden muutokset vaikuttivat
ennemmin reaktion RFU-arvoon (kuva 10), joka ei ollut tamén tutkimuksen
kannalta oleellista.

IHN Kala VHS

35 -+ 35 - 35 4
530 .30 1 =30
v ] o

N ) l.,.l.,.l.,.l N

200 400 600 800 200 400 600 800 200 400 600 800
Alukekonsentraatio (nM) Alukekonsentraatio (nM) Alukekonsentraatio (nM)
Kuva 8. Alukekonsentraatioiden testaaminen. IHN:n testissd vaihtelu oli suurta, ja

pitoisuuden kasvattaminen vaikutti hidastavan reaktiota. Kalan RNA:n testissda 600
nM:n pitoisuudella reaktio oli tehokkain. VHS:n testissd 200 nM:n konsentraatio oli
heikoin, mutta suuremmilla pitoisuuksilla tulokset pysyivat keskenddn samankaltaisina.
Erot eri konsentraatioiden vililld olivat kuitenkin pienid. Kuvaajassa x-akselilla on
alukekonsentraatiot, ja y-akselilla Cq-arvo. IHN ja VHS: n = 2. Kala: n = 4. Pystyviiva
kuvaa keskihajontaa replikaattien valilla.
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Kuva 9. Koetinkonsentraatioiden testaaminen. Pienempi pitoisuus kuin 200 nM

heikensi tuloksia kaikilla ndytteilld, eikd konsentraation suurentaminen kasvattanut
reaktion tehokkuutta huomattavasti. Kuvaajassa x-akselilla on koetinkonsentraatiot, ja
y-akselilla Cq-arvo. IHN ja VHS: n = 2. Kala: n = 4. Pystyviiva kuvaa keskihajontaa
replikaattien valilla.
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Kuva 10. Koetinkonsentraatioiden testaus - RT-qPCR-aineisto. Koettimen pitoisuus ei

juurikaan vaikuttanut Cg-arvoon, vaan ennemminkin RFU-arvoon: pienemmilld
koetinkonsentraatioilla RFU-arvo oli pienempi. Tulokset olivat samanlaiset kaikilla
ndytteilld. Kuvat A) IHN (n = 2), B) kala (n = 4), C) VHS (n = 2). Kuvaajissa x-akseleilla
ovat RFU-arvot, ja y-akseleilla syklien mé&érit.
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Naytteiden suolapitoisuuden muuttamista Itdmeren suolapitoisuutta
vastaavaksi testattiin, jotta voitaisiin selvittdd, vaikuttaako tdmd reaktion
tehokkuuteen. Suolan lisdédminen reaktioon lisdsi vaihtelua ndytteiden valilla
sekd suodattamattomissa ettd suodatetuissa ndytteissa. IHN-ndytteisiin suolalla
oli herkkyyttd lisddva vaikutus, ja templaatin mé&drd reaktiossa oli jopa
kolminkertainen Kkésitteleméttomadan nadytteeseen verrattuna (kuva 11).
Suodatetun, suolaa sisdltdineen VHS-ndytteen konsentraatiomuutos oli
merkitsevd (p-arvo = 0,02) verrattuna késittelemattomédan nédytteeseen, muilla
kasittelyillda tai nédytteilld ei ollut tilastollisesti merkitsevdd vaikutusta.
Suodattaminen pienensi templaatin maarad reaktiossa keskiméérin 20 %.

i
3,5 - EIHON mKala OVHS
3 4
2,5 -
7 2
<
1,5 -
1 -
0 } ; ; m i
Kontrolli 0,7 % NaCl Suodatus Suodatus + 0,7 %
NaCl
Kuva 11. Suodatuksen ja suolan lisdédmisen vaikutus RT-qPCR-reaktioon. Tulokset

suhteutettiin kasittelemdttomadn ndytteeseen (kontrolli). Suola reaktiossa lisdsi
vaihtelua néytteiden valillg, ja suodattaminen vaikutti hidastavan reaktiota. Kuvaajassa
x-akselilla on ndytteiden nimet, ja y-akselilla konsentraation suhteellinen muutos. IHN
ja VHS: n = 2. Kala: n = 4. Pystyviiva kuvaa replikaattien keskivirhetta.

3.2 Konsentrointimenetelmien vertailu ja vaikutus RT-qPCR-me-
netelmin herkkyyden parantamiseen

Testattiin neljda eri menetelmdd virusten (phi6) ja RNA:n (IHNV, VHSV ja kala)
konsentrointiin. Konsentroinnilla oli kaksi tarkoitusta: tilavuudeltaan suuren
vesindytteen tilavuuden pienentdminen, jotta ndytteestd  saataisiin
mahdollisimman suuri osa RT-qPCR-reaktion templaatiksi, sekd nédytteen virus-
tai RNA-konsentraation kasvattaminen siten, ettd ndytteestd voitaisiin
luotettavasti arvioida RNA:n konsentraatiota. RT-qPCR-testien tulosten
perusteella konsentrointimenetelmistd kylméakuivaus pienensi konsentraatiota
keskimddrin 100 % + 1,02 % verrattuna késittelemdttoméaan nédytteeseen,
InnuPrep-kisittelyn jalkeen ndytteestd ei havaittu RNA:ta tai phi6-faagia. PEG-
kasittelyn jalkeen ndytteen konsentraatio kasvoi kala-ndytteelld 94 % + 35 %, ja
phi6-ndytteelld 91 % + 27 %, kun taas IHNV-ndytteiden konsentraatio laski 53 %
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+ 6,6 % sekd VHSV-ndytteiden 15 % * 14 %. Ultrasuodatuksen avulla kaikkien
ndytteiden konsentraatio kasvoi keskimddrin 94 % + 57 % (kuva 12), ja
ultrasuodatus oli menetelmistd ainoa, jolla kaikkien ndytteiden konsentraatio
kasvoi. Kylmékuivatut ndytteet erosivat merkitsevasti kasitteleméattomista (IHN,
kala ja phi6: p-arvo < 0,05, VHS: p-arvo < 0,1), ja lisdksi IHN:n PEG-saostus erosi
merkitsevasti (p-arvo = 0,03) kasittelemdttomdstd ndytteestd. Kaikissa
kéasitteleméattomistd ndytteistd tilastollisesti merkitsevésti eronneissa ndytteissa
konsentraatio pieneni. Pidennetyn PEG-kisittelyn tulokset eivdt eronneet
lyhyemman késittelyn tuloksista, joten késittelyiden tulokset yhdistettiin.
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Kuva 12. Konsentrointikokeen tulokset. Cg-arvot suhteutettiin késittelemattoman
ndytteen tuloksiin. Kylmékuivaus hidasti reaktiota kaikilla ndytteilld, ja PEG-
saostuksella ja ultrasuodatuksella ndytteen konsentraatio kasvoi osalla ndytteista.
InnuPrep-kasittelyssd ndytteistd ei havaittu eristettyd RNA:ta. Kuvaajassa x-akselilla on
ndytteiden nimet, ja y-akselilla konsentraation suhteellinen muutos. Kisittelemé&ton
ndyte: n = 3 (IHN, kala, VHS ja phi6), kylmékuivaus: n = 4 (IHN), n =3 (kala ja phi6), n
=1 (VHS), PEG-saostus: n =12 (IHN, kala, VHS ja phi6), InnuPrep: n = 4 (IHN, kala, VHS
ja phi6) ja ultrasuodatus: n = 4 (kala, VHS ja phi6), n = 3 (IHN). Pystyviiva kuvaa
replikaattien keskivirhetta.

3.3 RAS-laitoksen vesindytteiden analysointi IHNV-tartunnan
varalta RT-qPCR-testilld

Tyossda optimoidun RT-qPCR-protokollan toimivuutta testattiin IHNV:114
infektoituneelta RAS-laitokselta kerdtyille vesindytteille. RAS-laitokselta saatuja
vesindytteitd 1-8 ja 10 (kts. taulukko 1) konsentroitiin ultrasuodatuksella, ja
havaittiin ndytteiden 5 ja 6 (raikastusaltaat) olevan mahdollisesti positiivisia,
mutta Cq-arvo oli yli 35 (kuva 13). Néytteelld 5 konsentroidun nédytteen (n = 4)
Cg-arvo oli 38,8 £ 0,6, ja ndytteelld 6 (n = 4) 41,4 + 2,8. Konsentroimattomilla
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ndytteilld ndytteen 5 (n = 2) Cg-arvo oli 38,5 £ 0,6, ja ndytteen 6 (n = 1) 41,2.
Kyseiset ndytteet pysyivdt uudelleen testatessa positiivisina, joten kyse ei
todenndkoisesti ollut kontaminaatiosta. RT-qPCR-testissd, jossa oli vain IHN-
alukkeet ja koetin, ndytteen 5 (n = 1) Cq-arvo oli 36,9 ja ndytteen 6 (n = 2) Cq-arvo
oli 359 + 0,7, eli poistamalla muut kuin IHNV:n alukkeet ja Kkoetin
reaktioseoksesta, reaktion herkkyyttd pystyttiin parantamaan jopa viidelld
syklilla.

Naytteistd pystytiin my0s arvioimaan ultrasuodatuksen tehokkuutta kalan
RNA:n kautta, ja havaittiin menetelmén konsentroivan nédytettd keskimaarin 11-
kertaiseksi (£ 9,8) (kuva 14). Ultrasuodatus vaikutti toimivalta
konsentrointimenetelmailtd, silld ero ultrasuodatetun ja kasittelemattoman
ndytteen konsentraatiossa oli erittdin merkitsevad (p-arvo < 0,05) ndytteilld 1 ja
3-8. Verrattuna teoreettiseen konsentroitumiseen, jolloin ndytteestd ei havid
RNA:ta missddn tyon vaiheessa, ultrasuodatuksen konsentrointitehokkuus oli
tissd kokeessa 49 % + 17 %. Naytteelld 2 (vedenpuhdistusallas) ero
konsentroidun ja konsentroimattoman ndytteen vililld ei ollut tilastollisesti
merkitsevd, ja ndytteestd 10 (flotaatioallas) ei havaittu kalan tai IHN:n RNA:ta.

Yhden RT-qPCR-reaktiossa monistuvan DNA-konstruktista muodostetun
IHN-juosteen teoreettinen massa on 5,33 x 108 pg. Oletettiin DN A-konstruktista
monistuvan juosteen olevan melko samankokoinen kokonaisesta viruksesta
monistuvan juosteen kanssa. Tamdn tiedon ja IHN:n standardisuoran yhtalolla
lasketun konsentraation avulla voitiin arvioida IHN-virusgenomien médrad
ndytteessd. Ndin laskettuna néytteestd 5 havaittiin 11,5 virusgenomia (x 5,9) ja
ndytteestd 6 3,1 virusgenomia (* 4,1), jossa vaihtelu kahden naytteen viélilld oli
huomattavan suurta.
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Kuva 13. IHN-viruksen havainnointi infektoituneesta RAS-laitoksesta IHNV- ja kala-

RNA:ta mittaavalla yhteistestilld. Naytteissd 5 ja 6 havaittiin virusta, mutta tulos oli
havaitsemisrajan tuntumassa (Cq = 38-40). Kalan RNA:ta havaittiin nadytteissda 1-8.
Kuvaajassa x-akselilla on nédytteiden nimet, ja y-akselilla Cq-arvo. Késittelemattomille
ndytteille n = 2, ultrasuodatetuille (UF) n = 4. Pystyviiva kuvaa replikaattien
keskihajontaa.
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Kuva 14. Ultrasuodatuksen aiheuttama muutos ndytteen konsentraatiossa RAS-
ndytteilld 1-8 kalan RNA:n perusteella. Vaihtelu ndytteiden konsentroitumisessa oli
suurta. Eniten konsentroitui ndyte 6 (raikastusallas), jonka pitoisuus kasvoi noin
31-kertaiseksi (+ 7,0). Kuvaajassa x-akselilla on ndytteiden nimet, ja y-akselilla
konsentraation suhteellinen muutos. Késittelemattomille naytteille n = 2,
ultrasuodatetuille n = 4. Pystyviiva kuvaa nédytteen keskivirhetta.
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3.3.1 dsDNase-kisittelyn vaikutus RT-qPCR-menetelmin herkkyyteen

Tyossd kdytettiin sekd DNA:ta ettd RNA:ta eristdvad nukleiinihappoeristyskittid,
mutta koska IHNV:n genomi on RNA:ta, ndytteistd poistettiin kaksijuosteinen
DNA dsDNase-kasittelylld detektioherkkyyden parantamiseksi. Naytteelld 6
(raikastusallas) dsDNase-késittely suurensi reaktiossa havaitun IHNV-RNA:n
madrdd 2,6-kertaiseksi (£ 1,02) (p = 0,21) (kuva 15), ja molemmilla naytteilld
kasiteltyjen ndytteiden RFU-arvot olivat suuremmat kuin késittelemattomien.
Naytteelld 5 (raikastusallas) kaisittely ei vaikuttanut konsentraatioon
merkittdavasti: erillinen dsDNase-késittely pienensi konsentraatiota 0,94-
kertaiseksi (£ 0,24) (p = 0,91) ja PCR-ajoon yhdistetty kasittely 0,79-kertaiseksi (+
0,19) (p = 0,44).
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3,5 A

3,0 A

25 N
%2,0 1
05
00 . AN . AN .
5. Kontrolli 5. Erillinen dsDNase- 5. Yhdistetty dsDNase 6. Kontrolli 6. Erillinen dsDNase-
kasittely ja RT-qPCR kasittely
Kuva 15. Erillaan tehty dsDNase-késittely kasvatti ndytteen konsentraatiota 2,6-

kertaiseksi naytteelld 6. Nadytteessd 5 késittelylld ei vaikuttanut olevan merkitystd Cq-
arvoon, ja RT-qPCR-ajoon yhdistetty dsDNAse-késittely hidasti reaktiota noin puoli
syklid. Kontrollina kdytettiin ndytettd, jolle ei tehty dsDNase-kisittelyd. Kuvaajassa x-
akselilla on ndytteiden nimet, ja y-akselilla konsentraation suhteellinen muutos. Kaikille
ndytteille n = 2, paitsi ndytteen 6 kontrolli, jolla n = 1. Pystyviiva kuvaa ndytteen
keskivirhetta.

4 TULOSTEN TARKASTELU

Tyossd kehitettiin RT-qPCR-testid kaloja infektoiville IHN- ja VHS-viruksille,
sekd testattiin erilaisten konsentrointimenetelmien toimivuutta RNA:n ja
virusten konsentrointiin vesindytteestd. Kalanviljelyssd esiintyvit patogeenit
aiheuttavat mittavia taloudellisia tappioita vuosittain, minkd vuoksi nopeiden ja
yksinkertaisten testimenetelmien kehittdiminen on tdrkedd. Tyon tavoitteista
testin kadyttoonotto ja optimointi onnistuivat odotetulla tavalla, ja esimerkiksi
hyviaksi havaitut aluke- ja koetinpitoisuudet vastasivat aiemmissa tutkimuksissa
kaytettyjd. Testaamisen herkkyyttd saatiin parannettua kayttamalld testissd vain
yhden viruksen alukkeita ja koetinta. Testimenetelmdn herkkyyden
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parantamiseen valitut konsentrointimenetelmit eivdt osoittautuneet yhta
tehokkaiksi kuin ldhdekirjallisuudessa (ks. esim. Ahmed ym. 2020, Torii ym.
2022), ja erityisesti RNA:m havaittiin olevan huonosti konsentroitavissa nailld
menetelmilla. Ultrasuodatuksen todettiin olevan toimiva
konsentrointimenetelmd, ja  mahdollisesti ~ helpoiten  sovellettavissa
kalanviljelylaitoksella tehtdvdan testaukseen yksinkertaisuutensa vuoksi:
ultrasuodatukseen ei tarvita sentrifuugin ja kertakdyttoisten suodattimien lisdksi
muita tyovilineitd. IHNV-tartunnan vuoksi saneeraukseen joutuneelta RAS-
laitokselta otetuista nédytteistd kahdessa havaittiin pienid maaria IHN-virusta, ja
loput ndytteet olivat IHNV-negatiivisia. Tyon tuloksia voidaan hyodyntaa
tulevaisuudessa RT-qPCR-testin sovelluksissa esimerkiksi
kiertovesiviljelylaitoksilla.

4.1 RT-qPCR-testin optimointi ja kayttoonotto

Diagnostisen testin kédyttoonotto vaatii testid kayttavaltd laboratoriolta kokeita
testin luotettavuuden varmistamiseksi, silld vaikka testi perustuisi aikaisempaan
tutkimukseen, reagensseissa, laitteissa tai tyoskentelytavoissa saattaa olla eroja,
jotka vaativat testin optimoimista kuhunkin laboratorioon. Tassd tyossd
optimoitiin ja otettiin kdyttoon EURL:n protokollan (Olesen ym. 2021) mukainen
RT-qPCR-testi Jyvadskyldn yliopiston genetiikkalaboratoriossa (liite 6). Tyon
tulokset ovat suuntaa-antavia mahdollista kalanviljelylaitoksella tapahtuvaa
kayttoonottoa varten.

RT-gPCR on testimenetelménd seka herkka ettd tarkka. Purcell ym. (2013)
vertasivat kolmea testimenetelmdd IHNV:n tunnistamiseksi: soluviljelmasta
eristetyn viruksen tunnistamista, n-geeniin kohdennettua RT-qPCR-testid seka g-
geeniin, eli viruksen glykoproteiinin geeniin kohdennettua RT-PCR-testid.
IHNV:n glykoproteiinin geeni on n-geenin tavoin konservoitunut, mutta siina
tapahtuu mutaatioita hieman useammin, jonka vuoksi sitd kdytetddn erityisesti
eri viruskantojen tunnistamiseen (Purcell ym. 2013). RT-PCR-testi poikkeaa RT-
qPCR-testistd siten, ettd RT-PCR-testin avulla voidaan tarkastella samassa ajossa
olleiden ndytteiden vilisid eroja, ei absoluuttisia RNA-konsentraatioita, kuten
RT-qPCR:ssd. Vertailussa (Purcell ym. 2013) havaittiin RT-qPCR-testin olevan
muita menetelmid herkempi, ja menetelmailld voitiin havaita 5-70 geenikopiota
yhdestd reaktiosta, mikd on samaa suuruusluokkaa tdssd tyOssd saavutetun
alimman havaitsemisrajan (noin 3-12 geenikopiota) kanssa. Standardointia
tehdessa multiplex-RT-qPCR-reaktion tuloksissa ei havaittu eroa yksittdisen
ndytteen RT-qPCR-testiin verrattuna, joten oletettiin, ettd RT-qPCR-testin
herkkyys ei kdrsinyt multiplex-menetelmé&n vuoksi.

DNA-kontaminaatiota esiintyi erityisesti tyon alkuvaiheessa, ja
kontaminaation vahentamisessd suurin merkitys tuntui olevan erillisiin tiloihin
siirtymiselld. Silti satunnaisesti, noin 15 %:ssa kokeita, NTC-kaivot olivat
positiivisia (Cq-arvo 35+), mikd vaikeutti tulosten tulkintaa ja vahensi tulosten
luotettavuutta erityisesti RAS-laitokselta saatujen ndytteiden kohdalla. RT-
qPCR-testauksessa kontaminaatiota saattaa aiheutua mm. ndytteen késittelyssd,
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konsentroinnissa, RNA-eristyksessd sekd aiemmissa RT-qPCR-reaktioissa
syntyneen tuotteen levidmisestd PCR-laitteeseen. UNG-késittelyn avulla voitiin
vdhentdd aiemmista PCR-reaktioista siirtyvdn tuotteen aiheuttaman
ristikontaminaation méaéaradd. Virheellisen tulkinnan vuoksi UNG-inkubaationa
kaytettiin tyoskennellessd 30 minuutin inkubaatiota, vaikka lyhyempi olisi
toiminut tyon tulosten perusteella tehokkaammin. Molemmat inkubaatioajat
kuitenkin vdhensivit ristikontaminaation riskia.

Standardisuorien R2-arvot olivat kaikille fluoroforeille yli 95 %, mistd
johtuen standardisuorien voidaan olettaa kuvaavan pitoisuutta luotettavasti.
Sitoutumislampotila-, aluke- ja koetintestien tulokset vastasivat aiempaa
tutkimusta (Jonstrup ym. 2013, Hoferer ym. 2019, Cuenca ym. 2020, Olesen ym.
2021), vaikka tyossda  kédytettiin @ eri RT-qPCR-mastermixid  kuin
lahdekirjallisuudessa: esimerkiksi Hoferer ym. (2019) kayttivat SuperScript I1I
Platinum One-Step qRT-PCR Kit (Thermo Fisher Scientific, Saksa) -valmistetta.
Aiemmassa tutkimuksessa (Hoferer ym. 2019) kédytettiin 2-vaiheista RT-qPCR-
mastermixid, joka on yksivaiheista reaktiota alttiimpi kontaminaatiolle.
Standardeja muodostaessa havaittiin, ettd IHNV:n ja VHSV:n pitoisuudeltaan
pienimmadt standardit (2,50 x 10 pg/ul IHNV:lle ja 2,50 x 107 pg/ul VHSV:lle)
sisdlsivdt niin vahdan RT-qPCR-reaktion templaattia, ettei reaktiota havaittu joka
kerta. Taman vuoksi testitulosta ei voida pitdd luotettavana Cg-arvon ollessa
suurempaa kuin 35, vaan tulos tdytyy tarkastaa tekemadlld testi uudelleen, tai
jollakin toisella testimenetelmalld. Aiemmassa tutkimuksessa (Cuenca ym. 2020)
IHNV:n RT-qPCR-testin herkkyys oli hieman tdssd tyOssd saavutettua
havaitsemisrajaa parempi: tutkimuksessa esitetyn testin havaitsemisrajan Cq-
arvo oli 36-38 eli testilld pystyttiin havaitsemaan pienempid pitoisuuksia virusta
ndytteesta.

RT-qPCR-protokollan  optimointiin =~ kuului  my6s  aluke- ja
koetinkonsentraation testaaminen, sekd suolan vaikutuksen tarkastaminen.
Vaikka suurempi koetinkonsentraatio olisi saattanut tehostaa reaktiota hieman,
ero ei ollut niin suuri, ettd konsentraatiota olisi kannattanut nostaa, koska se olisi
lisinnyt reaktion hintaa huomattavasti. Alukkeiden konsentraatiolla oli
suurempi merkitys, jonka vuoksi pdddyttiin kdyttdimdan korkeampaa
alukekonsentraatiota testissd. Suolan lisddminen nédytteeseen ei hdirinnyt
reaktiota merkittdvésti, ja saattoi jopa tehostaa reaktiota.

Bakteerien ja muun orgaanisen aineksen poistaminen ndytteestd
imusuodatuksen avulla saattoi olla hyddyllista RNA:n ja virusten sdilymisen
kannalta (Oidtmann ym. 2018), mutta toisaalta suodattimeen saattoi my0s tarttua
hieman RNA:ta (noin 20 %), mikad voitiin havaita suodatuskokeen tuloksista.
Imusuodatusta ei paadytty tekemdan RAS-laitokselta saaduille ndytteille, koska
menetelman toteuttaminen bioturvallisesti olisi ollut haastavaa, ja ultrasuodatus
on menetelmé&nd niin nopea, ettd arvioitiin virusten sdilyvan ndytteessd, vaikka
bakteereja ei poistettaisikaan.

Tyossd pyrittiin tekemddn kustakin nédytteestd kolme tai useampi
rinnakkaista ndytettd eli replikaattia tulosten luotettavuuden parantamiseksi.
Suurimassa osassa kokeita replikaatit onnistuivat, mutta osassa kokeista osa
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replikaateista ei reagoinut, tai yksittdinen replikaatti poikkesi muista
merkittdvasti, jolloin tédtd ei otettu huomioon tulosten analysoinnissa. Téllaista
tapahtui noin 10 % prosentissa kokeita, esimerkiksi konsentrointimenetelmien
vertailussa replikaateista epdonnistui noin 3 % ja jouduttiin tdimdn vuoksi
jattdmadn pois vertailusta. Pienet otoskoot heikentdvit tulosten luotettavuutta,
ja tulevaisuudessa kokeen osia voisi toistaa suuremmilla otosko’oilla, ja tehda
kokeista useampia toistoja.

Synteettisen RNA:n kdyttd viruksen mallina menetelméakehityksessd on
tavallinen kaytantd. Synteettisen RNA:nn tuottaminen on nopeampaa ja
edullisempaa kuin kokonaisten virusten tuottaminen, silld RNA:ta ei tarvitse
erikseen eristdd, eikd ylldpitdd soluviljelmid virusten tuottamiseksi. Viruksia
tuottaessa tapahtuu myods mutaatioita, joita synteettisti RNA:ta kdyttdessd ei
muodostu. Toisaalta mutaatioiden tapahtuminen on luonnollinen ilmid, ja talloin
synteettinen RNA ei vastaa luonnollista tilannetta parhaalla mahdollisella tavalla.
Toisaalta PCR-testit kohdistetaan yleensd konservoituneisiin geenialueisiin,
joissa mutaatioita tapahtuu harvemmin.

4.2 Konsentrointimenetelmien tehokkuuden vertailu vesindyttei-
den konsentrointiin

Konsentrointimenetelmét toimivat odotettua huonommin sekd kokonaisen
viruksen (phi6) ettd RNA:n (IHNV, VHSV ja kala) konsentrointiin (Kim ym. 2015,
Ahmed ym. 2020, Torii ym. 2022). Tyohon kdytdnnon kannalta soveltuvin ja
parhaiten RNA:ta konsentroiva menetelma oli ultrasuodatus. Ty6ssd havaittiin,
ettd nopeammat konsentrointimenetelmit, joissa ndyte pysyi kylmaéssa (+ 4 °C)
(PEG ja ultrasuodatus), toimivat paremmin kuin hitaat (kylmékuivaus) tai
huoneenldmmossd tehtdvit (InnuPrep) menetelmit. Tamédn arveltiin johtuvan
vaikutuksesta RNA:n sdilymiseen. Kylmdkuivaus saattoi olla liian rankka
kasittely helposti hajoavalle RNA:lle eikd kokonainenkaan viruspartikkeli
kestdanyt kasittelyd, vaan nédytteen konsentraatio pieneni huomattavasti.
Kylméakuivaus oli my6s muita késittelyitd hitaampi: 250 ml:n nédytettd kuivattiin
yhdeksdn vuorokautta, kun taas muut konsentrointimenetelmit saatiin
suoritettua yhden tyopdivan aikana. Kaikissa konsentrointimenetelmissa eri
ndytteiden valilld oli hajontaa konsentroinnin onnistumisessa, eivatka tulokset
olleet johdonmukaisia esimerkiksi siten, ettd RN A-néytteet olisivat kdyttdytyneet
keskenddn samanlailla kokonaisesta viruksesta (phi6) poiketen, vaan erityisesti
VHSV:n tulokset poikkesivat muista RNA-tuloksista (IHNV ja kala). Phi6-faagi
(@ 85 nm) on kooltaan hieman rhabdoviruksia (& 75 nm, pituus 180 nm)
pienempi, mutta niiden genomit ovat melko samankokoiset (Aquino de
Carvalho ym. 2017). Phi6-faagia kédytetddn tutkimuksessa mallintamaan monia
vaipallisia viruksia, kuten koronaviruksia (Fedorenko ym. 2020).
PEG-késittelylld ndytteen konsentraatio pysyi ldhes samana kuin
kasittelemattomallad naytteelld. Nakyvaa pellettida ei muodostunut, minkd vuoksi
pelletin sijaintia tai kokoa oli vaikea arvioida. Tamén vuoksi pelletti saattoi irrota
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huomaamatta nesteeseen supernatanttia poistettaessa. Toisaalta, koska PEG-
kasitellyn ndytteen pitoisuus pysyi ldhes samana kuin konsentroimattoman
ndytteen, vaikutti siltd, ettei pellettid ollut muodostunut ollenkaan. Kaisittelya
voisi kokeilla uudelleen vield korkeammilla sentrifugoinnin kierrosnopeuksilla,
pienemmalld vesimddrdlld tai pidemmalld sentrifugoinnilla, jotta pelletti
saataisiin muodostumaan. Lisdksi PEG-kisittelyyn liittyi kdytdannon haasteena
bioturvallisuus: RAS-laitokselta saatu vesindyte olisi pitdnyt inaktivoida ja
esisuodattaa ennen Kkaisittelyd, eikd kumpaakaan késittelyd olisi pystytty
toteuttamaan jarkevéasti tyon aikataulun puitteissa BSL2-tiloissa. Aiemmassa
tutkimuksessa koronavirusta sisdltdneet ndytteet inaktivoitiin 60 °C:ssa 30
minuutin ajan ennen PEG-késittelyd bioturvallisuuden vuoksi (Zheng ym. 2023).
Téllainen késittely olisi kuitenkin todenndkdisesti tuhonnut kokonaisen IHN-
viruksen, jolloin konsentroinnin olisi tdytynyt toimia my6s RNA:lle tehokkaasti,
miltd tehdyn tyon tulokset eivdt vaikuttaneet.  Useissa tutkimuksissa
virusndytteitd on kuitenkin konsentroitu PEG 8000:lla onnistuneesti kayttden
samankaltaista protokollaa kuin tédssd tutkielmassa kdytetty (mm. Torii ym. 2022,
Zheng ym. 2023).

InnuPrep-kisittely ei soveltunut murtovedelle, ja nédytteestd olisi tullut
poistaa suola, jotta menetelma olisi toiminut tehokkaammin. Nayte olisi myos
tullut suodattaa bakteerien poistamiseksi ennen késittelyd, sekd inkuboida
jadkaapissa, jottei herkédsti hajoava RNA olisi tuhoutunut. Tamd olisi tosin
saattanut hidastaa InnuPrep-menetelmédssd veden imeytymistd helmiin, silld
kitin ohjeen mukaan konsentrointi tuli tehdd huoneenldmmossa.

Konsentrointikokeessa ultrasuodattimiin jdi noin 200 pl ndytettd, jossa
kuitenkin RINA-pitoisuus oli sama kuin alkuperdisessd ndytteessd. RAS-
laitokselta saaduissa ndytteissd ultrasuodatus pienensi Cq-arvoa jopa viidelld
syklilld kalan RNA:lla testattuna, mika vastasi pitoisuuden kasvamista jopa 31-
kertaiseksi, konsentraatiotehokkuuden ylittden teoreettisen maksimin. Vaihtelua
tehokkuudessa oli ndytteiden vililld hyvinkin paljon, toisaalta kalan RNA-
mddrdt vaihtelivat my0s replikaattien valilla. Kaisittely vaikutti toimivan
paremmin ndytteille, joiden ldhtokonsentraatio oli suurempi. Keskimédrin
reaktio aikaistui ultrasuodatuksen avulla kolme syklid, mikd vastaa ndytteen
pitoisuuden kahdeksankertaistumista. Aiemmissa tutkimuksissa saadut tulokset
olivat huomattavasti parempia, noin 20-kertaisesta jopa useita kertaluokkia
suurempiin pitoisuuksiin (Grant ym. 2011, Kim ym. 2015), mutta
konsentrointitehokkuuteen vaikuttaa huomattavasti 1dhto- ja lopputilavuuden
suhde. Ultrasuodatus oli my6s muita menetelmid nopeampi ja bioturvallisuus oli
muita menetelmid helpompaa varmistaa. Ultrasuodattimen ldpi olisi voinut
teoriassa laittaa wuseita 15 mlin ndytteitd, jolloin olisi saatu suurempi
ndytetilavuus kasiteltyd yhdelld suodattimella, mutta ultrasuodatinta ei haluttu
bioturvallisuuden ja kontaminaatioriskin takia avata useita kertoja. Kuitenkin,
jos ultrasuodatusta tehtdisiin RAS- tai muulla kalanviljelylaitoksella, putken
uudelleentdyttdminen ei aiheuttaisi samalla tavalla kontaminaatioriskid, jolloin
konsentroinnin tehokkuutta voitaisiin saada kasvatettua edelleen tayttamalla
konsentrointiputki useita kertoja.
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RNA on kooltaan kokonaisia viruksia pienempdd, ja erityisesti
ultrasuodatus menetelmand perustuu kokoerotteluun. Koska ultrasuodatuksen
avulla onnistuttiin konsentroimaan RNA:ta, voidaan olettaa menetelmin
konsentroivan myos viruksia jossain madrin, vaikka suhde ei valttamdttd ole
sama. Tyossd malliviruksena kadytetty phi6-faagi konsentroitui ultrasuodatuksen
avulla tehokkaammin kuin VHS-RNA, ja hieman vidhemmaén tehokkaasti kuin
IHN- tai kala-RNA. Erot olivat kuitenkin pienid, ja VHS-RNA:n konsentraatio
pieneni myds PEG-saostuksella kasiteltdessda. Tamdn vuoksi voidaan olettaa,
ettei VHS-RNA kestanyt kasittelyitd yhtd hyvin kuin IHN- tai kala-RNA, tai phi6-
faagi.

4.3 RAS-ndytteiden viruspitoisuuden tarkastelu

RAS-laitokselta saaduille vesindytteille tehtiin aiemmin tyossd kehitetyn RT-
qPCR-protokollan mukainen testi, ja konsentrointimenetelmdnd kaytettiin
ultrasuodatusta. Kaikista RAS-laitokselta otetuista nédytteistd ei havaittu IHNV:t4.
Naytteissd 5 ja 6 (raikastusaltaat) todenndkoisesti oli virusta, mutta havaittu
viruspitoisuus oli hyvin pieni. Yhdistetyssd RT-qPCR-reaktiossa, jossa oli seka
IHN- ettd kala-alukkeet ja -koettimet, positiivisissa vesindytteissd 5 ja 6
viruspitoisuus oli hyvin alhainen, ja vastasi kontaminoituneiden NTC-kaivojen
pitoisuuksia. Sen sijaan, kun menetelmad jaettiin siten, ettd IHN-virusta arvioitiin
erikseen kalan RNA:sta, tulokset olivat selkedsti positiivisia, ja negatiiviset
kontrollit sdilyivat negatiivisina. Tamén vuoksi voidaan olettaa IHNV:n reaktion
héiriintyneen kalan RNA:n havainnoinnista. Aiemmin todettiin, ettei multiplex-
menetelma vaikuttanut testin herkkyyteen, mutta RAS-laitoksen ndytteissa kalan
DNA:n ja RNA:n pitoisuus oli huomattavasti IHNV:n RNA:n pitoisuutta
suurempi, ja RT-qPCR-reaktio saattoi hdiriintyd kalan nukleiinihapoista
reaktiossa.

Epdspesifin RNA-DNA-eristyksen takia RT-qPCR-reaktio saattoi hdiriintya
myds DNA:n suuresta mddrdstd reaktiossa. Ongelmaa yritettiin korjata
kayttamalla eristyksen jdlkeen dsDNase-kasittelyd, jolloin vain ndytteissa ollut
RNA toimi templaattina reaktiossa. Kasittelyyn paddyttiin, koska DNA:n on
havaittu inhiboivan RT-reaktiota aiemmissa RT-qPCR-kokeissa (Marja Tiirola,
suullinen tiedonanto, 2023). Naytteelld 6 kasittely vaikutti hyodylliseltd, ja
molemmilla kasittelyn ansiosta RFU-arvot nousivat korkeammalle, mika saattoi
kertoa kilpailun reagensseista vahentyneen reaktiossa. Lisdksi tehtiin PCR-testi
ilman kalan alukkeita ja koetinta, jolloin mahdollisimman suuri osa reagensseista
oli kdytettdvissa IHNV:n havainnointiin. Tama aikaisti molempien naytteiden
reaktiota noin kolmella syklilld, ja koska kaikissa kokeissa ndytteet pysyivét
positiivisina IHNV:n suhteen, todettiin, ettd ndytteiden 5 ja 6 (raikastusaltaat)
testitulos oli positiivinen IHNV-viruksen osalta. Tulos voitaisiin vahvistaa lisdksi
sekvensoimalla RT-qPCR-reaktiossa monistunut tuote ja tarkistamalla
sekvensoidun juosteen pituus, sekd sen vastaavuus muihin Euroopassa
esiintyneisiin IHNV-kantoihin. Tédssd tyossd tehdyn RT-qPCR-testin tulosta ei
voida pitdd diagnostisesti patevéana, silld testi ei ole valvontaviranomaistason, eli
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Ruokaviraston, hyviaksymad, eikd testitulosta tarkastettu oikeaksi sekvensoinnin
avulla.

RAS-laitoksen  vesikierto oli yhtendinen siten, ettd ainoastaan
poikastuotantoaltaissa oli oma vesikiertonsa. Kasvatusaltaista vesi kulki
puhdistusaltaisiin, ja puhdistusaltaista hapetuksen kautta takaisin
kasvatusaltaisiin, joten viruksen levidminen altaiden vélilld oli mahdollista.
Kasvatusaltaissa (ndytteet 1 ja 3) olleet kalat vaikuttivat terveiltd ja
hyvakuntoisilta, jonka vuoksi etukédteen arveltiin myos IHN-testauksen antavan
negatiivisen tuloksen. Kasvatusaltaista ei havaittukaan virusta talld
menetelmdlld  konsentroidusta  tai  konsentroimattomasta  ndytteesta.
Havitysaltaan (ndyte 4) oletettiin olevan IHNV-positiivinen ennen testaamista,
mutta testimenetelmdlld ei havaittu virusta ndytteestd. Tamd saattoi johtua
esimerkiksi siitd, ettei altaassa ollut ndytteenottohetkelld eldvid kaloja, ja altaassa
oli vain hieman vettd jdljelld. Altaan vesi ei ollut todennédkoisesti endd viruksen
sdilymisen kannalta olosuhteiltaan optimaalinen, silld vesi sisdlsi runsaasti
orgaanista ainetta ja lampotilaa ei sdddelty pysymaan alle 20 °C:ssa.

Puhdistusaltaiden (néytteet 2, 8 ja 10) oletettiin olevan IHNV-negatiivisia,
silld niissd on biofilttereiden vuoksi paljon bakteereja, joiden on todettu tuhoavan
viruksia (Oidtmann ym. 2018). Puhdistusaltaista ei havaittu tyossd
kayttoonotetulla testillda IHN-virusta, joten oletus osui oikeaan, joskin syytéd on
mahdotonta tietdd. Myos tulovesindytteen (ndyte 7) oletettiin olevan
negatiivinen, ja tdssdkin kohtaa hypoteesi piti paikkaansa tdlld
testausmenetelmalla.

Raikastusaltaissa kalojen tiheys oli suuri, eikd kaloja ruokita raikastuksen
aikana. Lisdksi kalojen siirtiminen raikastusaltaisiin on laitoshuoltajan mukaan
kaloille stressaava prosessi, ja ne usein jopa vahingoittuvat siirron aikana.
Tallaiset tekijdt altistavat kaloja my0s viruksille, ja positiiviseen testitulokseen
nojaten voidaankin epdilld raikastusaltaissa olleen IHNV:lad infektoituneita
kaloja, ja infektio on saattanut levitd olosuhteiden ollessa suotuisat.

4.4 Yhteenveto

Tyon tavoitteena oli mahdollistaa nopea ja tehokas virustestaus
kalanviljelylaitoksissa, ja tyossd kadyttoonotettu RT-qPCR-testiprotokolla
osoittautui lupaavaksi vaihtoehdoksi tavoitteen saavuttamiseksi. Tyon tulosten
perusteella IHN- ja VHS-viruksia voidaan maddrittdd yhteiselld multiplex-RT-
qPCR-menetelmalld luotettavasti, ja vesindytteen konsentroinnilla pystyttiin
lisddmé&an RT-qPCR-testimenetelman herkkyyttd. Konsentrointi ei kuitenkaan
ollut yhta tehokasta kuin odotettiin, ja syyn selvittamiseksi konsentrointikokeet
tulisi tehdd uudelleen muokaten olosuhteita kontrolloidusti. Tyossa
kayttoonotetun RT-qPCR-testiprotokollan toimivuutta ja valitun
konsentrointimenetelmain, eli ultrasuodatuksen, tehokkuutta testattiin IHNV:114
infektoituneelta RAS-laitokselta otetuista ndytteistd. Laitoksella oli aiemmin
todettu IHNV-tartunta, jonka vuoksi laitos oli tyhjennettdva ja puhdistettava
perusteellisesti. Nadytteiden ottohetkelld ei ollut varmuutta, oliko altaissa, joista
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ndytteet otettiin, infektoituneita kaloja. Vesindytteestd tehdyn testin perusteella
laitoksen raikastusaltaissa vaikutti kuitenkin olevan IHNV-tartunnan saaneita
kaloja.

Tyossd diagnostiikkalaboratorioon optimoitu RT-qPCR-testin protokolla
on esitetty liitteessdé 6. Testi kokonaisuudessaan on suhteellisen nopea:
konsentroinnissa, RNA-eristyksessd, RT-qPCR-reaktion valmistelussa ja ajossa
kului keskimddrin viidestd kuuteen tuntia, riippuen rinnakkaisten ndytteiden
mddrdstd. Tamd on huomattavasti soluviljelytestia nopeampi, ja tulokset on
mahdollista saada saman pdivdan aikana. Lisdksi RT-qPCR-testi on
menetelmiltddn soluviljelytestid yksinkertaisempi, silld soluviljelmien ylldpito
vaatii osaavaa henkilokuntaa sekid runsaasti vilineistod, kuten inkubaattoreita.
Testiajossa kdytettdvdat standardit kannattaa olla valmiiksi tuotettuna ja
laimennettuina sopiviin konsentraatioihin, ja reaktioliuos tulee valmistella PCR-
laitteesta erillisessé tilassa kontaminaation vélttamiseksi.

Testin  kehitystd voitaisiin jatkaa paremman detektioherkkyyden
saavuttamiseksi, ja tyon tuloksia voitaisiin tarkentaa tekemalld kokeita kayttden
suurempia otoskokoja.  Vaihtoehtoisesti RT-qPCR:n sijaan testaamiseen
voitaisiin kadyttdd digitaali-PCR:&4, joka on RT-qPCR:4dn verrattuna vihemman
herkkd PCR-inhibitiolle, ja lisdksi digitaali-PCR:1ld saadaan mitattua ndytteen
konsentraatio ilman standardisuoraa (Merino ym. 2022). Menetelmdd onkin jo
sovellettu IHNV:n havainnointiin, ja ensimmdinen testiprotokolla on julkaistu
2017 (Jia ym. 2017). Kalanviljelylaitoksella tehtédva testi voisi vahentdd tartuntoja
esimerkiksi siten, etti ennen laitokseen siirtdmistd tuontikalat siirrettdisiin
erilliseen karanteenialtaaseen, jossa ne pidettdisiin testituloksen saamiseen asti.
Testituloksen valmistuessa alle vuorokaudessa kuljetuksen aikana mahdollisesti
levinnyt infektio havaittaisiin ennen kuin kalat siirrettdisiin karanteenialtaasta
laitokseen.

Tyon konsentrointimenetelmien vertailun kanssa vastaavanlaista
tutkimusta on tehty viime vuosina runsaasti erityisesti koronapandemian
seurannassa (mm. Zheng ym. 2023), joten tyon konsentrointikokeen tuloksia
voidaan soveltaa myts muiden kuin kaloja infektoivien virusten seurantaan.
Tyon konsentrointikokeen osia voisi tarkastella laajemmin kokonaisilla viruksilla,
ja tutkia esimerkiksi, onko menetelmissd eroja vaipallisten ja vaipattomien
virusten vililld. Pelkdn RNAm:n konsentroimisessa haasteena on RNA:n
epdstabiili rakenne. Jatkotutkimusideoita ovat muiden muassa uuden
sukupolven sekvensointimenetelmien hyodyntdaminen kenttdkdytossda seka
tehokkaampien konsentrointimenetelmien 16ytdminen. Esimerkiksi Oxford
Nanopore -sekvensointilaitteen avulla ymparistondytteestd voidaan analysoida
kaikki DNA- tai RNA-juosteet nopeasti, ja titen saada tietoa mahdollisten
patogeenien ldsndolosta ndytteessa.
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LIITE 1. TYOSSA KAYTETTYJEN KONSTRUKTIEN SEKVENS-
SIT

Konstruktien sekvenssit.

IHNV-konstrukti (5" - 3'):

Selite: lonA, T7 promoter, lac Operator, RBS, Ndel, Xhol, Spy tag, stop codon,
spacer, T7 terminator, P1
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAATACGACTCACTATAGGGGAAT
TGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTITAACTTTAAGAAGG
AGATATCATATG

CTCGAGGCCCATATTGTCATGGTTGATGCATACAAGCCGACCAAATA
AAAGTGATAATAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTT
TTGATCACCGACTGCCCATAGAGAGG
VHSV-konstrukti (5" - 3"):

Selite: lonA, T7 promoter, lac Operator, RBS, Ndel, Xhol, Spy tag, stop codon,
spacer, T7 terminator, P1
CCATCTCATCCCTGCCTGTCTCCCGACTCAGTAATACGACTCACTATAGGGGAAT
TGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGG
AGATATCATATG

CTCGAGGCCCATATTGTCATGGTTGATGCATACAAGCCGACCAAATAAAAG

TGATAATAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTITTTGA
TCACCGACTGCCCATAGAGAGG
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Jywiskylan yliopisto

Bio- ja ymparistGtieteiden laitos
Survontie 9 C

40500 JYVASKYLA

\iite: Laboratorion lupahakemus 31.8.2022
Pastds luvan myéntdmisestd taudinaiheuttajan kisittelyyn

Iyvaskyldn yliopiston bio- ja ympdristdtieteiden laitos on 31.8.2022 hakenut
Ruokavirastolta eldintautilain (76,/2021) 64 §:n mukaista lupaa IHN-tautia
aiheuttavan viruksen kasittelyyn tieteellisen tutkimuksen yhteydessd. Ruokaviraston
mikrobiologisen elintarviketurvallisuuden yksikkd on kasitellyt hakemusta ja
laboratorion toimittamaa tautisuojauskuvausta yhdessd Ruokaviraston
eldinterveystutkimuksen yksikon asiantuntijoiden kanssa. Eldinterveystutkimuksen
yksikkd toimil kansallisena elaintautidiagnostiikan vertailulahoratoriona.

Padtds

Ruokavirasto myGntas lyviaskylan yliopiston bio- ja ymparistatieteiden laitoksen
laboratoriolle eldintautilain &4 §:n 1 momentin nojalla luvan kalojen IHN-tautia

aiheuttavan viruksen ja sitd sisdltdvien vesi- ja ympdristindytteiden kasittelyyn,
tutkimiseen seka sailyttdmiseen tieteellisen tutkimuksen yhteydessa.

Luvan mydntamisestd peritddn maa- ja metsdtalousministerion (jaljempdnd MMM)
Ruokaviraston maksullisista suoritteista antaman asetuksen (1193/2021) mukainen
maksu 151 eur. Lasku ldhetetddn erikseen.

Laboratorion tiedot ja toiminta, jota lupa koskee, merkitddn Ruokaviraston
yllapitamaan eldintautilain 79 §:n 3 momentin mukaiseen rekisteriin (liite).

Perustelut

Eldintautilain 64 §:n 1 momentin mukaan a—c-luokan taudin ja muun torjuttavan
eldintaudin aiheuttajamikrobeja ja -loisia saadaan muuta tarkoitusta kuin virallisten
naytteiden tai omavalvontanaytteiden tutkimista varten pitaa hallussa, siirtda, tutkia
tai muutoin kasitelld vain Ruokavirastossa ja Terveyden ja hyvinvainnin laitoksessa tai
Ruokaviraston luvalla. Luvan myontaminen edellyttas, ettei toiminta aiheuta
eldintaudin leviamisen vaaraa.

Ruokavirasto Livsmedelsverkat Finnigh Food Autherity

PL 100, Q0027 RUDKAVIRASTD PE 100, 00027 LIVSMEDELSYERKET PO, Box 100, FIHO0027 FINNISH FOOD AUTHORITY, FINLAND
Puh. 029 530 0400 (vaihde) T 029 530 0400 |wdxel) Tel. #358 29 530 0400 (switchbaard)]

ruakavirasto i Framadelvarket. i Fasdautherity. Ffi

Y-tunrius: 291 1686-7 FO-numemer: 2511686-7 Busirgss 10: J91168E-7
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Jyvaskyldn yliopiston bio- ja ympdéristotieteiden laitoksen hakemuksen mukaan
taudinaiheuttajan kasittely ja ndytteiden tutkiminen suoritetaan BSL2 -tason
laboratoriossa. Ruckavirastoon toimitetun tautisuojauskuvauksen perusteella
laboratoriossa toteutetaan toimenpiteitd, joilla pyritdan estamaan taudinaiheuttajien
levidminen laboratorion ulkopuolelle, Naita ovat mm. henkilékohtaisten suojainten
kayttd sekd ndytteiden, vilineiden ja suojainten dekontaminaatiok3sittelyt.

Iyvaskyldn yliopiston hio- ja ympdristitieteiden laitoksen lupahakemuksen ja
tautisuojauskuvauksen perusteella Ruokavirasto katsoo, ettd laboratorio tayttaa
eldintautilain 64 §:553 asetetut vaatimukset ja mydntdd luvan IHN-tautia aiheuttavan
viruksen ja sitd sisdltivien ndytteiden kisittelyyn tieteellisen tutkimuksen
yhteydessa.

Laboratorion velvollisuudet

Taudinaiheuttajia kasittelevien laboratorioiden ja muiden laitosten ja tahojen
velvollisuuksista sdddetddn Euroopan parlamentin ja neuvoston tarttuvista
eldintaudeista seka tiettyjen eldinterveytta koskevien sdddosten muuttamisesta ja
kumoamisesta antaman asetuksen (EU 2016/429) 16 artiklassa ja sen nojalla,
eldintautilain 20, 65 ja 66 §:553 sekd MMM:n muista torjuttavista, valvottavista ja
muista ilmoitettavista elaintaudeista, elaintautien ilmoittamisesta seka
mikrobikantojen toimittamisesta antaman asetuksen (325/2021) 18 §:ssa.

Laboratorion on toteutettava asianmukaisia bioturvaamiseen, bioturvallisuuteen ja
tilojen rakenteelliseen ja tekniseen suojaamisesn liittyvid toimenpiteits estddkseen
taudinaiheuttajien levidmisen laboratorion ulkopuolelle ja joutumisen kosketuksiin
eldinten kanssa. Laboratorion tautisuojauskuvauksessa esitettyjen toimenpiteiden
lisaksi laboratorion tulisi esimerkiksi varmistaa, ettd taudinaiheuttajan tai sita
sisdltdvien naytteiden kisittelyyn osallistuvilla henkilailld on soveltuva koulutus ja
patevyys sekd perehtyneisyyttd bioturvaamiseen ja turvalliseen tydskentelyyn. Paasy
taudinaiheuttajaan ja sitd sisaltaviin naytteisiin tulee rajata vain tarvittaville
henkilgille,

Ruokavirasto suosittelee, ettd erityisesti toiminnan jatkuessa tai laajentuessa
laboratorio teettdisi bisturvaamismenettelyihin ja niihin littyvdan ohjeistukseen
kohdistuvan ulkopuolisen auditoinnin.

Ruckavirasto Livsmeide lpwerkat Finmish Fond Authority

PL 100, 00027 RUDKAVIRASTOD PE 100, 00027 LIVSMEDELSYERKET PO, Bax 100, FIHO0027 FINRISH FOOD AUTHORITY, FINLAND
Fuh, 025 530 0400 [vaihde) Tin 029 530 0400 [vwidxed) Tel. +358 29 530 (400 [switchboard|

ruokavirasto fi Iemadelavarket.fi fosdauthority. fi

Yiunnus: 2911686-7 FO-nummer: 2511686-7 Business 10: 29116867
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Eldintautilain 66 §:n 3 momentin mukaisesti laboratorion epiillessa sille toimitetussa
naytteessa esiintyvan sellaista luetteloitua tautia tai muuta torjuttavaa tai
valvottavaa eldintautia, jonka kasittelyyn laboratoriolla el ole lupaa, sen on
viipymattd toimitettava ndyte tai siitd eristetty mikrobi viralliseen
eldinterveyslaboratorioon jatkotutkimuksia varten. Viralliset eléinterveyslaboratoriot
l&ytywdt Ruokaviraston verkkosivuilta.

Laboratorion on eldintautilain 20 §:n mukaisesti salassapitovelvollisuuden estamatta
ilmoitettava epdilem&stiddn tai totearnastaan eldimelld olevasta luetteloidusta tai
uudesta taudista taikka muusta ilmoitettavasta eldintaudista kunnaneldinlaakarille
tai aluehallintovirastolle, limoitus on tehtava valittomasti, jos se koskee a-luokan
tautia, ja heti kun se on kdytanndssd mahdollista, jos se koskee muuta luetteloitua
tautia, uutta tautia tai muuta torjuttavaa tai valvottavaa eldintautia. llmoitus on
tehtava rilppumatta siitd, onko ndyte ldhetetty tutkittavaksi kyseessa olevan
eldintaudin varalta tehtdvdi vai muuta tutkimusta varten.

Luvanvaraisessa toiminnassa tapahtuvista olennaisista muutoksista laboratorion on
eldintautilain 65 §:n mukaisesti iimoitettava viipymattd Ruokavirastolle.

Laboratorion valvonta

Ruokavirasto valvoo taudinaiheuttajien kasittelyyn liittywaa luvanvaraista toimintaa
eldintautilain 67 §:n mukaisesti, Ruokavirasto voi eldintautilain 92 §:n perusteella
peruuttaa taudinaiheuttajan kdsittelyyn lifthyvan luvan, jos luvan myéntimiselle
saadetyt edellytykset eivit enad tayty tai laboratorio olennaisesti rikkoo
eldinterveytta koskevia sdddiksia tal niiden nojalla tehtyjd padtdksid. Lupa voidaan
peruuttaa myds, jos toiminta keskeytetddn muutein kuin tilapdisesti.

Eldintautilain 94 a &n mukaan alushallintovirasto vol midrits vihintddn 300 euron ja
enintddn 5 000 euron eldintautivalvonnan seuraamusmaksun sille, joka harjoittaa
laboratorion hyvaksymista tai lupaa edellyttavaa toimintaa ilman vaadittavaa
hywaksymistd tai lupaa.

Asianosaisen kuuleminen

Iyviskyldn yliopiston bio- ja ymparistotieteiden laitoksen laboratoriota ei ole kuultu
luvan mydntamista koskevassa asiassa, koska kuuleminen olisi hallintolain
(S43/2003) 34 §:n 2 momentin 5) kohdan mukaisesti limeisen tarpeetonta siitd

Ruskavirasto Livsmsdelerkat Finnish Food Authority

PL 100, D002T RUDKAVIRASTOD PB 100, 00027 LIVSMEDELSYERKET PO, Box 100, FI-00027 FINNISH FOOD AUTHORITY, FINLAND
Puh. 029 530 0400 (valhde) Tin 029 530 0400 [wixel) Tel. +358 29 530 0400 (switchbaard]

ruckavicata i Frsmadelvarket. i facdauthority. i

Y-tunnius: 291 1686-7 FO-numimer: 29116867 Busirmss 10: 2911686-T
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Mikrabiologisen elintarviketurvallisuuden yksikii 31.10.2022 5273,/04.02.02.00/2022

syystd, ettd paatikselld hyviksytddn hakijan vaatimus, joka ei koske toista

asianosaista.
Rukavirasto Livsmadalserket Finnish Foad Authurity
PL 100, 00027 RUDKAVIRASTD PB 100, D00ZT LIVSMEDELSVERKET P.0, Ba 100, FI-00027 FINNISH FOOD AUTHORITY, FINLAND
Puh. I:IZB‘SBD-N{H:I[\I:Ihdﬂ:I T2 53E|IJ4IIIIHJ|D|] Tel. #3558 29 530 0400 (switchbaard]
ruskavirasto fi Tsmedeiverket fi faodauthority.fi
Yiunnus: 2911686-7 FO-nummer: 2911686-7 Business 10; 29116867
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Piatoksen voimassaolo

Tamad padtds on voimassa toistaiseksi,

Muutoksenhaku

Tahan paatikseen saa hakea muutosta valittamalla Himeenlinnan hallinto-cikeuteen
litteend olevasta valitusosoituksesta ilmenevalld tavalla.

Paatoksen maksullisuus

Tastd padtdksestd peritddn MMM:n Ruokaviraston maksullisista suoritteista antaman
asetuksen (1193,/2021) liitteen kohdan 11.2 mukainen maksu 151 euroa. Lasku
toimitetaan erikseen, Tdman padtoksen liitteenad toimitetaan maksua koskeva
oikaisuohje.

Sadddkset, joihin paatds perustuu

Elaintautilaki (76/2021) 1, 3, 4, 20, 63, 64, 65, 66,67, 76, 79, 81, 92, 94, 965, 100 §

Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus tarttuvista eldintaudeista seka tiettyjen
eldinterveyttd  koskevien sddddsten muuttamisesta ja  kumoamisesta
(EU 2016/429) 1, 4, 16, 18 artikla

Maa- ja metsatalousministerion asetus muista torjuttavista, valvottavista ja muista
ilmoitettavista eldintaudeista, eldintautien ilmoittamisesta sekd mikrobikantojen
toimittamisesta (325/2021) 1, 18 §

Hallintolaki (434/2003) 2 ja34 §

Maa- ja metsitalousministerion asetus Ruokaviraston maksullisista suoritteista
(1193/2021), liitteen kohta 11.2

Taija Rissanen
Ylitarkastaja
Ruokavirasto

Ruckavirasto Livsmspdelsverket Finmish Food Authority

PL 100, DOOZT RUDKAVIRASTD PE 100, 00027 LIVSMEDELSYERKET PO, Bow 100, FIHO00ZT FINNISH FOOD AUTHORITY, FINLAND
Puh, D29 530 0400 (valhde) Tin 0259 530 0400 [wixel) Tel. +358 29 530 0400 (switchboard)]

Fudkaviraita i Iresmedelvarket.fi Faedauthority.fi

Y-tunrius: 291 1686-7 FO-numimer: 23116867 Busiress 10: 2911686-T
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Livsmadalsverket # Finmish Foad Authority

Elintarviketurvallisuusosasto
Mikrobiologisen elintarviketunallisuuden yksikiki

Padtis
Luvan myontaminen

Pym/Datum/Date  2nre/Dnr/ONe
31.10.3022 5273/04.02.02.00/2022

Liite Rekisteriote laboratorion tiedoista ja toiminnasta, johon lupa on my&nnetty
Valitusosoitus
Maksua koskeva oikaisuohje

Lisatietoja  Taija Rissanen, Ruokavirasto, puh. 0505746308, taija.rissanen@ruokavirasto.fi

Tiedoksi Ahvenanmaan maakuntahallitus Maria Borgstrim ja Laura Olander
Ruokavirasto, Eldinten terveyden ja |3dkitsemisen yksikké Hanna Kuukka-Anttila ja
Hanna Lounela

Ruckavirasto

PL 100, 00027 RUDKANIRASTO
Puh. 024 530 0400 (valhde)
ruckavicasto i

Yaunnus: 391 1E86-7

Livsmspdelswerkat

PE 100, O00Z2Y LIWSMEDELSVERKET
Tin 0129 530 0400 [wixel)
lsmadekiverket.i

FO-nummer: 29116867
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Taija Rissanen
Hyvaksytty 31.10.2022

RUOKAVIRASTO

Liewmedelaverket » Finnah Food Autharity
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Ruokavirasto

PL 100, 00027 RUOKAVIRASTO
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¥-tunnus: 2911686-F

Livsmedelsverket
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FO-nummer: 29116867
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LIITE 3. AHVENANMAAN MAAKUNTAHALLITUKSEN LUPA
NAYTTEIDEN SIIRTAMISEEN

Avdelning
Social- och miljdavdelningen Miljobyrin
Tiiinstemannabeslut

beslutande B
Tillfillig veterindr Laura Olander

Dokumentnamn  Nr Sidnr
BESLUT 21254 1(3)
Datum Dinr

2022-10-19  ALR 2022/5468
Jyviiskylin yliopisto

Bio- ja ympiristiticteiden laitos
Survontie 9 C -

40500 JYVASKYLA

E-post:

marja.titrolaf@jyu.fi
krista.).m.norvasuo(@jyu.fi

Dispens for att flytta prover fir vetenskaplig forskning

Arende

Forskare Krista Norvasuo och professor Marja Tiirola frdn Jyviskyld
universitet har 18.10.2022 ansékt om dispens for att flytta prover for
vetenskaplig forskning tagna frin Fifax ABs anliggning pd Eckerd
9.8.2022. Proverna bestdr av nio 300 ml vattenprover i plastflaskor samt
en plasiflaska med material fran denitrifikationsbassingen. Proverna
skulle flyttas med posten till Jyviiskyld universitets laboratorium som ir
BSL2-klassat. Jyviskyld universitet har anstkt om tillstind enligt 64 § 1
lag (FFS 76/2021) om djursjukdomar av Livsmedelsverket, men
ullstindet dr 1 stunden for skrivandet av detta beslut inte dnnu beviljat.

Beslut

Landskapsregeringen beviljar Jyviiskyld universitet dispens att flytta
prover tagna for vetenskaplig forskning frdn Fifax anliggning pd Eckerd
ull laboratoriet vid Jyviskyld universitet. Dispensen giiller endast ifall
Livsmedelsverket ger tillstind enligt 64 § 1 lag (FFS 76/2021) om
djursjukdomar fGr att behandla vattenproven (virus av kategor C).

Transporten av proverna ska ske pd anvisning av
djursjukdomsmyndigheten. Transporten ska ske 1 slutna behallare.
Biosdkerhet, det vill sdiga forhindrande av oavsiktlig exponering for
smittimnen eller oavsiktlig spridning till omgivning och muljé, ska

sikerstillas under och efter transporten.

Motivering

Fisksjukdomen infektits hematopoietisk nekros (IHN) defimeras 1
enlighet med artikel 9.1 1 EU:s djurhilsoférordning som en sjukdom 1

kategori ¢ som ska bekimpas.
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2(3)

Livsmedelsverket har 22.6.2022 inriittat en i lag (FFS 76/2021) om
djursjukdomar 27 § avsedd restriktionszon pa det omrdde som omggirdar
den plats dir sjukdomen fisksjukdomen Infektits hematopoietisk nekros
(IHN) forekommer.

Alands landskapsregering har 22.6.2022 i enlighet med lagen om
djursjukdomar 25 § tagit ett beslut om dtgirder for forhindrande av
spridning av djursjukdomen Infektids hematopoietisk nekros (IHN) vid
Fifax abs anliggning.

Enligt landskapsregeringens beslut dr det forbjudet att frin anliggningen
fora bort biprodukter av vattenlevande djur, &mnen eller redskap som kan
sprida sjukdomen.

Enligt 30 § 9 punkten i sjilvstyrelselagen (AFS 1991:71) for Aland ska de
uppeifter som enligt lagstifiningen om bekiimpning av smittsamima
sjukdomar hos husdjur ankommer péd en riksmyndighet eller pé
kommunerma i landskapet skitas av landskapsregeringen eller nagon
annan myndighet som anges i landskapslag.

Alands landskapsregering far déirfor i enskilda fall ge dispens frén firbud
och dtgirder som géller beslut om dtgiirder for forhindrande av spridning
av djursjukdomar enligt 29 § lagen om djursjukdomar 29 §.

Enligt 29 § 2 mom. lag om djursjukdomar ska landskapsregeringen 1
dispensen uppstiilla sddana villkor som dr nédviindiga fir att bekiimpa
djursjukdomen. Landskapsregeringen beddmer det nddviindigt att forena
beslutet om dispens med villkor.

Alands landskapsregering beddmer att risken for att djursjukdomen THN
sprids kan uteslutas genom aktuell hantering och dérfér motiveras inte ett
avslag pd begiiran om dispens, om hanteringen gérs enligt de anvisningar
som Alands landskapsregering anger.

Alands landskapsregering beviljar Jyviiskyli dispens fiir att flytta prover
tagna for vetenskaplig forskning, ifall Livsmedelsverket ger tillstind for
att behandla vattenproven.

Tillimpade lagrum

Europaparlamentets och radets forordning (EU) 2016/429
Kommissionens genomférandefirordning (EU) 2018/1882
Lag om djursjukdomar (FFS 76/2021)

Sjilvstyrelselag for Aland (AFS 1991:71)

Firvaltningslag for landskapet Aland AFS 2008/9

Andringssikande

Andring av beslutet kan sokas hos Higsta forvaltningsdomstolen.
Besviirsanvisning bifogas beslutet.
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Fir kiinnedom

Livsmedelsverket (taudintorjuntaf@ruokavirasto.fi, hannauukka-
anttilaf@ruokavirasto.fi, hannalounelai@ruokavirasto.fi)
Niringsavdelningen

Bilaga
Besvirsanvisning
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Nirmare information om hur besviirstiden beriiknas

Besviirsskriften ska inlimnas inom 30 dagar frin datumet dd mottagaren fatt del av beslutet.
Dé besviirstiden berfiknas ska den dag da delgivningen sker inte medriknas. Om den sista
dagen av besviirstiden ir en helgdag, sjdlvstindighetsdag, forsta maj, julation,
midsommarafton eller helgfri 16rdag fortsiitter besviirstiden ocksa foljande vardag.

Dagen for delgivningen beriiknas pa foljande sitt:

Offentlig delgivning — Om beslutet har delgivits via offentlig delgivning anses
mottagaren ha fitt del av beslutet den sjunde dagen efter det att beslutet publicerades
pd myndighetens elektroniska anslagstavla.

Vanlig delgivning — Om beslutet har postats som vanligt brev anses mottagaren ha far
del av beslutet den sjunde dagen efter det att brevet avsiindes, om inte nidgot annat
visas.

Bevislig delgivning — Om beslutet har siints per post mot mottagningsbevis, framgir
datumet for dd mottagaren fatt del av beslutet av mottagningsbeviset. Om beslutet har
dverlimnats till mottagaren eller dennes lagliga foretriidare eller ombud framgér dagen
da mottagaren fitt del av beslutet av det skrifiliga bevis som uppriittats dver
delgivningen.

Mellanhandsdelgivaning — Om beslutet inte har limnats direkt till mottagaren eller
dennes lagliga foretriidare eller ombud anses mottagaren ha fatt del av beslutet den
tredje dagen efter den dag som framgér av delgivningsbeviset.

Vanlig elektronisk delgivning — Om beslutet delgivits som ett elektroniskt meddelande
anses mottagaren ha fitt del av beslutet den tredje dagen efter att meddelandet sindes,
om inte nagot annat visas.

Bevislig elektronisk delgivning — Om beslutet har delgivits bevisligen genom ett
elektroniskt meddelande anses mottagaren ha fitt del av beslutet nir det har himtats
frin den link som myndigheten anvisat.

Besviirsskriften ska vara inlimnad till hégsta férvaltningsdomstolen senast kl. 16.15 pa
besvirstidens sista dag. Denna tidsfrist géller dven besviir som skickas via forvaltnings-
och specialdomstolarnas e-tjéinst eller per e-post.
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Besviirsanvisning

Besviirsmyndighet

Den som fr missndjd med detta beslut kan sika dndring i det hos hgsta
forvaltmingsdomstolen genom sknfiliga besvir. Besviir kan anftras av den som beslutet avser
eller vars ritt, skyldighet eller fordel beslutet direkt paverkar.

Besviirstid
Besviir ska anfiras skriftligt inom 30 dagar frin att beslutet har delgivits. Nirmare
information om hur besviirstiden beriiknas finns pd omstdende sida.

Besviirsskriftens inneh:ll
[ besviirsskrifien ska uppges:
®»  jndringsstkandens namn och kontaktuppgifter, inklusive uppgifier om hemkommun
samt postadress och eventuell annan adress till vilken handlingar som hiinfGr sig till
drendet kan sindas
®=  det beslut i vilket dndring soks
*  redogorelse Gver till vilka delar indring sdks i beslutet, vilka dndringar som yrkas
samt grunderna for yrkandena.
Om fndringssikandens talan fiirs av dennes lagliga foretriidare eller ombud eller om nidgon
annan person har uppgjort besviren, ska i1 besviirsskriften dven uppges namn och
hemkommun fir denna person. Andringssikanden, den lagliga foretriidaren eller ombudet ska
underteckna besvirsskriften.

Bilagor till besviirsskriften
Till besviirsskriften ska fogas:
= det dverklagade beslutet, 1 original eller som kopia,
* intyg dver vilken dag beslutet har delgivits eller annan utredning Gver nir besviirstiden
har bérjat,
*  de handlingar som #ndringsstkanden dberopar till stid for sina yrkanden, om dessa
inte redan tidigare har limnats till landskapsregeringen och
®  fullmakt for eventuellt ombud, om ombudet inte dr en advokat eller ett offentligt
riittsbitréide.

Inlimning av besviirsskriften

Besviirsskriften ska inom besvirstiden limnas till hégsta fdrvaltningsdomstolen pd adressen
Hégsta forvaltningsdomstolen, PB 180, 00131 HELSINGFORS, eller elektroniskt pd adressen
korkein.hallinto-oikeus(@oikeus.fi. Besvirsforfarandet kan fven i sin helhet skotas
elektroniskt via fdrvaltnings- och specialdomstolarnas e-tjfinst, se niirmare information om e-
tjinsten pd adressen www.regeringen.ax/besvar

Avgifter

Rittegingsavgiften till hégsta forvaliningsdomstolen ir 530 euro. [ lagen om domstolsavgifter
(FFS 1455/2015) finns bestimmelser om de fall di avgift inte tas ut. Ndrmare upplysningar
om avgifierna limnas av higsta forvaltningsdomstolen.
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LIITE 4. LABORATORION REKISTERIOTE, RUOKAVIRASTO

.
1oy, REKISTERIOTE
il% H RUOKAVIRASTO Nimetty tai rekisterdity

Livsmedelsverket ® Finnish Foad ﬁ-\l-ﬂ'orl?y laboratorio
Pvm/Datum/Date

28.10.2022

Jyvaskylan yliopisto

Bio- ja ymparistotieteiden laitos
Survontie 9 C

40500 JYVASKYLA

RUOKAVIRASTON REKISTERISSA OLEVAT TUTKIMUKSET

Eldintaudit (c-luokka), késittelylupa

Tutkimus Menetelma Lisdietoa

IHM-tauti RT-PCR/EURL protokolla Taudinaiheuttajan kasitiely
tisteellisan tutkimuksen
yhteydessa

Eldintautilain 64 §:n nojalla taudinaiheuttajien kasittelyyn luvan saaneet laboratoriot ovat
Ruokaviraston rekisterdimid. Rekisteriin merkit4an laboratorion tiedot ja luvanvarainen
toiminta.
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LIITE 5. IHNV-TAUTISUOJAUSJARJESTELMA

IHN {Infectious Haematopoietic Necrosis) viruksen tautisuojansjirjestelmi vs. 1.2

Tausta

[HM-virustauts on thabdoviruksen mbeuttama lohikalojen vertamuodostavan kudoksen kuoliotauti.
Virukset voival tarttua myds muihin Kalalajeihin, Virukset eiviit tartu maael@imiin, eiki (arfunnan saanutta
kalan sydviille ihimselle tai muuille tasalampdiselle eliimelle abewdu terveysvaaraa. Tauti levidi saicmden
kalojen, oireettomien kantajien ja ympanstotekijoiden vilitykselli. THN on lains@éidinndn  nojalla
vastustettava, C-luokan elfintauteihin luokiteltu tauti. Suomalmsilla kalanviljelvlaitoksilla on todettu
kolme IHM-epidemiaa { Tervo/Kaavi/MNurmes 2017, viisi taruntapaikkaa Ahvenanmaalla 2021 ja Fifaxin
kiertovesilantos Eckerdssd 2022). Taunin € ole olemassa ligkkeiti eilkd toimivaa rokotetta. Jotta THMN-
viruksen taruntareifie)d ja ympinstovaarallisuutia voidaan arvieida, JyU:ssa on tarkoitus arvioida THN-
viruksen madrii kalaviljelvlmtoksen vesi- ja vinpeinistondviteisti RT-gPCR-testilli EURL :n protokollan
mukaan hitps:/www.eurl-fish-crustacean.ew/~'media‘sites/eurl-fish-crustacean' fish/diagnostic-
manualsihn-and-vhe'vhev-and-hnv-diagnostic-manual-v202 1 -2 pad f

Miviteen kisittelvssi huomioitavaa:

+  Niayte on mahdellisesti Kaloille infektitvinen vesingyte tal muu ympinstdndyte, joten niyiteiden
kdisittely, stinlytys, suodatis ja maktivont tapahtun Surventie 9C YAB2-suven BSL2-tilassa.
Avoinna oleva matenaali Kasitelliin bioturvakeapissa, Materniaalit dekontaminoidasn ennen
roskun tw viemdrin lattamsta to ennen DNARNA-ndiviteen surtoa enstysautomaatille BSL2-
tilan ulkopuolelle. Jos niyitestd epiillitn 16ytyneen muuta kuin tutkittavaa virusta, ilmoitetaan
lovdiksesti pakalliseen AVIn.

Henkiliikohtaiset suojaimet:

# suojakismeet — lvhytvartiset

*  hihansuojat

+  laboratoriotakks

*  laboratoniokengit (desinfioitavat)

Hihansuojat ja  suojakiisineet autoklavoidaan ennen kwin ne  havitetiiin - yvhdyskuntajditeend.
Laboratoriotakkia, laseja ja kenkid kivietiin vain BSL-2 tilassa. Jos ne poistetaan lilasta, ne
dekontaminoidaan kuivakiisittelylla +37 °C lampatilassa ON ennen viemisti laboratoriosta ulos.

Mivtepaketin kisittely:

I. Maytteet siilyietiin joko avaamatiomassa paketissaan kylmitilassa tai BSL2-tlassa. Paketti
avataan BSL2-tilassa ja paketin putket avataan bioturvakaapissa. Suljetut ndyiteet kKasitellddn
BSL2-tilassa ja siiilytetifn kvlmahuoneessa (i pakasteessa suljettavissa muovilaatikoissa BSL2-
tlassa.

2. Kuljetuslaankot dekontaminoidaan sis3- ja ulkopuolelta ennen BSL2-tilasta ulos ottamista.

3. Yhmidrfinen nivie, poisteitavat putket ja suodatusjiinne dekontaminoidaan joke 02 M
MaoH:1la, Virkonilla ta limpokiasittelylli ennen roskikseen laitamista tm viemidriin laskemista.

Dekontaminaatiomuodet:
# 70 % EtOH (pinnat)
0.2 M NaOH-luoksessa voorokaus: (nesteet)
29 M guanidiini-tiosvanaattilivos, lammitys 56°C 15 min (DNA/RNA-naytieet)
30 min 1% Virkon-linoksessa (nesteet, valmistus 1 ablemt + 500 ml hanaveiti'naytevetta, )
autoklavennn 121 °C (kunteit matenaaht, pipetinkiirjet)
lampakisattely +70 °C tunmn ajan (kuivat tavarat, kuten tvhjiit lasspullot)
+  kuivakdisittely +37 “C yli 12 h (pipetit ym. kuivat tavaroille, jotka eivat ole suorassa kontakiissa)
Tuhottavat vesinfyiteet:
+  Koadetaan kamisteriin, jossa pohjalla 1:10 tlavoudesta 2 M MaOH:ta.
Tiiytetty kamsten s@lyvietiin lopuks: amakin 1 vrk ennen kuin kaadetaan vieminin.
Tuhottavat ympiristindyiteet:
»  Nestemiiset niviteet dekontaminodaan 0.2 M NaOH:lla vesindviteiden kanssa.
+  Kiintedt nayiteet autoklavoidasn tai limptkisitellisin +70 *C tunnin ajan.

® & & & &
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LIITE 6. PROTOKOLLA VIRUSTEN HAVAINNOINTIIN VESI-
NAYTTEESTA

Tyoskennellessd  tulee noudattaa tarkkaavaisuutta ja  oikeaoppisia
tyoskentelytapoja. Naytteet kannattaa valmistella erillisessd tilassa PCR-
laitteesta DN A-kontaminaation vélttamiseksi. Protokolla on optimoitu kiyttden
suolapitoisuudeltaan 0,7 %:sta vesindytettd. RT-qPCR-testi voidaan tehda
yhtdaikaisesti kahdelle virukselle, ja tdssd tyOssd testi optimoitiin IHNV:n ja
VHSV:n detektointiin. Testiin on suositeltavaa lisitd myos sisdinen kontrolli
kayttamallda ajossa kalan RNA:ta havaitsemiseen tarkoitettuja alukkeita ja
koetinta, jolloin voidaan varmistua testin toimivuudesta tapauksissa, joissa
virusten testitulos on negatiivinen. Lisdksi testiin lisdtddn negatiivinen kontrolli
kontaminaation havaitsemiseksi. Alukkeiden ja koettimien sekvenssit on esitetty
seuraavassa taulukossa:

Nimi Sekvenssi (5" - 3)

IHN Forward -aluke AGAGCCAAGGCACTGTGCG

IHN Reverse -aluke TTCTTTGCGGCTTGGTTGA

IHN-koetin 6-FAM-AGCGGGACAGGRATGACAATGGTG-BHQ1

VHS Forward -aluke AAACTCGCAGGATGTGTGCGTCC

VHS Reverse -aluke TCTGCGATCTCAGTCAGGATGAA

VHS-koetin ROX-TAGAGGGCCTTGGTGATCTTCTG-BHQ2

Kala Forward -aluke CCACCGGTATCGTCATGGA

Kala Reverse -aluke =~ CGTAGCCCTCGTAGATGGGTACT

Kala-koetin HEX-TCCGGTGACGGCGTGACCCACA-BHQI1

e Vesindyte (15 ml) ultrasuodatetaan Amicon-ultrasuodattimella (Amicon
Ultra-15 Centrifugal Filter Unit, Millipore, UFC9010, 10 kDa MWCO) (4000 g,
45 min). Suodattimen voi tdyttdd useamman kerran, jos uudelleentdytto ja
nesteen poistaminen ultrasuodatusputkesta voidaan suorittaa bioturvallisesti.

e Ultrasuodattimen yldosaan jddnyt ndyte (200 - 400 pl) poistetaan
suodattimesta, ja ndytteelle tehdddn RNA-eristys sopivalla Kkitilld (esim.
Quick-RNA Viral Kit, R1034, Zymo Research).

e Jos kittind kdytetddan myos DNA:ta eristdvdd kittid, tulee ndytteelle tehda
dsDNase-kasittely kaksijuosteisen DNA:n poistamiseksi (esim. dsDNase,
#ENO0771, Thermo Scientific). Tamd vaihe vdhentdda DNA:n aiheuttamaa
héiriota RT-qPCR-reaktion RT-vaiheelle.
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Mastermix kahden viruksen RT-qPCR-testid varten valmistetaan seuraavan

taulukon mukaisesti, ilman templaattia:

Tuote Pitoisuus reaktiossa
qScript (2x) 1x

UNG (5 U/ ul) 0,06 U /ul

dUTP (10 mM) 0,5 mM

Forward-aluke A (20 uM) 800 nM
Reverse-aluke A (20 uM) 800 nM
Koetin A (10 uM) 200 nM
Forward-aluke B (20 uM) 800 nM
Reverse-aluke B (20 pM) 800 nM
Koetin B (10 pM) 200 nM
Templaatti-RNA -

dH>O -

Reaktion kokonaistilavuus 50 pl

Mastermixin voi valmistella myds vain yhden kohteen havaitsemiseksi,
jolloin joko ndytteen tai veden méadrdd kasvatetaan alukkeiden ja koettimen

tilavuuden verran.

Mastermix jaetaan qPCR-stripille tai -levylle, ja templaatti lisdtdan kuoppiin.
Lisatddn kansi ja 96-kuoppalevyd kdyttdessd tiivistematto, ja suoritetaan RT-

qPCR-ajo seuraavilla asetuksilla:

Vaihe Lampéotila (°C) Kesto
1. UNGe-inkubaatio 30 5 min
2. RT-reaktio 50 10 min
3. Alkudenaturaatio 95 1 min
Vaiheita 4-7 toistetaan 45 kertaa

4. Denaturaatio 94 15s

5. Alukkeiden sitoutuminen 60 40s

6. Pidentyminen 72 20s

7. Kuva

Testitulosta voidaan pitdd positiivisena, jos testin kohteen Cg-arvo on
pienempdd kuin 35, eikd ole syytd epdilld kontaminaatiota. Koska EURL:n
ohjeistuksessa, jota myos Ruokavirasto noudattaa, protokollana kadytetdan
soluviljelytestid, vesindytteestd tehtdavan RT-qPCR-testin tulokset ovat vain
suuntaa-antavia, ja virallinen testitulos tulee olla soluviljelymenetelmalla

tehdyn testin tulos.
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